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Introduccion

Probablemente son muchos y de muy diversa
indole los factores que condicionan que en la ac-
tualidad la investigacion, sea basica o aplicada,
presente grandes limitaciones para desarrollarse
en los centros asistenciales espafioles. A pesar
de ello, y desgraciadamente de forma aiin muy
aislada, existen grupos punteros en investigacion
en determinados hospitales. Con todo, en estos
grupos suele ser dificil hallar médicos que, como
parte de su labor profesional, compaginen la in-
vestigacion con la asistencia clinica.

Sin pretender ser exhaustivos, entre los facto-
res que podrian explicar la falta de investigacion
desde determinados &mbitos médicos, cabria
destacar la falta de una tradicion histérica en in-
vestigacion que arrastra nuestro pais, ademas de
una insuficiente inversion en lo que ahora se de-
nomina investigacion, desarrollo e innovacion
(I+D+l). Mientras que en Espafia actualmente
este concepto justo alcanza el 1% del PIB, la in-
version en |+D+l de Europa se cifra como media
enun 2,7%. Ademas, concretamente en Espafia
y para agravar la situacion, una tercera parte de
esta inversion se atribuye a investigacion militar.
Es preciso recordar, también, que la solucién a
dicho problema implica un esfuerzo tanto para el
sector publico como para el privado.

A la falta de recursos podrian afiadirse otros
factores, como la necesidad de potenciar la for-
macion investigadora y el desarrollo profesional
de los investigadores. Sin duda es recomendable
potenciar la formacion en investigacion dentro
del curriculum de algunas licenciaturas en cien-
cias de la salud y favorecer que los médicos resi-
dentes puedan adquirir no s6lo experiencia asis-
tencial sino también conocimientos y habilidades
en investigacion. Por otra parte, muchos investi-
gadores espafioles ejercen en el extranjero como
consecuencia de un casi inexistente marco para
integrarlos en centros de investigacion espafoles
tanto publicos como privados.

A pesar de dichas limitaciones, en los Gltimos
afios se han consolidado iniciativas que intentan
agrupar equipos multidisciplinarios de investiga-
dores y redes de colaboracién para aunar es-
fuerzos y compartir experiencia y recursos. Si

bien creemos que estas iniciativas pluridiscipli-
narias deberian ser realmente fructiferas, desde
aqui intentamos defender el papel del médico
asistencial y a la vez investigador. Es decir, aquel
profesional que atiende y trata pacientes y que,
simultaneamente, desarrolla una actividad inves-
tigadora, ya sea basica o aplicada. Esta doble ver-
tiente puede facilitar tanto el orientar la investiga-
cion a las necesidades del paciente, como el
resolver incognitas que se plantean desde la pro-
pia asistencia clinica diaria.

Los contenidos de esta monografia reflejan las
presentaciones y discusiones de la mesa redon-
da organizada por la Fundacién Dr. Antonio Es-
teve el mes de junio de 2004 en Barcelona. Su
objetivo fue concienciar a los que se inician en la
practica asistencial de que labor clinica e inves-
tigacién no son incompatibles. Esta iniciativa de-
riva de una experiencia previa surgida hace ya
unos afos que dio lugar a la publicacién de una
Monografia Dr. Antonio Esteve anterior*. Se invi-
tarond a médicos investigadores de varias areas
terapéuticas y de diferente procedencia geogra-
fica, cuya caracteristica comun era la compagi-
nacion de la actividad investigadora con la asis-
tencia clinica. Del mismo modo que en 1987,
ahora de nuevo invitamos como discutidores a di-
versos médicos jovenes con el fin de estimular su
interés por la investigacion. Esperemos que la
amplia distribucién de la presente monografia
contribuya también a ello.

Los moderadores quedamos convencidos de
que fue una reunién muy interesante y fructifera.
Si bien inicialmente el encuentro se tituld “Inves-
tigacion basica y medicina clinica”, a semejanza
de la mesa redonda previa, después de la reali-
zacion de ésta y con los manuscritos de los po-
nentes en nuestras manos, decidimos que podria
ser mas adecuado hablar de “La investigacion en
un entorno asistencial. Algunas reflexiones y

*Erill S, Castell JV. Investigacion basica y medicina clinica.
Monografias Dr. Antonio Esteve, n° 7. Barcelona: Funda-
cion Dr. Antonio Esteve; 1988.
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ejemplos”. También decidimos que podia ser
mas practico reordenar las presentaciones en
esta monografia; en primer lugar, incluimos
aquellas ponencias que principalmente discutie-
ron la problematica de la investigacion desde una
perspectiva amplia —los tres primeros articulos—
y, posteriormente, las experiencias de un pro-
yecto mas concreto de investigacion como ejem-
plo de investigacion en un entorno asistencial.

Si “serendipidad” (serendipity) se define como
la sagacidad por descubrir cosas que ocurren o
se producen sin buscarlas, esperamos que esta
publicacion al menos estimule la “serendipidad”
entre los jovenes profesionales sanitarios al con-
vencerles del interés que supone el potenciar la
investigacion desde un marco asistencial.

Sebastian Videla y Félix Bosch



Investigacion y citugia experimental como base formativa
para una medicina de excelencia

J.R. Morandeira

Unidad Mixta de Investigacion, Hospital Clinico Universitario “Lozano Blesa”, Universidad de Zaragoza.

Introduccién

No es el objetivo de este trabajo explicar por-
menorizadamente los objetivos, prestaciones, es-
tructuracién y funcionamiento de una unidad de
investigacion (Ul) del Servicio Nacional de Salud
(SNS). Remitimos a quienes estén interesados en
el tema a otras publicaciones especificamente
realizadas al respecto por nuestro grupo, con es-
pecial mencion a los antecedentes, constitucion
y funcionamiento actual de la Unidad Mixta de
Investigacion del Hospital Clinico Universitario
“Lozano Blesa” y la Universidad de Zaragoza,
como Ul integrada en el SNS.

Lo que aqui pretendemos es centrar el papel
de estas Ul en el moderno concepto del hospital
como centro de investigacion, ya que, segun afir-
maba recientemente A. Campos, Director del Ins-
tituto de Salud Carlos III: “El hospital que no in-
vestiga no es un hospital. Puede ser una clinica,
un ambulatorio, etc., pero no un verdadero hos-
pital, ya que lo que debe caracterizar a un hospi-
tal es su capacidad de facilitar el clima cientifico
necesario para hacer realidad que el hecho in-
vestigador sea consustancial a la actividad asis-
tencial y docente de todos y cada uno de los pro-
fesionales de la salud”.

Es evidente que en Espafia partimos de una he-
rencia nefasta en el campo de la investigacion,
marcada por algunas frases pronunciadas por los
maximos responsables de nuestro pais hace es-
casamente 30 afios: del “que investiguen ellos...”
al “menos latin y mas fatbol”. Esta situacién fue,
ademas, especialmente marcada en el campo de
la sanidad por la creacién de una estructura ex-
clusivamente asistencial que negaba la actividad
investigadora. En este sentido, los pasos seguidos
desde la creacion del seguro obligatorio de en-
fermedad (SOE) como mera compariia asegura-
dora hasta el actual SNS, pasando por la Seguri-
dad Social (SS), que ha ido dotando al sistema de
estructuras asistenciales propias, potenciando
por fin en los Gltimos 10 afios el I+D+1 en salud y

la investigacion en ciencias biomédicas, es una
larga, demostrativa y atin inacabada historia.

No vamos a caer en el error de comparar nues-
tra investigacion y formacién médica con la nor-
teamericana o la alemana, porque las diferencias
estructurales, econémicas y de todo tipo hacen
que la comparacion sea, todavia hoy dia, inviable.
Pero tampoco vamos a caer en el pesimismo'y el
desanimo. Es cierto que aun queda mucho por
hacer, porque partiamos de un nivel muy bajo,
pero nadie puede negar el gran esfuerzo realiza-
do en nuestro pais en los Gltimos 15 afios. Y
quienes podemos comparar las unidades de in-
vestigacion que hoy tenemos y sus secciones ex-
perimentales con los “laboratorios de cirugia ex-
perimental” que teniamos hace 20 o 30 afios
podemos constatarlo. Por eso, creo que no de-
bemos desperdiciar el esfuerzo organizativo que
han puesto en marcha en Espafia los servicios
universitarios de apoyo a la investigacion y las
unidades de investigacion del SNS, cuya crea-
cion y desarrollo se inicié a partir de 1987. Todas
las partes implicadas en la puesta a punto y de-
sarrollo de estos planes y estructuras (autorida-
des universitarias y sanitarias, instituciones cien-
tificas, gerencias hospitalarias y personal adscrito
a las unidades) debemos trabajar sin escatimar
ningun esfuerzo para su paulatina difusién e im-
plantacién, y su ordenado y eficaz funciona-
miento. Es un gran reto al que nos enfrentamos
y al que estamos obligados a responder sin esca-
timar tiempo, recursos, imaginacion ni voluntad
de entendimiento. Se trata, en definitiva, de un
compromiso ético.

De la necesidad de investigar
a la posibilidad de hacerlo

Resulta evidente la preocupacion casi obsesi-
va de la sociedad actual por minimizar el error,
ese riesgo inherente a toda actividad humanay al
que el médico, ya totalmente desmitificado mer-
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ced a la realidad cientifica de la medicina, no es
ajeno. Pero minimizar el error es tarea ardua en
medicina, sobre todo si se tiene en cuenta la fra-
se con que hace algo mas de 50 afios Sir William
Osler solia terminar la exposicion de su Ultima
clase del curso a los estudiantes de medicina de
Oxford: “la mitad de lo que se les ha ensefiado no
es cierto; el problema es que no sabemos cual es
esa mitad”.

De ahi la necesidad de una buena formacion
béasica en la que puedan permitirse los errores
para aprender a corregirlos. Como es l6gico, este
tipo de formacion sélo es posible en el contexto
del campo del 1+D+I. Ademas, tiene la ventaja
de poder proporcionar simultdaneamente al mé-
dico un cierto entrenamiento en investigacion,
de gran utilidad para protegerle del error, ya que
es evidente que el médico que ha aprendido a
observar minuciosa y desapasionadamente, a
razonar rigurosamente sobre los hechos, a con-
cluir con cautela, y a admitir que toda conclusion
es una parte tan sélo de la verdad y en si misma
criticable, minimizara su margen de error mucho
mas que aquel que carezca de estas cualidades
a las que ensefia y fomenta la actividad de in-
vestigar.

En 1989, Calnam se preguntaba: “si son tan
numerosos los temas que requieren ser investi-
gados, ,como es que no todo el mundo esta in-
vestigando?”. A lo que seguramente alguien le
contestaria lo de casi siempre: la investigacion, y
mas aun la experimentacion animal, es cara. Re-
quiere cuantiosas inversiones en infraestructura,
en personal, en equipamiento, etc. Estamos en
un momento de recesion econémica. No hay fi-
nanciacion. La presion asistencial no nos deja
tiempo para investigar.

Sin embargo, es claro que s6lo el progreso tec-
nolégico lleva a la simplificacion y el abarata-
miento; que solo el ingenio del hombre ha con-
seguido dominar, a la larga, las condiciones
adversas, incluidas las econémicas; que, como
decia D. Santiago Ramon y Cajal: “no hay cues-
tiones agotadas, sino hombres agotados en las
cuestiones”. De ahl, la necesidad de estimular a
los médicos a dedicar siquiera una parcela de su
tiempo a la investigacion durante toda su carrera
profesional. A preguntarse cada dia si su trabajo
es el correcto, aunque sdlo sea para que no le di-
gan un dia que lleva 40 afios cometiendo el mis-
mo error y a eso lo llama experiencia.

Desgraciadamente, la formacion que se ad-
quiere en las facultades de medicina no incluye
el aprendizaje del método cientifico, y la educa-
cion médica tradicional tiende a transformarnos
en recipiendarios pasivos de informacion, algo

2

gue se ha visto enormemente incrementado en
los ultimos tiempos con el gran desarrollo de las
nuevas tecnologias informaticas. Ademas, la es-
tructura funcionarial de nuestros sistemas univer-
sitario y sanitario aborta las iniciativas y el estimu-
lo. Pero entiendo que no debemos quedarnos
quietos; al fin y al cabo, todo eso puede ser ven-
cido si se sabe aprovechar el impulso de quienes,
pese a todo, son capaces de aportar ilusion, ima-
ginacion e ideas, y que son mas de lo que algu-
nos creen. Pero para eso hace falta estimulo y un
soporte econémico minimo, especialmente, a los
mas jovenes de nuestros médicos (que son nues-
tra esperanza de futuro) para que, como decia
Claudio Bernard, “sometan metédicamente sus
ideas a la experiencia de los hechos”.

Investigacion y desarrollo en salud:
un proceso global en el que todos estamos
involucrados

Hoy dia se habla hasta la saciedad de la nece-
sidad del 1+D, entendiendo terminolégicamente
por tal “investigacion y desarrollo”. Pero nosotros
creemos que esas siglas de 1+D esconden tras
ellas otros muchos términos: interés, imaginacion,
informacion, infraestructuras, dedicacion, y, so-
bre todo, dinero, dinero y mas dinero, ya que sin
recursos es imposible investigar y desarrollarse.
Puede resultar paradéjico decir esto en unos
tiempos en los que lo que predomina es la eco-
nomia de la salud, centrada por frases como la
que reza que “la salud no tiene precio..., pero
tiene unos costes”. Costes que alguien debe asu-
mir, teniendo en cuenta que los recursos son
siempre escasos Y finitos.

Es indudable que estos hechos a lo primero
que deben conducirnos es a lograr el maximo
aprovechamiento de los recursos disponibles,
mediante una buena estructuracion, coordina-
cion e intercambio, a base de compartir, colabo-
rar, integrar, informar y difundir. Algo sin duda di-
ficil dada la indiosincrasia individualista de
nuestro pais, pero por lo que debemos luchar de-
nodadamente, habida cuenta que el I+D no es
sino el pifibn motriz de la innovacion y que este
complejo del 1+D+l es un proceso global en el
que todos, en mayor o menor término, estamos
involucrados. Un proceso que exige una comple-
ja planificacién y gestion que permita que la in-
version de recursos (inputs), tanto humanos
como econdmicos y materiales, se traduzca me-
diante un proceso de 1+D de excelencia, en la ob-
tencion de unos resultados (outputs) que de-
muestren la eficacia del proceso de desarrollo o
investigacion realizado, mediante publicaciones
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no sélo de impacto cientifico, sino también de di-
vulgacion e imagen. Eso aparte del aprecio por
determinadas titulaciones, certificaciones y di-
plomas, amén de patentes Utiles. Ademas, el pro-
ceso no debe acabar ahi, limitandose a la crea-
cion de unos papers de mayor o menor
trascendencia, como suelen creer algunos inves-
tigadores, sino que mediante un procedimiento
de transferencia debe conseguirse que los resul-
tados de una investigacion que se han demos-
trado eficaces se conviertan, ademas, en efecti-
vos, obteniendo asi un rendimiento que se
traduzca en cambios en el sistema, en un trata-
miento, en la prevencion de una enfermedad, en
las actitudes (de gestores, ejecutores y recepto-
res), etc. Finalmente, para cerrar el proceso, es
preciso aun que los resultados eficaces y efecti-
vos se conviertan en eficientes, mediante un ade-
cuado proceso de ejecucion que permita su ex-
plotacién, dando satisfaccion a los usuarios del
sistema y proporcionando un concepto de “pro-
ceso util” a los ciudadanos.

Unidades de investigacion
del Servicio Nacional de Salud

Creemos sinceramente que el papel de la red
de Ul del SNS, iniciado en 1987 mediante una
politica de ayudas para infraestructuras cuyas es-
trategias permitieron en 1992 el nacimiento de la
REUNI (Red de Unidades de Investigacion), con
sus tres tipos de unidades (clinicoepidemiolégi-
cas, clinicoexperimentales y mixtas), ha ejercido
y debe seguir ejerciendo en el futuro un papel
fundamental en el campo que nos ocupa. Estas
unidades deben ser consideradas conceptual-
mente como una estructura formada por un
equipo humano, un espacio fisico y un material
dedicados a la investigacion, con la finalidad de
facilitar el clima cientifico necesario para hacer
realidad que el hecho investigador sea consus-
tancial a la actividad asistencial y docente de to-
dos y cada uno de los profesionales de la salud.
Sus objetivos deben estar centrados en estimu-
lar, planificar, orientar y facilitar la “investigacion
total” en ciencias biomédicas, como base funda-
mental del desarrollo de la calidad asistencial. Fi-
nalmente, deben caracterizarse por ser servicios
centralizados, multidisciplinarios y polidepen-
dientes (sobre todo en el caso de las Ul mixtas),
abiertos a su utilizacién por todos los investiga-
dores que precisen su apoyo, en busca del ma-
yor beneficio en salud para los ciudadanos. Asi
concebidas, creemos que pueden y deben cum-
plir adecuadamente con todos los objetivos ante-
riormente resefiados.

Papel de los centros de experimentacion
animal aplicada a la medicina humana

Es en este contexto que nos ocupa donde pen-
samos que los centros de experimentacion ani-
mal aplicada a la medicina humana pueden lo-
grar al maximo sus objetivos, en el marco de los
complejos requisitos que hoy contempla la legis-
lacion vigente y que precisa de una accion mul-
tidisciplinaria coordinada (R.D. 223/88 y 6rdenes
que lo desarrollan). Estos objetivos pueden es-
guematizarse de la siguiente forma:

En la practica clinica. Se ha repetido, y se re-
pite hasta la saciedad, que la medicina es cien-
ciay arte. La ciencia se aprende en los libros, es-
cuchando a los maestros y en la cabecera de los
enfermos. Pero el arte, sobre todo el quirtrgico,
gue se ejecuta con las manos, exige la adquisi-
cion de una serie de “habilidades” que no parece
ético ni légico que se consigan sobre el enfermo.
La técnica manual se adquiere con la practica e
implica torpeza en sus inicios, que debe corre-
girse mediante el ejercicio repetido. De ahi que,
idénticas o mayores razones que las que se adu-
cen para ingerir la carne de un animal, conside-
randolo “de utilidad” en beneficio del hombre,
justifiquen su empleo para la adquisicion de ha-
bilidades por el cirujano, siempre que se evite
todo sufrimiento y se cumpla el cddigo ético de la
experimentacion animal. Sélo asi conseguiremos
mejorar no solo el saber, sino también el saber
hacer y el saber por qué se hace, que constituye
el fundamento de la practica del cirujano.

Segun ello, las directivas de la Unién Europea
con respecto a la formacion en las especialidades
quirdrgicas recomiendan la realizacion de prac-
ticas de cirugia en animales de experimentacion,
al tiempo que exigen haber realizado en dichos
animales un ndmero minimo de intervenciones
quirdrgicas completas por parte del cirujano en
formacion; intervenciones que por su compleji-
dad, dificultad o rareza son en algunos casos di-
ficilmente realizables en el hombre durante los
periodos de formacion. Estas dos cuestiones hacen
la practica quirargica en animales de experimen-
tacion no solo conveniente, sino una necesidad
ante las nuevas normativas de rango europeo.

Ademas, no es tan so6lo evitar riesgos innece-
sarios al enfermo, lo que motiva este tipo de for-
macion por evidentes razones éticas, legales y
técnicas, sino que existen también claras razones
econdémicas de especial relevancia en unos mo-
mentos en los que se insiste en la necesidad de
optimizar unos recursos siempre finitos. Asi, mu-
chos de los instrumentos que se utilizan tanto en
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medicina como en cirugia son de gran precision,
delicado manejo y/o de un Unico uso (desecha-
bles), por lo que su empleo por manos inexper-
tas supone su deterioro, ruptura o pérdida, con
un alto coste econémico debido al precio de este
tipo de instrumental; lo que puede evitarse en
gran manera si el aprendizaje se efecttia con ins-
trumentos de demostracion, mucho mas resis-
tentes y econdmicos. En este sentido, se calcula
que un residente de cirugia de nuestro sistema
MIR efectlia un promedio de cinco intentos falli-
dos para aprender a manejar los actuales apara-
tos desechables de sutura automatica, cuyo va-
lor promedio oscila alrededor de 600 € por
aparato. Aparte del riesgo que se evita al enfer-
mo, el coste del aprendizaje puede reducirse a
2,40 € por intento, utilizando aparatos recarga-
bles de demostracion sobre animales de experi-
mentacion.

Aungue, hoy dia, no sélo los cirujanos precisan
adquirir habilidades para el desempefio de su
practica clinica. Muchos otros especialistas, no
s6lo médicos, sino también diplomados en enfer-
meria, considerados en principio como no quirdr-
gicos, colocan marcapasos, introducen catéteres,
practican punciones de todo tipo, etc. Y todas es-
tas técnicas precisan de un aprendizaje que no
parece légico se efectle sobre el enfermo.

Finalmente, el continuo desarrollo de la tecno-
logia aplicada a la medicina y a la cirugia hace
que de modo continuo se apliquen nuevos apa-
ratos e instrumentos a la practica clinica, para
cuyo manejo el mejor especialista precisa de un
conocimiento y entrenamiento previos. Todo esto
sin olvidar las nuevas, diferentes y sofisticadas
técnicas quirargicas de minima invasion (lapa-
roscopica, microquirudrgica, radiologia interven-
cionista, etc.). De ahi que la experimentacion
aplicada encuentre también un amplio campo en
la formacion continuada de los especialistas.

En la investigacion. En este terreno, la forma-
cién encuentra su principal campo en el propio
Real Decreto 223/1988 sobre proteccion de los
animales utilizados para experimentacion y otros
fines cientificos, que exige taxativamente que
toda persona que utilice animales de experimen-
tacion tenga una formacion y capacitacion ade-
cuadas a las funciones y trabajos que vaya a de-
sempefiar.

I+D+I (investigacion,
desarrollo e innovacion)

No nos gustaria terminar sin dejar claro que el
proceso de I+D+l, descrito anteriormente, no tie-
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ne ninguna posibilidad de desarrollo sin plan-
tearse de entrada una lucha sin cuartel contra
demagogias mas o0 menos frustrantes, del tipo del
“mas vale malo conocido que bueno por cono-
cer”. Que es muy posible que como bien escri-
biera Jorge Manrique: “a nuestro parecer, cual-
quiera tiempo pasado fue mejor”. Por eso es
preciso un gran esfuerzo de imaginacion, pen-
sando que no hay nada malo en cambiar de
ideas de vez en cuando; que lo verdaderamente
malo es no tener ideas que cambiar. Porque las
ideas, al fin y al cabo, son como las flores: cuan-
do envejecen se marchitan, pero si se podan, se
favorece el brote vigoroso de otras nuevas.

Claro que este esfuerzo de imaginacion puede
resultar completamente baldio si, como ya he-
mos comentado, no se acompafia de una buena
planificacién y gestion para que los recursos sean
explotados de forma satisfactoria a través de un
procedimiento de excelencia que por su eficacia,
efectividad y eficiencia resulte en cambios ade-
cuados. Para ello sin duda es preciso basarse en
procesos de I+D dirigidos, que tras un estudio
previo de las necesidades planteen la eficacia de
lo que estamos haciendo, por qué y para qué, en
respuesta a esas preguntas clasicas que desde la
deteccién de un proceso (enfermedad) preva-
lente deben llevarnos a la bisqueda de sus solu-
ciones mas adecuadas: ;dénde estamos en este
momento ante la solucién de un determinado
problema?, ;dénde queremos llegar? y ;como
pensamos hacerlo?

Siempre teniendo en cuenta que, como bien
dijo D. Santiago Ramon y Cajal, “el secreto del
éxito es muy sencillo y puede resumirse en dos
palabras: trabajo y perseverancia”. Y que si-
guiendo a Federico Mayor Zaragoza, debemos
esforzarnos en “comprender, anticipar, imaginar:
el objetivo es emitir un diagnoéstico ltcido sobre
el presente e iluminar el camino que debe con-
ducirnos al futuro”.

BIBLIOGRAFIA

Bergson H. Claudio Bernard. Extrait de son oeuvre. Dhu-
rout, Paris: Presses Universitaires de France; 1959.

Calnan J. Coping with research. Londres: Heineman
Medical; 1984.

Lozano R. Cirugia experimental, formacion médica y
medicina social. Zaragoza: Discurso de Ingreso en
la Real Academia de Medicina de Zaragoza; 1997.

Mathie RT. Principles of surgical research. Londres:
Butterworths; 1989.

Messmer K. El experimento en cirugia. Discurso con
motivo de la recepcion del Doctorado “Honoris
Causa” por la Universidad de Zaragoza. Universi-
dad de Zaragoza; 1993.




INVESTIGACION Y CIRUGIA EXPERIMENTAL COMO BASE FORMATIVA PARA UNA MEDICINA DE EXCELENCIA

Morandeira JR. La experimentacion animal aplicada a
la investigacion y formacion en medicina humana.
Rev Exp Anim 1997;8(1,2):105-11.

Morandeira JR. Los servicios universitarios de apoyo y
las unidades de investigacion del Servicio Nacional
de la Salud: un lugar de encuentro para el desa-
rrollo y transferencia de la investigacion en ciencias
biomédicas. Rev Exp Anim 1995;37-40.

Morandeira JR. Memoria sobre concepto, método y
fuentes de la cirugia experimental. Zaragoza: 1992.

Orden del Ministerio de Sanidad y Consumo de 11 de
marzo de 1991 (BOE 16, 3, 1991), por la que se

DISCUSION

convocan Ayudas para Infraestructura y Financia-
cion de Proyectos de Investigacion por el FIS, con-
juntamente con el Area de Ciencias de la Salud del
Programa Sectorial de Promocién General del
Conocimiento (Promocién de I+D en Salud).

Programa de Desarrollo de Unidades de Investigacion
en Areas Sanitarias. Memoria FIS; 1989. p. 17-24.

Real Decreto 223/1988, de 14 de marzo sobre Protec-
cion de los Animales utilizados para Investigacion
y otros fines cientificos.

Ulrich K.J. Gesundheit und Tierschutz. Duseldorf:
Econ; 1985.

J.C. PasToRr: No quisiera que haya nadie pesi-
mista. El cambio es posible. Los que estamos
aqui creemos que la investigacion se esta de-
sarrollando en Espafia y que las proximas ge-
neraciones lo van a tener mas facil que noso-
tros, de la misma forma que nosotros también
lo hemos tenido mas facil que la generacion
anterior. No en vano, creo que es bueno cono-
cer que las generaciones anteriores han paga-
do duramente el hecho de que Espafia tuviera
una Guerra Civil en la que se descapitalizo,
desde el punto de vista intelectual, en la que se
cerraron las fronteras y en la que la gente ni sa-
lia al exterior, ni tenia ideas, ni podia aprender-
las. Creo que la sociedad espafiola esta evolu-
cionando a pasos agigantados. Y los pacientes,
cuanto mas sepan y mas cultos sean, mas for-

macion pediran a sus médicos. No quisiera
que quedara la idea de que el cambio no es
posible. Es posible y, de hecho, ya se esta pro-
duciendo.

J.R. MorANDEIRA: El cambio se esta produciendo
a pasos agigantados. Se ve claramente en la
diapositiva que muestra el quiréfano que tenia-
mos hace 30 afios y el que tenemos ahora. Es
l6gico pensar que dentro de otros 20 o 30 afios
las nuevas generaciones tengan auténticas ma-
ravillas para poder investigar. Actualmente, es-
tamos en el 0,9% de los recursos dedicados a
la investigacion. Europa nos pide que se au-
mente hasta el 2%, asi que en un futuro proxi-
mo contaremos con el doble de recursos y de-
beremos aprovecharlo.
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Introduccion

En Espafia, la formacion de médicos especia-
listas con alta capacitacion para afrontar la pre-
vencion, diagnostico y tratamiento de las distin-
tas enfermedades ha sido eficazmente resuelta
gracias al programa MIR. Este programa, creado
hace mas de 25 afios para la formaciéon de mé-
dicos especialistas en Espafia, ha constituido
una herramienta de extraordinaria utilidad para
mejorar de forma notable la calidad asistencial
de la medicina practicada en nuestro pais. Sin
embargo, hoy dia el programa tiene muchas ca-
rencias, entre las que destacan: a) esta dirigido
a una formacion clinica “exclusiva” de los futuros
especialistas; b) se ha quedado obsoleto para dar
respuesta a la rapida evolucién de la medicina
actual, y ¢) la dedicacion del programa a la for-
macion investigadora de los médicos es practi-
camente nula.

En este articulo se analiza, en primer lugar, la si-
tuacion de la investigacion biomédica desde la
perspectiva del MIR y los aspectos que condicio-
nan su desarrollo. En segundo lugar, se resume
la produccion cientifica de la gastroenterologia en
Espafia y cudles son las perspectivas de desarro-
llo de la especialidad para el siglo xxi.

Investigacion desde la perspectiva
de los MIR

El programa de formaciéon MIR, tal y como esta
planteado actualmente, estéa dirigido a la forma-
cion de un Unico prototipo de especialista, al que,
después de su formacion y enfrentado a los dife-
rentes entornos laborales, se le pide que sirva
para abarcar todas las facetas de su especiali-
dad. Esto no era problematico cuando se instau-
r6 hace mas de 25 afios, porque el volumen de
conocimiento y de competencias ligado a una de-
terminada especialidad en aquel entonces era lo
suficientemente reducido como para poder abar-
carlo en su casi totalidad y de forma relativamen-

te eficiente por un Unico tipo de profesional ho-
mogéneo. Sin embargo, en los Ultimos 10-15 afios
la situacion ha cambiado de forma radical. Se ha
producido un gran desarrollo tecnoldgico y de co-
nocimientos dentro de cada especialidad, de for-
ma que cada dia es mas inviable que un médico
pueda dominar todas las areas de una especiali-
dad. En un futuro préximo deberan crearse nue-
vas areas de conocimiento o capacitacion que
permitan establecer los distintos niveles de espe-
cializacion dentro de cada especialidad. Paraello,
sera necesaria la reforma del actual programa de
formacion MIR.

Otro de los aspectos “débiles” del actual plan
de formacion de especialistas es la deficiente for-
macion investigadora de éstos. Esto es en gran
parte debido a que muchos centros acreditados
para la formaciéon de médicos especialistas no
practican la investigacion y, por tanto, no pueden
transmitirla. Asi, al finalizar el periodo MIR, mu-
chos médicos desconocen cudl es la importancia
de la investigacion biomédica para el desarrollo
de su profesion. La mayoria de ellos consideran
que lo importante es la practica clinica y que la
investigacion solo es util para hacer curriculum.

La investigacion biomédica es la “esencia” del
progreso de la medicina, impulsa y mejora la cali-
dad de la medicina asistencial, aumenta nuestros
conocimientos y nuestra capacidad de autocritica.
Por ello, la préxima reforma del programa MIR en
nuestro palis debera incluir propuestas claras
para promocionar y potenciar la formacion inves-
tigadora de los futuros especialistas. Los médicos
en formacién deben comprender que la investi-
gacion es una herramienta de progreso y calidad
de atencidn al paciente, necesaria para alcanzar
la excelencia en el desarrollo de la medicina. La
actividad investigadora proporciona el rigor cien-
tifico necesario para una correcta practica clini-
ca. Ademas, es una fuente de recursos que per-
mite mejorar, tanto desde el punto de vista
tecnolégico como humano, los servicios sanita-
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rios y nos ayuda a establecer relaciones con otros
profesionales tanto en el ambito nacional como
internacional.

Inicio en el proceso de investigacion

La investigacion no debe entenderse como un
“hobby”, sino como una actividad que debe ser
lo mas profesionalizada posible. Antes de intro-
ducirse en el campo de la investigacion, el MIR
debe tener claro que es una tarea que consume
muchos recursos materiales y humanos, pero so-
bre todo mucho tiempo.

Para un MIR la mejor forma de iniciarse en la in-
vestigacion es integrarse en un grupo consolidado
con sélidas lineas de investigacion que incluyan, a
ser posible, investigacion clinica y basica o experi-
mental, y que sea un grupo multidisciplinario. Es
decir, que integre investigadores clinicos con otros
de disciplinas diferentes, como la biologia mo-
lecular, la quimica o la fisica. Si no existe esa posi-
bilidad en el centro en el que realice su formacién
MIR, lo més aconsejable es buscar la coordinacién
con grupos de fuera.

Desarrollo de un proyecto

Para que un proyecto de investigacion tenga
posibilidades de éxito debe cumplir 4 premisas:
1) debe ser realizable, es decir, disponer de los
recursos materiales y humanos necesarios y eje-
cutable en el tiempo previsto; 2) tiene que ser ori-
ginal y contestar a preguntas no resueltas, de for-
ma que una vez concluido pueda ser divulgado a
la comunidad cientifica independientemente del
resultado positivo 0 negativo de éste; 3) debe tra-
tar un tema relevante, y 4) debe cumplir las nor-
mas de ética internacionalmente aceptadas.

En la comunidad cientifica internacional se dis-
pone actualmente de un amplio consenso res-
pecto a los componentes mas importantes de lo
que se entiende como codigo de buenas practi-
cas cientificas (CBPC). Por ello, es necesario que
los investigadores recurran a un comité para la
integridad de la investigacion, encargado de ve-
lar por el cumplimiento del CBPC. Generalmen-
te, todo protocolo de investigacion que implique
estudios con personas requiere la aprobacion del
comité ético de investigacion clinica del centro.
Ello minimiza los posibles riesgos del estudio, ga-
rantiza la confidencialidad de los datos y el cum-
plimiento de la normativa vigente para el desa-
rrollo de un proyecto de investigacion.

En la primera fase del desarrollo de un proyec-
to de investigacion es indispensable la redaccion
de éste en forma de una memoria que incluya
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antecedentes del tema, hipdtesis de trabajo, ob-
jetivos, disefio y metodologia. Este Ultimo aparta-
do debe incluir el tipo y ambito del estudio, asi
como datos referentes a la poblacion elegida, re-
presentativa de la cuestion que deseamos inves-
tigar. Ademas, deben quedar bien definidos los
criterios de inclusion y de exclusion. Finalmente,
el proyecto debe incluir un apartado en el que se
justifiquen los recursos necesarios para su desa-
rrollo y un presupuesto.

Un aspecto clave en el proceso de elaboracién
de un proyecto de investigacion es la estadistica.
Es aconsejable consultar con un estadistico en la
fase inicial para no cometer errores graves en el
disefio del estudio, que muchas veces son irre-
parables a posteriori. En este sentido conviene
siempre hacer un célculo muestral para determi-
nar el nimero de individuos que debemos incluir
en el estudio. Una cuestion no menos importan-
te es el rigor y la honestidad del investigador en
la recogida de datos y en el andlisis de sus resul-
tados, para lo que hoy dia es necesario tener co-
nocimientos en el manejo de bases de datos y
paquetes estadisticos como SAS, SPSS, o BMDP.

La presencia de las unidades mixtas de inves-
tigacion acreditadas por la administracion ha
contribuido de forma muy importante en los Ulti-
mos afios a facilitar el desarrollo de la investiga-
cion en los hospitales espafioles. Estas unidades
ofrecen el soporte necesario en distintos aspec-
tos de la gestion administrativa y econémica de
los proyectos, proporcionan ayuda metodoldgica
e instrumental y ponen al servicio de los investi-
gadores servicios comunes, de interés para varios
equipos o lineas de investigacion.

Fuentes de financiacion

En Espafia es posible investigar en dos ambi-
tos diferentes: laboratorios de empresas privadas
y, de forma mayoritaria, instalaciones depen-
dientes de las universidades, de los diversos or-
ganismos publicos de investigacion, como el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas,
el Instituto Nacional de Investigacion Tecnoldgi-
ca Agraria y Alimentaria, el Instituto de Salud Car-
los 111, o de los hospitales publicos, entre otros.
Para investigar es imprescindible la inversion mo-
netaria. Mientras que en el sector privado ésta
proviene mayoritariamente de la propia empresa,
en la investigacion publica la inica opcion es acu-
dir a agentes externos al propio organismo.

En Espafia existen tres niveles de actuacion en
materia de politica cientifica y tecnoldgica: la Ad-
ministracion General del Estado, los gobiernos de
las comunidades auténomas y la Unién Europea.
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En el caso de la Administracion General del Esta-
do, el mayor protagonismo le corresponde al Mi-
nisterio de Ciencia y Tecnologia que gestiona el
Plan Nacional de Investigacion Cientifica y Desa-
rrollo Tecnolégico (Plan Nacional de 1+D+l) y el
Programa de Fomento de la Investigacién Técni-
ca. El otro ministerio que dispone de un progra-
ma competitivo es el Ministerio de Sanidad y
Consumao. El Instituto Carlos Il gestiona el deno-
minado Fondo de Investigacion Sanitaria, al que
pueden concurrir hospitales, universidades, or-
ganismos publicos de investigacion y empresas
con servicios de prevencion de riesgos laborales
propios.

En cuanto a las comunidades auténomas, todas
ellas disponen de politicas de fomento de la inves-
tigacion cientifica y de la innovacion tecnolégica
que se desarrollan mediante planes o programas
competitivos que se publican en los diarios oficia-
les de las diversas comunidades auténomas.

Finalmente, los agentes del sistema espafiol de
innovacion pueden participar en los programas y
acciones del Programa Marco de I+D y Demos-
tracion de la Unién Europea, cuyas convocatorias
se publican en el diario oficial de las comunida-
des europeas.

En relacion con la financiacion estatal de la 1+D
en Espafia, ésta representa actualmente el 1,9
del producto interior bruto, una cifra que esta
muy por debajo a la de la gran mayoria de los de-
mAas socios comunitarios y que queda muy por
debajo de la media europea, superando tan sélo
los datos de Grecia y Portugal. Por tanto, se pue-
de afirmar que Espafia gasta muy poco en inves-
tigacion biomédica.

Produccion cientifica
de la gastroenterologia en Espafia

La situacion actual de la investigacion basica y
clinica en la especialidad de gastroenterologia
y hepatologia queda reflejada en un estudio de
Trilla et al, en el que se analiz6 la produccién
cientifica por autores de Alemania, Francia, Ho-
landa, Italia, Suecia y Espafia entre 1993y 1997.
La busqueda incluyé las 4 revistas de mayor fac-
tor de impacto de 10 especialidades médicas.
Este estudio constatd que gastroenterologia y he-
patologia ocupa la primera posicién y es la espe-
cialidad que contribuye con un mayor porcentaje
de articulos de autores espafioles a la produccion
biomédica mundial (4,2%) y a la de la Union
Europea (14,8%). Si bien estos datos reflejan una
buena situacion para la investigacion espafiola de
la gastroenterologia, debe afiadirse que la pro-
duccion cientifica fue muy desigual entre las dis-

tintas comunidades auténomas, estando con-
centrada fundamentalmente en Catalufia, donde
se gener6 el 42% del total de publicaciones.

Gastroenterologia en el siglo xxi

La investigacion en gastroenterologia en el si-
glo xxi debe ir dirigida a un control mas racional
de las enfermedades digestivas, basado en el co-
nocimiento preciso sobre los mecanismos genéti-
cos, moleculares, bioquimicos y celulares implica-
dos en la etiopatogenia de éstas. Ello debera
plantearse con nuevas formulas asistenciales e
integradoras que garanticen el mejor cuidado po-
sible de los pacientes y el uso mas eficiente de re-
cursos, que armonicen al mismo tiempo la asis-
tencia, la docencia, la investigacion y la gestion
clinica.

En el siglo xxi los cuatro grandes temas sobre
los que girara la investigacion en gastroenterolo-
gia son: 1) el cancer digestivo; 2) la enfermedad
inflamatoria intestinal; 3) las enfermedades fun-
cionales digestivas, y 4) la innovacion tecnoldgica.
En la actualidad, disponemos de buenas eviden-
cias cientificas sobre un 20-30% de los trata-
mientos que empleamos, siendo el porcentaje
aun mas bajo respecto a métodos diagndésticos o
factores pronosticos. Existen, pues, todavia nu-
merosas “zonas grises” que merecen ser investi-
gadas.

Debemos tener en cuenta que la investigacion
del futuro en medicina y biologia no es Gnica-
mente para investigadores biomédicos. De he-
cho, cada dia esta mas arraigado el concepto de
investigacion traslacional, que incluye el proceso
de transferencia de conocimientos y tecnologia
(diagnostica o terapéutica) desde el laboratorio
hasta la cabecera del enfermo y viceversa, en
grupos mas bien reducidos de pacientes. Con-
siste, en si misma, en la aplicacion de los conoci-
mientos basicos (biologia molecular, genética) al
proceso asistencial. Un ejemplo del desarrollo fu-
turo de este tipo de investigacion lo constituyen
las posibilidades derivadas de la secuenciacion
del genoma humano. La gran cantidad de infor-
macion derivada de este hecho requerira un gran
sistema de investigacion traslacional, en particu-
lar centrada en estudios fenotipicos.

Sin duda, la gastroenterologia del siglo xx ten-
dra un componente importante basado en la ge-
némica y la proteémica, disciplinas que van a
permitir implementar nuevos tratamientos alter-
nativos (p. €j., terapia génica), el desarrollo de
nuevos procedimientos diagndsticos y una mejor
capacidad para predecir y evaluar riesgos (medi-
cina predictiva).
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Conclusiones

La investigacion biomédica mejora la calidad
asistencial y debe fomentarse como una activi-
dad esencial en la practica de la medicina mo-
derna.

Es necesario mejorar la formacién investigado-
ra de los médicos en formacion y potenciar la in-
vestigacion de calidad en los hospitales espafio-
les, crear institutos biomédicos multidisciplinarios
en los que se fomente la investigacion traslacio-
nal y reorganizar la asistencia (unidades multi-
disciplinarias).

Los gestores hospitalarios deben considerar la
investigacién como un producto mas de su acti-
vidad y adaptar sus estructuras a otras mas ade-
cuadas que faciliten la atencion integral del pa-
ciente y la colaboracion directa entre varios
especialistas.

Es necesario un marco estable y claro de fi-
nanciacion progresiva de la investigacion biomé-
dica en el que se especifique el aumento pluria-
nual del presupuesto.
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J.R. MoRANDEIRA: Se nota que usted es una per-
sona que conoce perfectamente el problema
gue existe en nuestro pais en materia de inves-
tigacion. En Espafia nos encontramos con un
problema de tipo politico. Mientras los gestores
de sanidad publica a los niveles inferiores (di-
rector gerente, director médico, etc.) sean esco-
gidos a dedo en puestos de confianza y por mé-
ritos exclusivamente politicos no recibiremos ni
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dinero ni apoyo. Por tanto, debemos convencer
a los politicos. Si no les convencemaos de que lo
que hacemos es Util y no conseguimos acabar
con esa imagen que existe en contra de la in-
vestigacion, no conseguiremos mas recursos.
En EE.UU., por ejemplo, en cualquier centro de
investigacion una parte muy importante de los
presupuestos se dedica al marketing, la difusion
y la propaganda, y de esta manera convencen a
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la sociedad de que estan realizando algo util y
consiguen nuevos recursos. Esto en nuestro
pais no existe.

E. QuinTERO: No debemos cuestionarnos si real-
mente es Util realizar investigacion clinica en los
hospitales. Es evidente que los avances en me-
dicina no son por casualidad. Se producen por-
gue se realiza investigacion y se demuestran las
cosas. Estoy totalmente de acuerdo en que
existe una falta de concordancia entre el men-
saje que llega de altas instancias del Ministerio
de Sanidad y la realidad diaria en nuestros hos-
pitales, donde en ocasiones los médicos no te-
nemos ni una mesa para sentarnos. Sin em-
bargo, continuamos haciendo esfuerzos de
tiempo y de todo tipo porque estamos compro-
metidos con nuestra tarea.

J.C. PasToR: Quisiera hacer algunas puntualiza-
ciones. Espafia no dedica el 0,9% a 1+D. Dedi-
cael 0,9% a I+D+I, de manera que a la investi-
gacion solo se le dedica un porcentaje ridiculo
del 0,52%. El resto va a parar a I+D en Defensa.
Por otra parte, me parece muy bien que se in-
tente estimular la investigacion, de hecho el
Fondo de Investigaciones Sanitarias intentd
hace unos afios desperdigar proyectos por todo
el pais dando incluso proyectos pequefios a
hospitales pequefios. Ahora se produce el fe-
ndémeno contrario, de manera que los proyec-
tos se van agrupando y concentrando cada vez
mas.

Yo soy uno de los vocales de la Comision Nacio-
nal de Evaluacion de la Actividad Investigadora
y me encuentro con dos aspectos sorprenden-
tes. Uno, que, si no cambian las cosas, dentro
de poco tiempo habra una concentracion de po-
dery de recursos en determinadas zonas. Y dos,
gue las patentes no se tienen en cuenta, siendo
las publicaciones el Gnico parametro.

También quisiera destacar que existe un grave
problema de continuidad para la financiacién
de las redes tematicas.

E. QuUINTERO: En estos momentos existe una in-
tencion de descentralizacion. La creacion de re-
des de centros y de grupos va a potenciar que
centros que tenian poca relevancia tiempo atras
vayan adquiriendo mas recursos para sus pro-
yectos. Esta es una buena idea que ha sido de
ayuda, por lo menos en investigacion biomédi-
ca. Existen aproximadamente 1.358 centros y
grupos de mas de 500 hospitales en nuestro
pais que en estos momentos estan financiados.
Esto se seguira potenciando siempre y cuando

no se produzca un desencanto por parte de los
investigadores, ya que algunos gerentes consi-
deran que la investigacion que realizamos des-
de un hospital altera la actividad asistencial de
éste. Sin embargo, algunos parametros e indi-
cadores de produccion con resultados excelen-
tes reflejan todo lo contrario. De manera que to-
davia existen hospitales que estan dirigidos por
personas que no conocen la investigacion y lo
que ésta supone para el entorno sanitario.

F. BoscH: Quisiera hacer hincapié en un aspecto
que has comentado en tu presentacion y que
comparto: la necesidad de algun tipo de refor-
ma del programa MIR para potenciar la inves-
tigacion basica durante la formacion especia-
lizada, sin olvidar también la necesidad de
potenciarla durante la licenciatura. Existe bas-
tante discusion sobre si la solucion deberia ir
por este camino o no.

F. SoRIGUER: Yo creo que el estatuto intelectual de
los médicos esta cambiando radicalmente.
Roma Gubern, un gran socidlogo catalan, his-
toriador de cine, habla del comisariado. Los mé-
dicos no somos trabajadores sino que somos
comisariado, y esto es algo que no deberiamos
olvidar. Castilla del Pino, un gran psiquiatra cor-
dobés, decia que los pacientes de nuestro tiem-
po no quieren que les quieran, soélo quieren que
los curen. También decia que médicos y pa-
cientes competimos por la tecnologia. Y ésta es
la gran trampa. No es ocioso seguir preguntan-
dose si la medicina es un arte, una técnica o
una ciencia. Muchos médicos siguen creyendo
en la fantasia, en el suefio dorado del arte. Mu-
chos maés estan convencidos de que es una
técnica, sobre todo los gerentes. Algunos, en
cambio, creemos que es un humanismo cienti-
fico, y esto es otra historia.

La pregunta seria: ;qué quiere el sistema de los
médicos en este momento? Lo que el sistema
quiere de ellos es que sean técnicos y, por tan-
to, que solucionen el problema de las listas de
espera. No quiere que sean cientificos, porque
esto rompe los esquemas de gestion politizada,
de la inversion de los recursos. No es una ca-
sualidad que el curriculum cientifico cada vez
sirva menos para poder acceder, por ejemplo,
a jefe de servicio.

Creo que se avecinan malos tiempos. La imagi-
neria cientifica que corresponde al siglo xxi1y a
laincorporacién en Europa lo estan resolviendo
por otras vias. Por ejemplo, por la introduccion,
sin ningun tipo de pudor, de la investigacion
que en esta mesa redonda se ha llamado bési-

11



LA INVESTIGACION EN UN ENTORNO ASISTENCIAL. ALGUNAS REFLEXIONES Y EJEMPLOS

ca, y que yo llamo preclinica, en los hospitales
para que éstos tengan una investigacion. Inves-
tigacion que no la paga el hospital sino funda-
ciones, agencias nacionales e internacionales.
Se esta produciendo una clara dicotomia del
personal. Por un lado esta el comisariado clasi-
co, el cientifico, y por otro esta el técnico, el que
soluciona las listas de espera. Y eso es lo que,
en definitiva, quieren los pacientes, que los cu-
ren. Y para eso hay que ser técnico.

Y. ALvarez: Ademaés del problema econémico, los
médicos residentes nos encontramos con el
problema de que para investigar necesitamos
tiempo y conocimiento. Hay poca motivacion
por parte del servicio en el que trabajas, ya que
no esta llevando a cabo ninguna linea de inves-
tigacion y con este panorama es dificil iniciar
nada. En general, hay poca motivacién.

E. QuINTERO: El mensaje no debe ser tan pesimis-
ta. Los médicos que acaben de formarse en es-
tos centros tendran que intentar, cuando opten
a plazas de adjunto en otro hospital y si quieren
realizar investigacion, hacer una buena selec-
cién de ese hospital, si es que realmente pue-
den. Existe el problema real de que muchos
centros no pueden ensefiar investigacion por-
gue simplemente no la practican. Esto se pue-
de solucionar si se incluye la investigacién en los
programas de formacién de los médicos resi-
dentes en los proximos afios. De esta manera se
desacreditaria a aquellos servicios que son in-
capaces 0 que no practican esta investigacion.

J.R. MORANDEIRA: ENn estos momentos, en este
pais, existen tres vias profesionales. Una, la do-
cencia asistencial, otra que es la investigadora,
0 que tiene una formacién cientifica, y otra que
es la direccion y gestion. Si las plazas en inves-
tigacion del sistema nacional de salud hubieran
aumentado una quinta parte de lo que han au-
mentado en los Ultimos 25 afios las plazas de di-
reccion y gestion por méritos politicos estaria-
mos al nivel de paises como Suecia.
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V. ALFARO: Si me permiten la ironia, se deberia
afiadir también en los programas de formacion
de un residente algun curso de posgrado de
gestion de ajuste presupuestario o de recursos
humanos. Porque lo habitual es que cuando
se pide un proyecto, después de hacer todos
los ajustes iniciales, finalmente s6lo te dan el
60% de lo pedido y desaparece el becario con
el que ibas a contar, con lo cual uno se plan-
tea un trabajo a largo plazo que luego se ve
mermado en muchas ocasiones por decisio-
nes externas.

D. Garcia-OLmo: Me da la impresion de que exis-
te un mensaje muy negativo y pesimista. Yo,
en cambio, que me dedico a la ensefianza de
residentes, creo que las cosas estan cambian-
do para bien por tres razones. La primera es
que practicamente todos los residentes que
terminan han viajado a América o a Centroeu-
ropay conocen cémo se trabaja alli y saben
que se podria hacer de la misma forma en
nuestro pais. La segunda es que el entorno la-
boral va a ser mas amable. En nuestro entorno
laboral cada vez hay menos paro, ya que cada
afio salen 4.000 médicos de las facultades de
medicina y el Estado necesita 5.000. Ahora se
presentan al MIR 7.000 u 8.000 personas.
Cuando yo me presenté éramos 25.000. Este
nuevo entorno laboral mas amable va a permi-
tir sobresalir a las élites, ese grupo que son el
motor de los paises, y someterlas menos a los
politicos. Evidentemente, no todo el mundo
puede realizar docencia e investigacion basica
avanzada porque no todos tienen esa voca-
cion.

La tercera, y Ultima, es que el enfermo cada vez
nos va a pedir mas resultados. Simplemente
daré un dato que se ha publicado reciente-
mente: si un enfermo de cancer de recto es
operado por un grupo de cirujanos que no in-
vestiga sobre el cancer colorrectal, tiene un
30% de posibilidades de recidiva pélvica. Si lo
opera un grupo que investiga en este campo,
tiene menos del 6%.



¢Es la clinica una ciencia?
Punto de vista de un endoctindlogo

F.J.C. Soriguer Escofet

Servicio de Endocrinologia y Nutricién, Hospital Universitario Carlos Haya, Malaga.

Introduccion

Quiero, ante todo, agradecerle a la Fundacion
Dr. Esteve su amable invitacién a participar en
este seminario en el que, al parecer, los asisten-
tes hemos sido seleccionados por nuestra doble
condicién de clinicos y de cientificos. Si éste ha
sido el Unico criterio, en mi caso han acertado,
pues desde casi terminada la carrera de medici-
na en un muy lejano 1969 he intentado compa-
ginar la actividad clinica con la investigacion cien-
tifica. Clinico de dia y cientifico de noche no
siempre ha sido facil la convivencia entre ambos
personajes. Sé que hay muchos clinicos, los co-
nozco y les admiro, que no han tenido la tenta-
cion cientifica, dedican su vida al trabajo clinico,
a la atencion de los pacientes, al estudio de los
casos, a estar al dia del progreso en el diagndsti-
co, en el tratamiento, en el prondstico, pero tam-
bién en la semiologia, etiologia y fisiopatologia de
las enfermedades que atienden. Pero no han te-
nido —o sufrido- la pulsién cientifica, la obsesion
por llevar a cabo un proyecto, por estructurar una
linea de investigacion, por contribuir en las so-
ciedades cientificas con proyectos propios, si
acaso con casos bien estudiados y resueltos, lo
que es desde luego alguna forma de investiga-
cién de casos Unicos, encomiables e imprescin-
dibles, pero que es un tipo de actividad incorpo-
rada a la de la practica, buena practica clinica
diaria, para la que no hacen falta presupuestos
complementarios, intelectuales o de otro tipo.
Pertenezco a ese otro grupo que desde muy re-
cién terminada la carrera no ha podido evitar la
tentacion y ha participado ininterrumpidamente
en algin proyecto de investigacion, primero de
casos, luego de series de casos y mas tarde, ya
con un grupo de investigacion propio, en proyec-
tos de mas envergadura, clinicoepidemiolégicos
o clinicoexperimentales, pero también en pro-
yectos de costes y de investigacion cualitativa.
Decia que no ha sido facil esta convivencia entre
la urgencia de la clinica y la tentacion cientifica,

y no lo ha sido porque en demasiadas ocasiones
han entrado en conflicto. Unas veces por la difi-
cultad de poder compaginar con competencia
ambas maneras de estar en la medicina, sobre
todo por la imposibilidad material de estudiar
bien los casos que con premura reclaman la
atencion médica y al mismo tiempo desarrollar
con dedicacién y con competencia el proyecto de
investigacion que estuviera entre manos, preci-
samente por tener que satisfacer aquella premu-
ra clinica. Pero también por la dificultad de con-
vivencia dentro de la propia biografia emocional
de dos maneras de enfrentarse al conocimiento.
Un conocimiento subrogado, el del clinico, que,
ejerciendo de médium, es capaz de transformar-
lo en un acto creador, intelectualmente muy sa-
tisfactorio pero mas aun por el enorme sentido
humano y social. Nada hay comparable a la sa-
tisfaccion que produce la resolucion de un caso
complejo como consecuencia del estudio y de la
reflexién sobre el propio caso. Como no la hay
con la satisfaccion del descubrimiento en el otro
—el paciente o sus familiares— de esa complici-
dad, en tantas ocasiones mas gestual que verbal,
gue supone el agradecimiento y el reconoci-
miento de tu saber hacer. Es una emocion direc-
ta, inmediata, entrafiable, humana, muy huma-
na, suficiente como para justificar toda una vida
profesional. En cambio el del acto cientifico es un
conocimiento directo, o al menos esa es la ambi-
cion. Si el descubrimiento es el empefio ultimo
del investigador, para quienes nos hemos plan-
teado la carrera cientifica con mas modestia, ya
tan soélo la repeticion de los hallazgos previsibles,
hechos por tus propios medios, produce una sa-
tisfaccion suficiente como para justificar tantas
horas de esfuerzo. Pero, al contrario que la satis-
faccion del acto clinico, el acto cientifico, no de-
pende tanto de los otros, del éxito de los resulta-
dos mismos incluso, sino de la capacidad
autocritica del propio investigador. Si en el acto
clinico es imprescindible esperar al final, y em-
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pieza y termina con cada acto clinico, con cada
paciente, en el acto cientifico el camino es lo ver-
daderamente importante, pues es una historia in-
terminable en la que cada paso no es mas que la
antesala del siguiente. Por otro lado, mientras
que el clinico debe, en algiin momento, después
de un periodo mas 0 menos largo de reflexion (un
periodo que no siempre puede escoger, pues hay
problemas clinicos que no pueden esperar), to-
mar una decision, tratar o no, con esto o con
aquello, etc. —lo que exige algun grado de certe-
za-, el cientifico puede, generalmente, demorar
la decision o incluso proponer aplazamientos de
acuerdo con el desarrollo de la investigacion, con
el convencimiento de que al final, probablemen-
te, haya o no resuelto el problema, si la investiga-
cion es adecuada y la linea sugerente, deben
aparecer mas dudas de las que ha resuelto, de
manera que frente a la obligada certidumbre del
saber clinico, el balbuceo, la duda y la provisio-
nalidad son virtudes del cientifico que aquel no
se puede permitir. Es posible que para algunos
esta convivencia haya sido facil, pero no lo ha
sido para el autor de este texto. Por otro lado, en
estos afios hemos llegado a la conclusién de que
es imposible realizar investigacion clinica sin ser
un clinico ocupado, con experiencia suficiente,
con series grandes de pacientes, pero que al mis-
mo tiempo es, también, imposible realizar buena
investigacion clinica sin tiempo libre suficiente
para ello. Es ésta una aparente contradiccion
cuya resolucién, para colmo, no depende exclu-
sivamente de la voluntad de los autores, ya sean
como clinicos 0 como cientificos. La investigacion
clinica es muy dificil de realizar. El desarrollo y
evaluacién de nuevas pruebas diagnésticas, la
realizacion de buenos ensayos clinicos y el esta-
blecimiento de series largas con tiempo suficien-
te de observacion como para establecer el pro-
ndstico, entre otros, es decir, todo aquello que ha
dignificado a la medicina moderna y que ha cam-
biado la fundamentacién de la medicina clinica
de la Gltima parte del siglo xx es lo que verdade-
ramente deberiamos considerar investigacion cli-
nica. Pero el empefio es de tal envergadura que
muchos clinicos desistimos de ella o al menos
desistimos parcialmente para realizar otro tipo de
investigacion, fisiopatologica o etiopatogénica,
celular o en animales o en los propios enfermos,
que, siendo también clinica (jtodo es o termina
siendo sujeto de la clinical), estd mas cerca de la
investigacion cientifica, lamémosle convencio-
nal. Una investigacion que es mas facil de es-
tructurar, pues no exige de los requisitos y pro-
cedimientos, bien del trato con seres humanos,
bien en el caso de la complejidad organizativa de
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la validacion de una prueba diagnostica, de un
estudio de casos y controles, de un ensayo clini-
co o de un estudio de cohortes, por ponerle un
nombre genérico a muchas de las posibilidades
de la investigacion clinica. Naturalmente no pre-
tende este comentario establecer una jerarquia
de dificultades en el hacer cientifico, sino tan sélo
dejar constancia de que en Ultima instancia la in-
vestigacion con seres humanos vivos y enfermos
—es0s son los sujetos de la clinica— entrafia difi-
cultades afiadidas, entre ellas el protagonismo
del sujeto de la investigacion, que no conllevan
otros tipos de aproximaciones al conocimiento de
la realidad biolégica, etc. Esta dejacion de la ver-
dadera investigacion clinica sobre otros sujetos
de atencion cientifica es llevada por algunos cli-
nicos con cierto sentido de culpabilidad, pues, de
perdurar en el tiempo, entrafia un creciente dis-
tanciamiento de la razén inmediata de ser clini-
co. Frente a esto, la tentacion de la investigacion
fisiopatolégica por los grupos de investigacion cli-
nica esta plenamente justificada y es tan necesa-
ria como inevitable que se caiga en ella, pues hay
cuestiones y preguntas que s6lo pueden ser for-
muladas desde la experiencia clinica y que solo,
probablemente, pueden ser contestadas en mo-
delos animales o biolégicos, desde la misma sen-
sibilidad clinica desde la que se han formulado.
Sin embargo, estas dificultades “existenciales” de
los médicos no son nada nuevas. Por la biografia
de Maimonides, gran médico judio nacido en
Cordoba, escrita por Heschel (1984), podemos
conocer que buena parte de su produccion tet-
rica la desarroll6 cuando era joven, afios en los
gue pudo vivir a costa de su hermano, un pros-
pero comerciante. Tras la muerte del hermano,
ya en Egipto, donde habia llegado exiliada toda la
familia, la fama de Maimoénides como sabio y
como médico, y también la necesidad de ganar-
se la vida, le llevaron a ocupar la mayor parte de
su tiempo en atender como médico los requeri-
mientos no solo de los reyes sino también de mu-
chos ciudadanos que le reconocian sus capaci-
dades sanatorias. Maimonides se lamenta en los
ultimos afos de su vida de la dificultad de com-
paginar el trabajo intelectual y la produccién tet-
rica con la labor médica y al tiempo se congratula
de poder ser Util a tantas personas que confiaban
en él. Consuela saber que de aquello ya han pa-
sado 1.000 afios.

Desde el contexto del servicio
de endocrinologia

Se nos ha pedido que expusiéramos de mane-
ra comprensible algunos de los proyectos que
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Fig. 1. Organigrama de la actividad cientifica del Servicio de Endocrinologia y Nutricion del Hospital Universitario Car-

los Haya de Malaga.

pudieran identificar esta idea de clinicos compro-
metidos con la investigacion cientifica. Trabajo y
dirijo un servicio clinico, el Servicio de Endocrino-
logia y Nutricion del Hospital Universitario Carlos
Haya, que atiende entre 20.000 y 25.000 pa-
cientes al afio, ademas de llevar la nutricion del
hospital. Como es natural el servicio tiene tam-
bién una responsabilidad docente, indeclinable
en todo grupo organizado de un gran hospital.
Ambas son la razén de ser del servicio y a ella nos
dedicamos sus médicos. Pero alrededor de las
dos y al mismo nivel que ellas el servicio ha orga-
nizado la investigacion como parte indisociable
de su identidad. Para ello a lo largo de los afios
se ha ido generando un grupo de investigacion
que incorpora, ademas de a los especialistas en
endocrinologia y nutricién de la plantilla institu-
cional, a bidlogos, farmacéuticos y técnicos que
contribuyen a los programas de investigacion del
grupo. Aunque en la vocacién organizativa del
servicio y desde luego en la mia propia la investi-
gacion esta al mismo nivel que la asistencia y la
docencia, hay una diferencia sustancial. La insti-
tucién (un hospital de la red publica) no contri-
buye al mantenimiento de la actividad investiga-
dora del servicio, ni de la infraestructura, ni del
personal, que depende exclusivamente de la ca-
pacidad de conseguir recursos del propio grupo.
La existencia desde hace unos afios de una fun-
dacion (Fundacién Carlos Haya) esta contribu-
yendo de manera notable a solucionar muchos
de los problemas de los investigadores del hospi-

tal, pero no propiamente la investigacion del hos-
pital, pues el hospital como tal institucion carece
de los recursos y de los instrumentos para la
identificacion de la investigacion cientifica dentro
de su propio organigrama.

En la figura 1 se resume la racionalidad que
justifica la organizacién de la actividad cientifica
del Servicio de Endocrinologia y Nutriciéon que di-
rijo. Este organigrama encierra la idea de dialogo
entre las diferentes formas de acercarse a la
complejidad. La investigacion clinica y los ensa-
yos clinicos son la continuacién natural de la
préactica clinica, la investigacion clinicoepidemio-
l6gica es la ventana por la que el Servicio de En-
docrinologia y Nutricion se asoma a la realidad
exterior del hospital, la investigacion clinicoexpe-
rimental es la forma de responder a los interro-
gantes generados por la investigacion clinica y cli-
nicoepidemiolégica y que son imposibles de
contestar en modelos humanos por razones éti-
cas o de otro tipo y, finalmente, la investigacion
cualitativa y la de coste-utilidad es la manera que
el servicio tiene de encarnar la vocacién antropo-
l6gica de sus miembros, de encarnar sus inquie-
tudes intelectuales en el mundo real de la salud
y de la enfermedad. A esta aproximacién dialéc-
tica entre el laboratorio y la clinica, entre la clini-
cay la epidemiologia y entre todos ellas y la di-
mension cualitativa del conocimiento, no ha sido
facil darle forma, y todavia hoy nos resulta dificil
de transmitir a quienes tienen la responsabilidad
de asignar recursos y de aceptar modelos de or-
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ganizacion. Sin embargo, después de muchos
afios podemos decir que es una realidad es-
tructurada y organizada en torno al grupo de in-
vestigacion CTS-119 del PAI, al propio Servicio
de Endocrinologia y Nutricidn, a la Asociacion
Maiménides para el estudio de las enfermeda-
des endocrinas, metabdlicas y nutricionales, y
con la colaboracion inestimable de la Fundacion
Carlos Haya.

Estudio Pizarra

De las diferentes aproximaciones al conoci-
miento de la complejidad clinica, expuestas con
anterioridad, hemos escogido uno de los proyec-
tos que el grupo tiene en marcha como modelo
de lo que aqui queremos dejar constancia. Se
trata del proyecto Pizarra.

¢ QUE es el estudio Pizarra?

El proyecto Pizarra es una investigacion cienti-
fica sobre la poblacién general (la poblacion adul-
ta de Pizarra), con el objetivo de conocer cual es
la frecuencia de los problemas metabdlicos y en-
docrinoldgicos mas relevantes y su asociacion
con los habitos de vida, la frecuencia y algunas
de las causas y, muy especialmente, aquellas re-
lacionadas con la interaccién entre los genes y los
habitos de vida. Como los problemas metabdlicos
son los factores de riesgo mas importantes de pa-
decer enfermedades cardiovasculares, se trata
también de un estudio de factores de riesgo car-
diovascular. Al ser un proyecto realizado sobre
toda la poblacion, se trata de un estudio de salud
publica enfocado desde la experiencia clinica de
los investigadores.

Expresado con un lenguaje cientifico, se trata
de un proyecto de epidemiologia biomolecular,
disefiado como una investigacion transversal y
con previsiones desde el comienzo de convertirse
en un estudio de cohortes, con el objetivo de co-
nocer datos de prevalencia y de incidencia de
numerosas entidades clinicas o preclinicas y en
el futuro su asociacion con diferentes factores de
exposicion.

Se trata, en resumen, de un estudio de epide-
miologia ecol6gica, biomolecular y medioam-
biental, disefiado con dos objetivos:

1. Estudio de la naturaleza humana en su me-
dio habitual, entendida como el resultado de la
interaccion evolutiva entre la biologia (genes) y la
cultura (medio ambiente).

2. Convertirse en un banco de pruebas pobla-
cional permanente de cuantas hipétesis cientifi-
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cas vayan surgiendo sobre la relaciéon “nature-
nurture”.

Justificacion cientifica del estudio

Las sociedades modernas han conseguido
erradicar algunas enfermedades, pero en el ca-
mino han aparecido 0 aumentado la frecuencia
de otras muchas. Es el caso de la diabetes melli-
tus tipo 2 (una enfermedad casi desconocida a
principios del siglo xx), la obesidad, la hiperten-
sion arterial, la hipercolesterolemia, etc. El incre-
mento de estos problemas de salud esta relacio-
nado con los cambios en los habitos de vida de
estas sociedades y con la interrelacién de estos
cambios con la predisposicion genética de cada
uno de los individuos.

Contra la loteria social

La salud y la enfermedad de todos y cada uno
de los individuos que componen una sociedad
esta determinada por dos “loterias”: la genética y
la social. Los genes nos vienen dados por la he-
rencia recibida de nuestros padres, que a su vez
la recibieron de los suyos y asi hasta el comienzo
de la especie humana. La social es cambiante y
diferente en cada época historica e incluso de
una sociedad a otra. Depende de la cultura de cada
momento y de cada comunidad, entendida de
manera muy amplia como el conjunto de acon-
tecimientos que definen las relaciones de los
hombres. La salud y muchas de las enfermeda-
des de nuestro tiempo son el resultado del equi-
librio y la interaccion entre estas dos loterias. La
gran diferencia entre ellas es que mientras que
sobre la loteria genética, hoy por hoy, y proba-
blemente por muchos afios, poco se puede ha-
cer, sobre los habitos y los comportamientos, es
decir, sobre la cultura, si que podemos actuar.
Las personas pueden ser pobres o ricas, cultas o
incultas, estar paradas o tener trabajo, etc., circuns-
tancias todas ellas que no vienen escritas en nin-
gun codigo predeterminado e ineluctable y que,
por tanto, pueden cambiar, incluso dentro de la
propia vida de cada individuo.

El conocimiento de los factores causales de mu-
chos de los problemas de las sociedades de
nuestro tiempo es muy dificil, pues son proble-
mas que se van gestando a lo largo de la vida de
las personas y es muy costoso en tiempo y en or-
ganizacion disefiar proyectos experimentales que
abarquen periodos tan largos. Por otro lado, al ser
la mayoria de las enfermedades el resultado de la
interaccion entre los genes (de cada persona) y
los habitos sociales y culturales (generalmente
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compartidos con otros muchos ciudadanos), la
mayoria de los estudios no pueden abarcar todas
las variables que intervienen en la aparicion de
esta 0 aquella enfermedad.

El proyecto Pizarra tiene como objetivo, preci-
samente, el estudio a largo plazo de estas com-
plejas interrelaciones entre la predisposicion ge-
nética y la social a la hora de explicar muchos de
los problemas sanitarios que aquejan a la socie-
dad de nuestro tiempo.

Antecedentes

En muchos paises se han iniciado hace ya mu-
chos afios estudios con estos mismos objetivos.
Probablemente el méas conocido es el famoso es-
tudio Framingham. Esta es una pequefia ciudad
americana en la que fue iniciado en 1948 lo que
después, con el paso de los afios, terminaria por
convertirse en el mas importante proyecto de
evaluacién y seguimiento de factores de riesgo
del mundo. Hoy Framingham es una de las ciu-
dades americanas méas conocidas en todo el
mundo, precisamente por su protagonismo en
este proyecto. Con razén ha merecido el califica-
tivo de una ciudad con corazén [Framingham: a
town with heart. Geriatrics 1999;54(4):3-4],
pues, por un lado, el estudio no hubiera sido po-
sible sin la colaboracion de sus ciudadanos, hoy
orgullosos de que su ciudad sea conocida por su
desinteresada participacion en este gran proyec-
to cientifico, pero por otro, porque en ella se han
producido descubrimientos cientificos en el mun-
do de las enfermedades cardiovasculares como
el papel del tabaquismo (1960), la colesterolemia
y la presion arterial elevada (1961), la obesidad
(1967), la menopausia (1976), o el colesterol-
HDL bajo (1987) en la génesis de las enferme-
dades cardiovasculares. Una ciudad con corazén
y una fuente inagotable de informacion cientifica
de enorme interés sociosanitario donde acuden
investigadores de todo el mundo. Pero con el
paso de los afios otro de los descubrimientos de
Framingham, al compararlo con los de otros es-
tudios como el de los 7 paises, el Ménica o el de
Manresa, es que los resultados de los factores de
riesgo alli confirmados, aun siendo universales,
tienen importantes excepciones en el &mbito lo-
cal, algunas de ellas muy importantes, por lo que
los resultados no pueden ser trasladados acriti-
camente, sin mas, a otras realidades antropol6-
gicas. De aqui la importancia de que se pongan
en marcha grandes estudios epidemiolégicos en
el ambito local que permitan in situ la confirma-
cion, la matizacion o el descubrimiento de los
factores de riesgo que afectan a esta determina-

da poblacién (en este caso la andaluza y por ex-
tension a la espafiola).

(Cuaél es la situacion actual
del estudio Pizarra?

El estudio comenz6 en 1994 como parte de un
proyecto de colaboracion con otras provincias es-
pafiolas, habiendo continuado después con vida
propia e independiente de aquella primera cola-
boracion. Se han estudiado 1.240 personas adul-
tas entre 18 y 65 afios. A todos ellos se les han
realizado unas encuestas de salud, un exameny
exploracion fisica y unos analisis de sangre, in-
cluyendo una curva de glucosa a la mayoria.

En el momento actual se dispone de una in-
gente informacion socioldgica, antropomeétrica,
bioldgica, clinica, nutricional y biomolecular. Mu-
cha de ella ya ha sido procesada y la restante
esta alin en fase de procesamiento y elaboracion.

¢Qué informacién ha proporcionado
hasta ahora el estudio Pizarra?

Es imposible resumir todos los resultados, por
lo que tan sélo enunciaremos los mas relevantes:

1. Ahora conocemos la prevalencia (frecuen-
cia real) de diabetes mellitus tipo 2 y de otros
trastornos relacionados con el metabolismo de los
hidratos de carbono. Sabemos que la cifra de
diabetes es mas alta de lo que se suponia y, so-
bre todo, que mas de la mitad de las personas
diagnosticadas desconocian que la padecian. El
estudio ha permitido también, por primera vez en
Espafia (siendo también uno de los primeros de
Europa), conocer la prevalencia de una forma
menos frecuente de diabetes mellitus llamada
LADA (en inglés, latent autoimmune diabetes
adulf).

2. Conocemos patrones poblacionales de re-
sistencia a la insulina, que es una situacién de
gran importancia en la explicacion de la aparicion
de la diabetes mellitus tipo 2 y que, sobre todo,
nos permitira en el futuro abordar iniciativas de
prevencion de la diabetes.

3. Sabemos la prevalencia de obesidad, hiper-
tension arterial y otros factores de riesgo cardio-
vascular, pero, sobre todo, hemos podido demos-
trar que también aqui, en nuestro pais, al igual
gue ocurre en otros grandes estudios europeos y
americanos, el factor de riesgo méas importante de
algunos de ellos son los factores culturales y am-
bientales, potencialmente prevenibles.

4. El estudio nos esta permitiendo conocer los
habitos alimentarios de la poblacién y gracias a
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ello hemos podido demostrar, por ejemplo, que
el uso inadecuado de los aceites en las frituras es
uno de los factores de riesgo de tener hiperten-
sion arterial, o que la ingesta de aceite de oliva
previene la resistencia a la accion de la insulina,
resistencia que, como se ha comentado con ante-
rioridad, es una condicién que favorece la apari-
cion de diabetes mellitus y es un factor de riesgo
de enfermedad cardiovascular, o que el consu-
mo de aceite rico en monoinsaturados (aceite de
oliva) se asocia con menor riesgo de ser obeso,
etc.

5. También hemos podido ratificar con datos lo
que es una experiencia compartida: uno de los
grandes factores de riesgo de salud es el seden-
tarismo.

6. Gracias al estudio Pizarra sabemos que la
ingesta de yodo en la poblacion del Bajo Guadal-
horce es muy baja, al igual que nos ha permitido
conocer los valores de referencia de las hormo-
nas tiroideas, lo que es de gran importancia para
los clinicos a la hora de definir la normalidad de
algunas pruebas diagnosticas.

7. El estudio esta proporcionando informacion
muy valiosa sobre cuestiones que aparentemen-
te tienen menos interés inmediato o para el pu-
blico en general. Por ejemplo, hemos podido de-
mostrar por primera vez que, en contra de lo que
se crefa, los anticuerpos contra las LDL (lipopro-
teina que lleva en la sangre el colesterol “malo”),
ni aumentan con la edad, ni tampoco con las
concentraciones de colesterol, poniendo en
cuestion algunas de las certezas que habia sobre
este factor de riesgo cardiovascular.

8. En el momento actual, en colaboracién con
otros grupos, sobre la base de datos biomolecu-
lares de Pizarra se estan investigando nuevos ge-
nes que parecen predisponer a la diabetes, a la
obesidad y a la hiperlipemia. Su confirmacion
contribuira de manera muy importante al conoci-
miento de estos procesos.

9. El estudio ha abordado la fisiopatologia de
algunos de los factores de riesgo desde una nue-
va mirada que considera a muchos de estos fac-
tores de riesgo como fenémenos inflamatorios. El
estudio ha demostrado que la produccién de al-
gunas citocinas, como el TNF-RS2, no es inde-
pendiente del tipo de aceite que habitualmente
se consume.

10. Otras muchas cuestiones son analizadas y
quedan por analizar todavia mas, entre ellas las
relaciones entre la informacion biomolecular y la
dieta, ambas ahora en fase de interpretacion y
estudio.

11. Finalmente, el estudio Pizarra esta permi-
tiendo disponer de un grupo control poblacional
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para cuantos estudios de casos se pongan en
marcha. Asi, esto esta ya produciéndose con un
proyecto coordinado con un grupo de investiga-
dores sobre factores de riesgo cardiovascular de
Sevilla.

12. En la actualidad se estd aumentando la
base poblacional y ha comenzado un estudio
prospectivo o de cohortes, con el objetivo de po-
ner a prueba algunas de las hipétesis de relacion
causal y de interaccion genes-medioambiente.

¢ Qué se esta haciendo y qué se piensa hacer
con la informacion que se va obteniendo?

En primer lugar, el estudio esta planteado
como un examen de salud personal, por lo que
los resultados de la evaluacion clinica y de las
pruebas realizadas han sido remitidos a cada uno
de los participantes con la recomendacion de vi-
sitar a su médico de cabecera en caso de detec-
tar alguna anomalia. En este sentido cada uno de
los participantes se ha beneficiado de un “che-
queo” personal.

Por otro lado, la investigacién nutricional ha te-
nido también el empefio de convertir el estudio
en una fuente de educacion alimentaria. No era
otro el objetivo cuando las dietistas que visitaban
los domicilios durante la evaluacion nutricional
regalaban como contrapartida a la colaboracion
una muestra de aceite de oliva virgen, con el de-
seo de estimular el uso de este aceite, cuyas pro-
piedades bioldgicas estan empezando ahora a
ser conocidas, entre otros aspectos, gracias a los
resultados del estudio Pizarra.

En segundo lugar, el investigador principal y di-
rector del proyecto se ha entrevistado en varias
ocasiones con responsables sanitarios informan-
doles de los resultados que iban apareciendo, in-
cluso antes de ser publicados, pues el estudio tie-
nen una clara vocacion de investigacion en salud
publica al servicio del diagnostico de salud de la
poblacion. Los investigadores de este estudio so-
mos conscientes de que tan sélo podremos llegar
a conocer un poco mejor la realidad, quizas a ser
agentes educativos, pero que las grandes trans-
formaciones e inversiones que modifiquen esta
realidad tienen que venir de los responsables pu-
blicos y de los representantes elegidos democra-
ticamente por los ciudadanos.

En tercer lugar, los resultados del estudio son
periddicamente elaborados en forma de memo-
ria justificativa ante las agencias nacionales e in-
ternacionales que han financiado la mayor parte
del estudio, agencias que deben dar el visto bue-
no de esta justificacion. Estas memorias son tam-
bién el mejor control de calidad del proyecto.
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En cuarto lugar, los resultados estan siendo pu-
blicados para conocimiento de la comunidad
cientifica. Como se ha comentado al principio, el
estudio Pizarra es un proyecto cientifico de investi-
gacion en epidemiologia biomolecular. Como cual-
quier otro proyecto cientifico, los resultados deben
ponerse a disposicion de todo el mundo. Por mu-
chas razones. En primer lugar, éticas, pues los in-
vestigadores s6lo somos agentes en la busqueda
del conocimiento, pero no sus propietarios. El co-
nocimiento pertenece a la humanidad. Ademas,
porque es la mejor garantia de la validez de los re-
sultados, pues al someterlos a la opinién de la co-
munidad cientifica los resultados van a ser inme-
diatamente criticados, rechazados o aceptados por
las personas mas expertas en el campo del cono-
cimiento que aqui abordamos. Finalmente, porque
la mayor parte del estudio Pizarra ha sido hecho,
hasta ahora, con financiacion puablica y sélo ha-
ciendo publicos los resultados se puede garantizar
la rentabilizacion de esta inversion.

Estos resultados!* se han publicado o se han
enviado para su publicacion, estando otros en
fase de elaboracion. Los originales pueden con-
sultarse via Internet, los originales en espafiol
pueden solicitarse a los investigadores y en un fu-
turo préximo consultarse en la pagina web que se
esta elaborando al respecto.

¢:Coémo se ha financiado hasta ahora
el estudio Pizarra?

Todos los recursos para la realizacion del pro-
yecto se han conseguido hasta ahora en régimen
de concurso publico en las convocatorias de las
agencias autondmicas, nacionales e internacio-
nales de financiacion de la investigacion. El sig-
nificado de esta financiacion es doble:

1. La calidad de los investigadores y de los su-
cesivos proyectos ha sido evaluada por las agen-
cias de investigacion de mayor prestigio, como el

Fondo de Investigacién Sanitaria, el Instituto Car-
los 1, la Agencia Nacional de Evaluacion, las
convocatorias de la Junta de Andalucia o los Pla-
nes Marco de Investigacion Cientifica de la UE,
en régimen de competencia con el resto de los
investigadores de todo el pais.

2. La financiacién es publica y, por tanto, in-
dependiente de otros intereses.

El proyecto ha recibido también modestas pero
decisivas financiaciones de la Asociacion Mai-
manides para el Estudio de las Enfermedades
Endocrinolégicas y Nutricionales, vinculada al
Servicio de Endocrinologia y Nutricién del Hospi-
tal Universitario Carlos Haya.

Finalmente, el estudio goz6 en la fase inicial
del apoyo del Ayuntamiento de Pizarra, asi como
del Centro de Salud de Cartama-Estacion y del
Distrito Sanitario del Guadalhorce, que puso a
nuestra disposicion locales y la colaboracién ines-
timable de personal de enfermeria.

En la actualidad el proyecto ha llegado a un
acuerdo con el Ayuntamiento de Pizarra que ha
cedido un local para la institucionalizacion del
proyecto en dicho pueblo.

¢De cuanta financiacion ha dispuesto
hasta ahora el proyecto?

En la tabla | se resume los recursos consegui-
dos, la fuente de financiacién y los plazos de eje-
cucion de cada proyecto.

¢Quién es el responsable del proyecto
¥ quiénes son los investigadores?

El proyecto es una iniciativa del Servicio de En-
docrinologia y Nutricion del Hospital Universita-
rio Carlos Haya, inicialmente en solitario y actual-
mente en colaboracion con la Fundacion Carlos
Haya para la investigacion.

El coordinador general de los sucesivos pro-
yectos que componen el estudio Pizarra es Fede-

. TABLAI
FINANCIACION DEL PROYECTO PIZARRA
Agencia financiadora Afios Financiacion (€ )
Fondo de Investigacion Sanitaria (Instituto Carlos Ill) 1995-2005 128.835
Consejeria de Salud de la Junta de Andalucia 1998-2003 13.380
Fondo Europeo Desarrollo Regional 1997-2001 158.665
Fondo Europeo Red de Centros 2003-2005 150.000
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TABLA Il
PARTICIPANTES EN EL PROYECTO PIZARRA

Servicio de Endocrinologia y Nutricion (Hospital Universitario Carlos Haya)

Federico J.C. Soriguer Escofet (médico endocrinélogo)
Isabel Esteva de Antonio (médico endocrinélogo)

Maria Soledad Ruiz de Adana (médico endocrinélogo)
Francisco Tinahones Maduefio (médico endocrindlogo)

Manuela Beltran (técnico especialista en nutricién)

José Manuel Garcia AlImeida (médico endocrinélogo)

M. Cruz Almaraz Almaraz (médico endocrin6logo)

Servicio de Endocrinologia y Nutricion (Fundacion Carlos Haya)

Gemma Rojo Martinez (biélogo bioquimico clinico)

Juan Miguel Gémez-Zumaquero (biélogo)
Sonsoles Morcillo Espina (bi6logo)
Fernando Cardona Diaz (bi6logo)

Eduardo Garcia Fuentes (farmacéutico analista clinico)

Begofia Cano (técnico especialista en nutricién)
Patricia Soares (técnico especialista en nutricion)

José Maldonado (médico)
Elvira Garcia (médico)

Isabel Cardona Gonzélez (diplomado universitario en enfermeria)

Victor Martin Hurtado de Mendoza (médico)

Unidad de Investigacion (Hospital Universitario Carlos Haya)

Araceli Gonzalez (diplomado universitario en enfermeria)

Centro de Salud de Cartama Estacion

Marieta Catala (médico)
Maria José Merelo (médico)

Isabel Garcia (diplomado universitario en enfermeria)
Salvador Alarcon (diplomado universitario en enfermeria)

rico J.C. Soriguer Escofet, Jefe del Servicio de En-
docrinologia y Nutricién y Director del Grupo de
Investigacion CTS-119 de la Junta de Andalucia.

En la tabla Il se presentan los investigadores
que a lo largo de estos afios, en diferentes mo-
mentos y con diferentes responsabilidades han
participado en el estudio.

Futuro

El proyecto Pizarra nacié desde el principio con
una clara vocacion de futuro. En estos afios ha
ido dando, uno tras otro, pequefios pasos hasta
llegar al momento actual, en el que se ha co-
menzado la segunda fase del estudio en la forma
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de lo que en un lenguaje cientifico y epidemiol6-
gico se denomina un estudio de cohortes y que
no es mas que un estudio prospectivo con el ob-
jetivo de saber qué ha ocurrido con aquellas per-
sonas que fueron estudiadas ahora ya hace mas
de 5 afios, en funcion de los datos que se obtu-
vieron en ese momento. Preguntas del tipo: “;tie-
ne mayor riesgo de padecer diabetes una perso-
na que hace 5 afios tuviera tal peso o tales
concentraciones de insulina en sangre, era 0 no
sedentaria, tenia tal o cual polimorfismo genéti-
co...?”, ahora estaremos en disposicion de con-
testarlas.

El interés de tener respuestas a este tipo de
preguntas no se le escapa a nadie, y el estudio
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Pizarra estd ahora en condiciones de abordarlas,
pues desde el punto de vista cientifico este tipo
de estudios prospectivos tienen una enorme so-
lidez y son los Unicos que pueden dar respuesta
sobre la causalidad de los factores de exposicion.

Un estudio como el que esta en marcha en Pi-
zarra, sobre todo en esta segunda fase que aho-
ra presentamos, exige constancia, tenacidad, re-
cursos y tiempo. También entusiasmo y una
cierta capacidad de imaginar el futuro. Desde
luego, un requisito imprescindible es tener un
buen estudio transversal, una sélida y amplia in-
formacion basica como la que se ha venido cons-
truyendo desde 1994.

En ultima instancia, el proyecto Pizarra tiene
como objetivo convertirse en un banco de prue-
bas, en un laboratorio natural donde puedan
contrastarse cuantas hipétesis epidemiologicas o
clinicas se sugieran, que permitan, al adjudicar
valores numeéricos a la incertidumbre, transfor-
mar la (vieja) incertidumbre en (el moderno con-
cepto de) riesgo.Todo esto lo contiene el estudio
Pizarra. Por eso Pizarra es una gran oportunidad
para la ciencia.

Reflexiones sobre la ética del proyecto Pizarra

Los responsables del proyecto saben que la in-
vestigacion cientifica no es neutral y que no pue-
de ser indiferente a las consecuencias y a la uti-
lizacion que se haga de los resultados. Estos son
algunos de los mecanismos de control que se
han previsto.

En primer lugar, se estan estableciendo, y se
estableceran en el futuro, diagnésticos de salud
poblacional que deben tener el mismo rigor, 0
mas, que el diagndstico realizado a una persona
individual. Contrastar estos resultados y someter-
los a la critica de la comunidad cientifica serd la
mejor garantia y validacién de éstos.

En segundo lugar, se pueden crear expectati-
vas en la poblacién estudiada que no puedan ser
luego suficientemente satisfechas. La transpa-
rencia en el desarrollo y en los intereses del pro-
yecto es la manera en que los responsables del
proyecto han intentado evitar posibles malos en-
tendidos y este mismo documento, que es un do-
cumento publico, esta al servicio de esta trans-
parencia.

En tercer lugar, y como ya se ha comentado,
uno de los objetivos méas novedosos del proyecto
es la investigacion a largo plazo de las interrela-
ciones entre los genes y el medio ambiente. El es-
tudio conlleva la obtencién de informacion sobre
habitos de salud y sobre marcadores biomolecu-
lares de riesgo. Los investigadores han disefiado

mecanismos para garantizar la confidencialidad
de toda la informacién, colocandose bajo el con-
trol de las leyes vigentes sobre proteccion de da-
tos y asumiendo el compromiso publico y legal de
respetar esta confidencialidad, asi como de ga-
rantizar que toda la informacién obtenida sea s6lo
usada para los fines cientificos contenidos en el
proyecto.

Finalmente, los sucesivos proyectos han sido,
y tendran que seguir siendo en el futuro, evalua-
dos y autorizados por las comisiones de ética de
las instituciones desde las que se presenten los
proyectos, comisiones que tienen entre sus fun-
ciones, precisamente, garantizar el buen uso de
la informacion.

¢Cuadles son los beneficios que puede obtener
la poblacién de Pizarra con este estudio?

En el ambito individual, de una manera bas-
tante cobmoda y gratuita, cada uno de los partici-
pantes en el proyecto se beneficiara de chequeos
periodicos de salud. En el ambito municipal la
identificacion de Pizarra con un estudio de estas
caracteristicas permitira, con toda propiedad, re-
conocer a Pizarra como una ciudad saludable,
un objetivo que muchas ciudades pregonan sin
que hayan hecho por ello el menor mérito, salvo
el disfrutar de un determinado clima o algun otro
privilegio de la naturaleza local. Pero también po-
dra distinguirse como ciudad solidaria, pues todo
el conocimiento que se ha obtenido y que se se-
guird obteniendo con la colaboracion de los ciu-
dadanos de Pizarra no sélo les beneficiara a ellos
sino a otros muchos en cualquier parte del mun-
do, pues el conocimiento ni tiene, ni puede, ni
debe tener barreras y tiene que ser el patrimonio
de toda la humanidad.
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Investigacion basica en oftalmologia

J.C. Pastor Jimeno

Instituto Universitario de Oftalmobiologia Aplicada, Universidad de Valladolid.
Servicio de Oftalmologia, Hospital Clinico Universitario de Valladolid.

Introduccion

Aunque es para mi un honor haber sido invita-
do a participar en este foro, ese sentimiento de
oportunidad inmerecida no me oculta el “shock”
que me produjo el recibir el programa 'y ver el
tema que me habian asignado: yo no puedo hablar
de investigacion basica, no la he hecho nunca.

Llamé al Dr. Videla y él me sugirié, muy ama-
blemente, que contara alguno de los proyectos
de investigacion en los que estoy trabajando.
Entonces el sentimiento se volvid hacia vosotros.
¢Qué mal me habiais hecho para que durante
20 minutos os aburriera con un tema que segu-
ramente no os interesa lo mas minimo?

Por eso he cambiado no s6lo la orientacion sino
el tema de mi charla y os voy a contar la historia
del Instituto Universitario de Oftalmobiologia Apli-
cada, un Instituto de la Universidad de Valladolid
que pretende conseguir que los oftalmdlogos, es
decir, unos clinicos, hagamos investigacion.

Pero antes, y tras volver a reconocer publica-
mente que me resulta imposible hablar de inves-
tigacion basica en oftalmologia, quiero comentar
brevemente el significado de algunos términos
que a veces empleamos sin demasiada atencion.
Me refiero a las siglas [+D+l, que casi todo el
mundo ha utilizado alguna vez:

Investigacion. Es toda indagacion original y pla-
nificada que persiga descubrir nuevos conoci-
mientos y una comprension superior en el ambi-
to cientifico o tecnolégico. Puede ser de tres
tipos:

1. Basica. Dirigida a adquirir nuevos conoci-
mientos sobre el fundamento de los fenémenos
y de los hechos observables.

2. Estratégica. Basica orientada hacia areas
emergentes de conocimiento, con posible im-
pacto econdmico y social en una region.

3. Aplicada. Dirigida hacia un fin u objetivo
préactico determinado.

Desarrollo. Es la aplicacion de los resultados de
la investigacion o de cualquier otro conocimiento
cientifico para la fabricacién de nuevos materia-
les o productos, o la mejora de procesos de pro-
duccidn, o la mejora sustancial de productos o
procesos ya existentes.

Innovacion tecnolégica. Es un proceso cuyo re-
sultado es la obtencion de nuevos productos o
servicios o procesos de produccién, o de mejoras
sustanciales de los ya existentes y tecnolégica-
mente significativos.

La mezcla de estos tres conceptos da lugar al
acrénimo ya famoso del [+D+l.

Estéa claro, segun estos conceptos, que es difi-
cil que un oftalmélogo clinico como yo se dedi-
que a la investigacion basica, pues me faltaria
preparacion. Asi pues, voy a hablar de la investi-
gacion que llevamos a cabo en oftalmologia en
Espafia, fundamentalmente aplicada.

Puede parecer facil que un oftalmoélogo haga
investigacion, pero la realidad es que aunque
nuestra especialidad, al menos en el dltimo siglo,
ha aportado grandes cirujanos, hasta la década
de 1980, la contribucién de la oftalmologia espa-
fiola a la ciencia era practicamente nula.

Un poco de historia

Hacia finales de la década de 1980, con la uni-
versidad estructurada en departamentos, segin
la Ley de Reforma Universitaria (LRU), y con es-
tos érganos centrados en la docencia de primer
y segundo ciclo, resultaba bastante claro que el
departamento al que perteneciamos no era el lu-
gar mas adecuado para realizar investigacion.

Pero la LRU, duramente debatida y criticada,
abria la puerta a una nueva figura: los institutos
universitarios, concebidos como lugares dedica-
dos a la investigacion multidisciplinaria y a la do-
cencia de tercer ciclo.
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Con ese marco juridico, un grupo de profeso-
res de la Universidad de Valladolid iniciamos la
aventura de poner en marcha un instituto: el Ins-
tituto de Oftalmobiologia Aplicada de la Universi-
dad de Valladolid, conocido ahora como IOBA.

El nombre se lo puso un catedratico de farma-
cologia clinica que fue su primer director y quiso
dejar claras dos cosas: el Instituto era multidisci-
plinario, de ahi lo de oftalmobiologia, y nuestra in-
vestigacion tenia que ser aplicada.

En 1989 la Junta de Gobierno de la Universi-
dad dio su aprobacion al proyecto, y 5 afios mas
tarde, tras una evaluacion por la Agencia Nacio-
nal de Evaluacién y Prospectiva, el Consejo de
Ministros aprob la creacion del IOBA.

Los objetivos institucionales del IOBA recogi-
dos en el Real Decreto de su aprobacion (di-
ciembre de 1994) son: la investigacién en el co-
nocimiento de las bases biolégicas y los métodos
diagnosticos y terapéuticos de las enfermedades
oculares, y la aplicacion de tales conocimientos a
la prevencion, diagnostico, tratamiento y rehabi-
litacion de dichas enfermedades.

Desde un primer momento imaginamos el Ins-
tituto con tres areas: la docente (focalizada en el
tercer ciclo y en la formacion posgraduada), la in-
vestigadora y la asistencial. Pues muy mal pode-
mos ejercer las otras dos si no hay un “volcado”
continuo de toda la actividad hacia la mejora del
cuidado de los pacientes, fin tltimo del Instituto.
Este ha sido uno de los temas maés criticos. Con
los hospitales universitarios transferidos a la sa-
nidad publica habia que crear una estructura
que pudiera atender pacientes, pero que perte-
neciera a la Universidad.

En 1994, con la aprobacion ministerial, dise-
flamos la investigacion del Instituto en dos gran-
des areas: la investigacion preclinica y la clinica.
Y comenzamos a desarrollar la que, como clini-
€0s, nos parecia mas compleja, es decir, la pre-
clinica.

El primer grupo, el mas antiguo, se iba a dedi-
car al estudio de la superficie ocular. En concre-
to trabajarian en el ojo seco, las alergias oculares,
los efectos de la cirugia refractiva y pretendian
realizar autotrasplantes de conjuntiva humana.

El segundo grupo se encargaria de la oncolo-
gia ocular, en realidad al estudio del melanoma
uveal. Iban a estudiar las nuevas opciones tera-
péuticas y la identificacion precoz de metastasis
subclinicas mediante la expresion de determi-
nadas proteinas relacionadas con las células del
melanoma.

El tercer grupo es el de glaucoma, que se
orientd hacia estudios de prevalencia de esa en-
fermedad en nuestro medio. Hacia la evaluacion
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de la nueva tecnologia, que en esta subespe-
cialidad es imparable, y hacia la evaluacion cli-
nica de un concepto que es apasionante, pero
gue todavia no sabemos medir: la neuroprotec-
cion.

El cuarto grupo es el de retina, el que yo dirijo.

Dos temas nos iban a obligar a invertir nuestro
tiempo, los efectos de la inflamacién ocular en la
reparacion vitreorretiniana, algo que nos trae de
cabeza a los que tratamos desprendimientos de re-
tina, y la retinopatia diabética en su vertiente de
identificacion de factores de riesgo y proteccién.

En aquel momento, hace ya casi 10 afios, veia-
mos una serie de problemas para nuestro desa-
rrollo como investigadores: la sociedad no nos
“reconocia” facilmente nuestra capacidad inves-
tigadora, puesto que nos veian como meros cli-
nicos. No habia un reconocimiento efectivo de la
universidad hacia la actividad multidisciplinaria.
Las compafiias farmacéuticas estaban poco inte-
resadas en la investigacion preclinica que llevaba-
mos a cabo y nos faltaba “masa critica”. Existian
pocos grupos de investigacion en la oftalmologia
y, ademas, estaban dispersos.

A todo ello se unia la relativamente escasa fi-
nanciacion de la investigacion aplicada en nues-
tro campo.

En 1999, durante la celebracién del Congreso
de la Sociedad Espafiola de Oftalmologia, se nos
invit6 a reflexionar sobre la investigacion que se
llevaba a cabo en nuestra especialidad por aquel
entonces y expusimos estos problemas.

Instituto de Oftalmobiologia Aplicada
en el afio 2004

¢Qué ha sucedido en estos casi 15 afios?

El Instituto ha crecido y en estos momentos tra-
bajamos unas 80 personas, 60 de las cuales es-
tan contratadas por la Fundacion General de la
Universidad de Valladolid.

Ocupamos un espacio provisional de unos
1.500 m? en la Facultad de Medicina, pero el afio
pasado la Universidad consigui6 dinero de fon-
dos FEDER para un edificio propio que comen-
zard a construirse este afio.

Hace 3 afios pudimos incorporar a dos eco-
nomistas que, entre otras cosas, nos han ayuda-
do a realizar y hacer cumplir un presupuesto
anual y nos proporcionan una contabilidad ana-
litica.

Para este afio el presupuesto del IOBA esta por
encima de los 3 millones de euros, de los que el
Instituto genera el 98%.
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¢Qué ha pasado con la investigacion?

Los 4 grupos que comenzaron en 1994 siguen
funcionando y sus lineas de investigacion practi-
camente no se han modificado. Pero hace un
afo, se afiadié una Unidad de Ensayos Clinicos,
coordinada por un oftalmélogo, con un farmacoé-
logo clinico de apoyo, una enfermera como Clini-
cal Research Assistant y una Unidad de Garantia
de Calidad.

Ademas, el IOBA pertenece a un consorcio de
14 centros europeos, denominado EuroEye, que
pretenden compartir protocolos, procedimientos
normalizados de trabajo y ofrecer a la industria
farmacéutica una organizacién europea capaci-
tada para desarrollar de forma rapida y eficiente
ensayos clinicos.

En el IOBA en los Ultimos 3 afios se han reali-
zado 8 ensayos y en estos momentos hay tres
mas en comienzo. Empezamos pues a desarro-
llar la investigacion clinica con la que habiamos
sofiado hace 15 afios.

Pero no descuidamos la preclinica y, ademas de
los grupos, se ha creado una figura nueva: los
denominados programas. Se trata de actividades de
investigacion que intentan “unir a los grupos”
de forma horizontal.

En estos momentos existen tres programas,
comentados a continuacion.

Programa de investigacion en enfermedades
de la superficie ocular

Se trata de un programa centrado en las en-
fermedades inflamatorias de la denominada su-
perficie ocular, entre las que destacan el sindro-
me de ojo seco y la alergia ocular. Es un
programa multidisciplinario disefiado para au-
mentar los conocimientos sobre estas enferme-
dades con el fin Gltimo de buscar nuevas estra-
tegias terapéuticas que puedan curar o, por lo
menos, detener la progresion de dichos proce-
sos inflamatorios.

Se desarrolla en colaboracion con Allergan
Inc (Irvine, California, EE.UU.) y Allergan Ltd
(High Wycombe, Reino Unido) y consta de tres
objetivos fundamentales para los afios 2003-
2008:

1. Profundizacion en la patogenia del sindrome
de ojo seco y la alergia ocular para encontrar
nuevas alternativas terapéuticas.

2. Colaboracién en la realizacion de ensayos
clinicos.

3. Colaboracion en acciones de formacién y
marketing.

El presupuesto basico para el desarrollo gene-
ral del programa es de 1.000.000 $ americanos
en 5 afios.

Programa de iluminacion y baja vision

En el afio 2001 el IOBA comenz6 un programa
enfocado a aumentar el conocimiento sobre la
baja vision y las posibilidades de la rehabilitacion
visual entre la sociedad en general, oftalmologos,
opticos, optometristas y el personal que se dedi-
ca a la atencién de personas mayores.

Se ha construido un laboratorio de iluminacion
para realizar pruebas de vision con la iluminacién
controlada y para servir como referencia de ilu-
minacién para la baja vision.

Ademas, la unidad clinica correspondiente ha
ido creando una base de pacientes que esta per-
mitiendo la realizacién de proyectos aplicados
como la evaluacion de la influencia de las ayu-
das visuales en la calidad de vida de los pacien-
tes, la eficacia de algunos sistemas especificos
de ayuda basados en tecnologia digital o la in-
fluencia de la iluminacion en la sensibilidad al
contraste.

En este proyecto colaboran, por el momento,
las empresas Essilor Espafia e Indalux SA, que
participan en el programa de doctorado.

Programa de teleoftalmologia

Este programa se basa en la aplicacién espe-
cifica en el campo de la oftalmologia de las nue-
vas tecnologias y tiene una finalidad docente y
asistencial.

El IOBA, con el patrocinio de la Junta de Casti-
llay Ledn, esta desarrollando un programa ambi-
cioso desde el afio 2000, que ha dado sus frutos
en forma de una experiencia piloto, desarrollada
en los centros de salud de Piedrahita y el Barco
de Avila, debido tanto a sus caracteristicas oro-
gréaficas como de poblacién, que plantean serios
problemas de desplazamiento y de asistencia
médica especializada. Se ha entrenado a los mé-
dicos de atencion primaria y éstos controlan los
fondos de ojo de sus pacientes enviando image-
nes y evitando desplazamientos a mas del 93%
de la poblacién.

Problema de la masa critica

En las reflexiones de 1999 se apuntaba que
uno de los problemas era que en nuestro pais
existian pocos grupos de investigacion en oftal-
mologia y ciencias de la vision, y que, ademas,
trabajaban de forma aislada.
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Desde el Instituto se ha intentado agrupar, de
forma funcional, a distintos investigadores de
otros centros implicados en proyectos parecidos.
Y asi, desde abril de 1999 el IOBA esta reconoci-
do como Unidad Asociada del Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CSIC) a través del
Instituto de Optica Daza Valdés, con el que se co-
labora en calidad de vision y en el programa de
baja vision e iluminacion.

Pero el paso mas importante se dio en el afio
2003, cuando el Instituto de Salud Carlos Ill, de-
pendiente del Ministerio de Sanidad, propuso la
creacion de las denominadas Redes Tematicas
de Investigacion Cooperativa. Existen dos tipos,
las de centros y las de grupos.

De centros solo hay 13, y una de ellas es la de
oftalmologia, de la que el IOBA forma parte junto
con el INGO (Santiago de Compostela), el Institu-
to de Oftalmologia Experimental (Murcia), el La-
boratorio de Investigaciones Oftalmoldgicas Ra-
mon Castroviejo (Madrid), el IOA (Alicante) y el
Servicio de Oftalmologia del Hospital Miguel Ser-
vet (Zaragoza).

Todavia es pronto para ver los frutos de esta
apuesta ministerial, pero los investigadores de los
diferentes centros han empezado a compartir co-
sas.

Y una de ellas, de la que, ademas, nos senti-
mos muy orgullosos, pues fue idea de nuestro
Instituto, es un programa de doctorado interuni-
versitario en ciencias de la vision.

Desde el afio 2000 el IOBA, junto con el De-
partamento de Optica Aplicada de la Universidad
de Valladolid, el Instituto de Optica Daza Valdés
(CSIC) de Madrid y los Departamentos de Oftal-
mologia, Otorrinolaringologia y Anatomia Patoldgi-
ca (Area de Oftalmologia) y también el de Fisica
(Optica) de la Universidad de Murcia organizan
un nuevo programa de doctorado cuya meta es
la formacion de investigadores en los aspectos
tanto biomédicos como fisicos (6pticos) en las
ciencias de la visién desde una perspectiva mul-
tidisciplinaria, aplicada y de calidad. Este afio se
ha incorporado la Universidad de Coimbra, y
para el préximo curso lo haran el resto de las uni-
versidades de la red.

El programa tiene dos bloques de formacion,
con diversos cursos especificos y uno comun,
denominado “Fundamentos de la visién”, que
establece el nivel minimo de conocimientos ge-
nerales que todos los estudiantes deben tener de
los aspectos anatémicos, histopatoldgicos, gené-
ticos, opticos, fisiolégicos y oftalmoldgicos (clini-
cos) del proceso de la vision. De los dos bloques,
uno tiene un enfoque fisicodptico y se orienta
fundamentalmente a la formacién en los aspec-
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tos dpticos de la visién (es decir, cursos de opti-
ca aplicada o de percepcion visual). El otro tiene
un enfoque biomédico y contribuye al conoci-
miento necesario de los aspectos generales de
las lineas de investigacion biomédicas (es decir,
inmunologia ocular o cirugia refractiva y calidad
de vida). También se ofertan 5 cursos de natura-
leza metodoldgica (disefiados para alcanzar el
conocimiento y las capacidades necesarias en
las técnicas de investigacion), incluyendo el cur-
so de “Elementos basicos de la investigacion
cientifica”, que forma al alumno en las capacida-
des bésicas que necesitara usar para el desarrollo
de cualquier proyecto de investigacion (los proce-
dimientos éticos, la buenas practicas de laborato-
rio, la busqueda bibliografica, las técnicas estadis-
ticas y la preparacion de articulos cientificos).

Hay 14 alumnos matriculados y se leen una
media de 4 tesis por curso.

Investigacion

No quisiera concluir esta charla sin daros unas
pinceladas de la investigacion que estéa realizan-
do uno de los grupos. Y he seleccionado delibe-
radamente el de superficie ocular. Porque como
de eso sé muy poco, seguro que no hablaré mu-
cho.

En estos momentos trabajan en un vasto pro-
yecto que pretende la reconstruccion de la su-
perficie ocular.

La superficie ocular es un concepto acufiado a
finales de la década de 1970 y que expresa la
existencia de una unidad integral fisiopatoldgica,
compuesta por los tejidos que estan en contacto
con el medio ambiente, que comprende, ade-
mas, una compleja red neuroendocrina y cuya
mision fundamental es la de garantizar la trans-
parencia de la cornea. Cualquier alteracion en
esta unidad puede provocar la ceguera por pér-
dida de transparencia corneal.

Hasta la década de 1990 el Unico recurso para
reparar estos problemas eran los trasplantes de
cornea, que aunque obtienen muy buenos resul-
tados en muchos casos, en otros fracasan, basi-
camente porque se realizaban sin conocer el es-
tado de las células madre del epitelio corneal que
se encuentran en el limbo.

Nacid asi otro concepto importante: el sindro-
me de insuficiencia limbica, derivado de la au-
sencia de las células madre.

Puede parecer que esto es una cosa muy rara,
y si observamos los sindromes primarios (aniri-
dias, deficiencias endocrinas mdltiples, eritro-
queratodermia congénita) aparentemente es asi.
Pero si miramos a los secundarios (causticacio-
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nes, irradiacion, portadores de lentes de contac-
to, yatrogénicos, inflamaciones crénicas de la
conjuntiva, uso crénico de medicacion tépica y
otros) el panorama es muy distinto.

Hasta ahora las posibles soluciones, todas qui-
rurgicas, son: el ya mencionado trasplante de cor-
nea, el de limbo, el de membrana amniética y el
de conjuntiva. Todos ellos tienen un serio incon-
veniente, hay que realizarlos en “caliente” y el le-
cho receptor es “hostil”, por lo que tras un apa-
rente éxito inicial muchos fracasan a corto plazo.

Con estas ideas, el grupo de superficie ocular
ha abordado la situacion mediante un proyecto
encuadrado en la denominada bioingenieria de
tejidos.

Pretenden desarrollar un biopolimero que ac-
tUe de soporte 0 matriz celular y poblar este poli-
mero con células epiteliales (finalmente células
madre) capaces de reconstruir el tejido corneal
dafado.

Para evitar que la inflamacién estropee el tras-
plante quieren seleccionar los farmacos mas
efectivos y menos téxicos creando, para probar-
los, un modelo in vitro de inflamacion de la su-
perficie ocular.

DISCUSION

Hasta ahora se ha conseguido hacer cultivos
primarios de conjuntiva y estimular a esas célu-
las para que reaccionen en un entorno inflama-
torio.

Como fruto de estos experimentos se ha logra-
do una linea celular estable (inmortalizada) que
se ha registrado con el nombre de IOBA-NHC
(Normal Human Conjunctiva) y que esta siendo
cedida a numerosos grupos de investigacion de
todo el mundo.

Ademas, por técnicas de ingenieria genética se
ha fabricado un polimero basado en elastina y
nuestros expertos trabajan en la modificacion de
sus propiedades para mejorar la adherencia ce-
lular y disminuir los efectos de la inflamacion.

Gracias a este proyecto, algunos oftalmélogos
se han familiarizado con técnicas como la inmu-
nohistoquimica, la citometria de flujo, o el wes-
tern-blot, y bidlogos, bioquimicos y fisicos estan
aprendiendo a trabajar con nosotros.

Lo mas importante de todo es que estoy segu-
ro de que nuestros pacientes se sienten muy or-
gullosos de ser atendidos por clinicos que desti-
nan muchas horas de su tiempo a buscar nuevas
soluciones para sus problemas.

F. ArRNALICH: Le agradezco que haya hecho el es-
fuerzo de venir a esta conferencia. Estoy bastan-
te sorprendido con lo que han conseguido con
su trabajo en pocos afios. Creo que la oftalmolo-
gia estd muy desaprovechada en cuanto a in-
vestigacion. A pesar de que es una especialidad
gue tiene un desarrollo espectacular en el ambi-
to quirdrgico, de técnicas de imagen, etc., en in-
vestigacion también tiene un gran potencial.
Creo que es la patologia que mas implica a la so-
ciedad. Todo el mundo tiene problemas de su-
perficie ocular, un 10%, como usted sostiene,
tiene ojo seco, todos van a sufrir problemas del
cristalino, como presbicia o catarata. Cifras simi-
lares presentan degeneracion macular asociada
alaedad en laretina. O sea, que es una patolo-
gia muy frecuente con niveles basicos de biolo-
gia basica. Tratamos neuronas, tratamos recep-
tores, células bipolares, fotorreceptores, partes
del sistema nervioso central, masculo, etc. Aun
asi, es una especialidad muy desaprovechada
en cuanto a investigacion. No sé por qué no se
ha investigado mas en este campo, porque, ade-
mas, se trata de una especialidad con muy poca
competencia si la comparamos con otras espe-
cialidades como la cardiologia o la neurologia. Y
el terreno a explorar es enorme.

J.C. Pastor: No hay grupos de investigacion en
oftalmologia en Catalufia, y esto deberia hacer-
nos reflexionar a todos. La gente prefiere ganar
dinero. Y es que se gana mucho. En una clini-
ca de cirugia refractiva, por ejemplo, ofrecen a
un residente recién terminado sueldos del or-
den de 70 u 80.000 € anuales mas incentivos.
En cambio, la linea que nosotros hemos elegi-
do es muy dura. Ahora podemos ofrecer algu-
nos resultados, después de 15 afios de trabajo.
Tenemos un gran problema en la oftalmologia
esparfiola: nuestro prestigio internacional como
clinicos. En el mundo se conoce a la oftalmolo-
gia espafiola por las “viejas” glorias, pero vivi-
mos de las rentas, de los buenos cirujanos que
tuvimos en el siglo pasado. Nuestra idea es
abrir el Instituto a cualquier idea de cualquier
persona de Espafia que quiera colaborar con
nosotros.

D. HERREROS: {COémo aislan las células madre del
limbo?

J.C. PasToRr: De hecho, yo me dedico esencial-
mente a la retina, a la reparacion de la interfase
retinovitrea, a la inflamacion cronica intraocular,
a sus efectos sobre neuronas, etc. Por eso mi
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respuesta puede no ser cientificamente muy
precisa. De momento, todavia estamos identifi-
cando estas células, o sea, que todavia no estan
aisladas. Lo que hacemos en estos momentos
los clinicos es trasplantar el limbo, suponiendo
que en el limbo estan las células madre. Nuestra
idea es identificarlas, hacerlas crecer sobre un
polimero, poder modificarlas y trasplantar ese
complejo de biopolimero con las células. Para
mas informacioén: calonge@ioba.met.uva.es

J.R. MoRrANDEIRA: A mi me parece que todo el que
ha intentado realizar algo de investigacion en
este pais, sobre todo si es fuera de Madrid y
Barcelona, donde se concentra el 80% de los
recursos, es, de alguna manera, un pequefio
héroe. Creo que es un muy buen ejemplo. Mi
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pregunta es: ;contais con recursos del Insalud
o0 de la Seguridad Social?

J.C. PasToR: Ya quisiéramos que el Servicio Cas-

tellano-Leonés de Salud adoptara nuestro Insti-
tuto como centro de referencia. Espero que en
los proximos 10 o 15 afios se den cuenta de
que esto es posible. De momento, la iniciativa
es puray exclusivamente universitaria.

J.R. MORANDEIRA: En estos momentos, la sanidad

espafiola esta totalmente politizada. Debemos ir
a un sistema mas europeo. A lo mejor a noso-
tros no nos toca disfrutarlo, pero no debemos
ser derrotistas y animar a la gente joven, porque
seguro que el futuro va a ser mejor que el que
hemos tenido nosotros.
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Biologia molecular
del cancer colorrectal humano

La biologia molecular del cancer colorrectal
(CCR) abarca una amplisima variedad de aspec-
tos que van desde la carcinogénesis del tumory
su diseminacién hasta la aplicacion de los cono-
cimientos moleculares al tratamiento de esta neo-
plasia.

Hasta el momento se han descrito dos rutas
moleculares para el origen del cancer (fig. 1): via
supresora (canceres de fenotipo supresor) y via
mutadora (canceres de fenotipo mutador).

Via supresora

Es de sobra conocida la teoria de las etapas
multiples del desarrollo del tumor, desde el poli-
po hasta el cancer invasivo, debido a la acumu-
lacion de alteraciones genéticas, metilaciones,
mutaciones, deleciones, que se inician en la mu-
tacion del gen APC (adenomatous polyposis coli)
de la poliposis multiple familiar, como se observa
en el siguiente esquema:

Mutacion o delecion del APC (5q)
= Poliposis adenomatosa

| Vias mutacionales alternativas para el cancer gastrointestinal |

ﬁ‘»

| Células madre de la cripta intestinal |

(]
(]
||' .i:

i

TGF DRII

Mutaciones bialélicas
en un grupo reducido
de oncogenes sin target
sobre el fenotipo mutador

Rara inactivacion inicial,
genética o epigenética,
bialélica (esporadica)

0 monoalélica (hereditaria)
del gen supresor
(FAP) o mutador (HNPCC)

Mutaciones bialélicas y

monoalélicas en varios

oncogenes con target
sobre el fenotipo mutador

Fig. 1. Representacion esquematica de las dos vias de origen del cancer colorrectal: via supresora y via mutadora.
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APC+ Mutacién puntual de k-ras = Estadios
tempranos de la transicién adenoma-carcinoma
APC+k-ras+ Delecion en el carcinoma
colorrectal (DCC) (18q) = Carcinoma
APC+k-ras+ DCC+ Mutacion o delecion
de p53 (17p) = Estadios finales

Todo este proceso secuencial resulta en ines-
tabilidad cromosdmica. A pesar de que este es-
quema de alteraciones consecutivas de oncoge-
nes y genes supresores ha sido aceptado durante
muchos afios, ahora puede cuestionarse alguno
de sus aspectos; por ejemplo, la transicion ade-
noma-adenocarcinoma.

Un gen de gran importancia clinica es el onco-
gén k-ras. Las mutaciones de este oncogén esti-
mulador del crecimiento son de relevante impor-
tancia en el desarrollo del caracter invasivo del
CCR e imprimen, ademas, distintos grados de
agresividad al tumor, a los que se ha atribuido va-
lor pronostico.

Via mutadora

Los tumores de “fenotipo mutador” se caracte-
rizan por tener alterados genes reparadores del
acido desoxirribonucleico (ADN), como el hMSH2
0 hMLHL1. La alteracién de estos genes se tradu-
ce en errores en la replicacion del ADN, que dan
lugar a deleciones e inserciones, y que habitual-
mente se detectan mediante analisis de inestabi-
lidad de microsatélites.

La primera patologia en la que se identifico
esta etiologia fue el CCR hereditario no polipési-
co o sindrome de Lynch. Este es uno de los de-
sordenes hereditarios mas frecuentes en la pre-
disposicion al cancer de colon, pero, también,
uno de los de mayor tiempo de supervivencia. Si-
gue una herencia autosémica dominante y cons-
tituye el 5-13% de los CCR.

Acidos nucleicos tumorales circulantes
en plasma y suero y cancer colorrectal

La presencia de acidos nucleicos (acido deso-
xirribonucleico [ADN] y acido ribonucleico
[ARN]) circulantes en el plasma de pacientes
con cancer fue ya puesta en evidencia en la dé-
cada de 1970, pero no fue hasta 1989 cuando se
identifico su caracter tumoral'. Desde entonces,
y especialmente en los Ultimos 7 afios, este fend-
meno ha cobrado un especial interés, dando lu-
gar a numerosos estudios que, fundamental-
mente, han confirmado este hecho y han
intentado asociarle valores diagndsticos, pronos-
ticos y de utilidad para la monitorizacién del pro-
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ceso canceroso, especialmente tras la aplicacion
de terapias?”.

Son muchos los tipos de cancer que han sido
objeto de estos estudios y sus resultados, valorados
en conjunto, sugieren que la presencia en sangre
de &cidos nucleicos tumorales libres (no asociados
a células) es un hecho comun a todos ellos.

La mayor parte de estos trabajos se han cen-
trado en el estudio del ADN; asi, por ejemplo, se
ha comunicado la deteccién de ADN tumoral
plasmatico en pacientes de CCR3, pancreatico?,
pulmonar?, de mama’, en pacientes con linfomas
foliculares?, etc. En general, las alteraciones ge-
néticas que se detectan en el ADN plasmatico de
estos pacientes son las mismas que estan presen-
tes en el tumor primario: mutaciones en oncoge-
nes, inestabilidad de microsatélites, translocacio-
nes cromosémicas, alteraciones epigenéticas o
incluso ADN virico?.

Asi pues, no parece quedar ya duda alguna de
que los pacientes de cancer presentan una ma-
yor presencia de ADN libre circulante que los vo-
luntarios sanos y que, en la gran mayoria de los
casos, se encuentran alteraciones genéticas
idénticas a las del tumor primario. Ademas, como
ya se ha comentado, en muchos de estos casos
se ha asociado un valor diagnéstico y prondéstico
a este fendmeno, llegando incluso a recomendar
este tipo de anélisis como métodos de cribado y
deteccién precoz de procesos neoplasicos®.

Enigmatico origen de los acidos nucleicos
libres circulantes en sangre

En sujetos sanos, el ADN plasmatico parece
ser derivado de linfocitos y otras células nuclea-
das® y en cancerosos no hay duda de que una
parte sustancial del ADN libre circulante deriva
de las células tumorales, pero los mecanismos de
liberacién siguen siendo desconocidos.

Existe una controversia acerca de la naturale-
za del ADN tumoral circulante: algunos estudios
apuntan hacia una liberacion, fruto de procesos
de muerte celular (necrosis y/o apoptosis)®y
otros no descartan la posibilidad de un mecanis-
mo de liberacién activall. Lo cierto es que ninglin
estudio ha mostrado datos suficientes para de-
terminar la relacion entre muerte celular, libera-
cion activa y presencia de ADN tumoral en el
plasma. Sin embargo, al revisar la bibliografia, en-
contramos que la conclusion mas adecuada a
nuestro juicio es la de Anker et al: “La presencia
de ADN tumoral en el plasma es, probablemen-
te, el resultado de diferentes mecanismos, en di-
ferente proporcion, que dan lugar a liberacion o
excrecion de ADN™11,
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Inoculacién con
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<
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Fig. 2. Representacion esquematica de los ensayos de transfeccion de células en cultivo a partir de plasma de ratas

cancerosas'?14,

Posible “rol” de los acidos nucleicos
plasmaticos en la progresion tumoral
y en el desarrollo de metastasis

Cualquiera que sea el origen de los acidos nu-
cleicos tumorales presentes en el plasma de los
pacientes de cancer, hay muchos indicios que
llevan a plantearnos que su presencia puede no
ser fortuita, sino que pueda tener alguna relacion
con la progresion de la enfermedad cancerosa.

Estos indicios son hechos demostrados, como
la constante presencia de elevadas cantidades
de acidos nucleicos tumorales en el plasmay
suero de pacientes de cancer y la evidencia de
que estas secuencias tienen integridad suficien-
te para ser amplificadas y circulan protegidas de
la degradacion. Ademas, los resultados que nos

han ido ofreciendo los Ultimos estudios experi-
mentales de nuestro grupo hacen pensar en que
la idea de que los acidos nucleicos plasmaticos
tengan actividad biolégica no es descabellada.
En 1999, nuestro grupo mostrd, mediante un
modelo de cancer de colon en la rata, que el
plasma de las ratas cancerosas era capaz de
transformar de forma estable células en cultivo,
lo que se manifestd tanto en su genotipo como en
su fenotipo213 (fig. 2). Esto nos llevé a proponer
la denominada “hip6tesis de las genometasta-
sis”, segun la cual puede existir un mecanismo
alternativo en el desarrollo de metéstasis media-
do por la transfeccion de células sensibles, loca-
lizadas en érganos distantes, con secuencias ge-
néticas procedentes del tumor primario y que
circulan libres en la sangre'2-14, Asi mismo, ex-
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perimentos en curso en los que empleamos plas-
ma de pacientes de cancer estan dando resulta-
dos afines.

Como un posible mecanismo para explicar
este proceso, propusimos el descrito por Holm-
gren et al'®, quienes demostraron que el ADN de
cuerpos apoptoticos era transferido al nicleo
de células fagociticas y esta transferencia era es-
table en el tiempo. Mas aln, en un estudio pos-
terior del mismo grupo?® se sugirié que la trans-
ferencia lateral de ADN entre células eucariotas
podia resultar en aneuploidia y acumulacién de
cambios genéticos necesarios para la formacion
tumoral. Si éste puede ser un mecanismo de cre-
cimiento tumoral, ;por qué no de diseminacién
del cancer a érganos distantes?

Por tanto, enlazando nuestra hipétesis con es-
tos hallazgos, podriamos pensar que los acidos
nucleicos tumorales libres, envueltos en estructu-
ras suficientes para protegerles de la degradacion
sérica —como los cuerpos apoptoticos—, pueden
circular en sangre y ser transferidos a otras célu-
las de forma estable, lo que resultaria en la malig-
nizacion de éstas y en la formacién de metéastasis.

Esta idea es también coherente con el estudio
de otros autores, cuyos resultados les hacen con-
cluir que el ARN plasmatico puede circular den-
tro de particulas, como los cuerpos apoptoticos,
lo que le protegeria de la degradacion?’. Ademas,
el hecho de que circulen protegidos en estructu-
ras membranosas podria dar una explicacion a lo
que se ha denominado “afinidad de las células
tumorales a determinados 6rganos”, donde de-
sarrollan metéstasis.

Estos hallazgos, calificados como “emocionan-
tes” por algunos investigadores?, siguen llevando
a la necesidad de profundizar en estos fenéme-
nos que pueden ser de gran importancia en la fi-
siopatologia del cancer.

Uno de los aspectos sobre los que parece ne-
cesario profundizar es la naturaleza de las célu-
las que se malignizan en drganos distantes. En el
enunciado de la “hipétesis de las genometasta-
sis” también planteamos la cuestion de qué cé-
lulas distantes al tumor primario podrian ser ca-
paces de ser transfectadas y malignizarse!314,
Las células madre han sido frecuentemente pro-
puestas como el origen de la carcinogénesis,
por tanto, podria ser interesante ampliar esta pro-
puesta al proceso de metastatizacion.

En resumen, el origen y funcion de los acidos
nucleicos tumorales circulantes es ain oscuro,
pero muchos indicios apuntan hacia la necesi-
dad de profundizar en este fenémeno, por la po-
sibilidad de su implicacién en el proceso metas-
tasico.
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J. ForTEA: Sobre la hipétesis de la genometasta-
sis, ,como se justificaria la presencia de los ge-
nes supresores de tumores en una metastasis
hepatica?

D. Garcia-OLmo: Hay una gran discusion al res-
pecto. Yo he hablado de ADN, pero también
hay grandes cantidades de ARN mensajero en
particulas denominadas exosomas o incluso en
liposomas en el plasma de los pacientes con
cancer. El caso es que el CCR y sus metastasis
no son genéticamente idénticos. Esto es algo
gue esta quedando claro actualmente. Una de
las explicaciones es que los clones emigren. Los
tumores son heterogéneos. No son solamente
un clon tumoral. Entonces, hay muchos clones
y una explicacion para esa heterogeneidad de
la metastasis con respecto al tumor original se-
ria que so6lo los clones que pueden viajar viajen.
Si aceptaramos esta hipdtesis, realmente la ex-
plicacion seria que para que ocurra el cambio
fenotipico de la stem cell, de la célula pluripo-
tencial del higado o del pulmén tienen que ocu-
rrir una serie de acontecimientos y producirse
cooperacion oncogenética. ;Cuantos aconteci-
mientos han de ocurrir? Es azar. Ocurren algu-
nos acontecimientos y lo demas lo desarrolla la
propia célula. En el estudio de oncogenes circu-
lantes se observa que los hay de todas clases y
en una gran cantidad. Ya se puede decir que
hay una correlacion bastante buena entre la cli-
nica y la cantidad de ADN circulante y, sobre
todo, de algunos marcadores oncogenéticos.
En el cancer de mama, por ejemplo, existe una
excelente correlacion. Cuanto mas ARN men-
sajero hay en la sangre, mas maligno es el tu-
mor y peor prondstico tiene la paciente. El mun-
do del ADN circulante y su posible papel
biolégico es hoy dia interesantisimo.

V. ALFARO: Habéis medido el ADN circulante en
fraccion libre en plasma. ;Cémo se incorporaria
este ADN circulante al nlicleo celular?

D. Garcia-OLmo: Ese es el problema fundamen-
tal. ;Como se hace? ;Se integra? ;No se integra?

(Se integra de forma heteré6loga? Es muy dificil
de saber y nadie lo ha demostrado. Lo que si
estéa claro es que el ADN se expresa. Probable-
mente la clave no sea tanto el ADN sino el ARN.
Lo que ocurre es que el ARN aguanta muy po-
cos milisegundos en la sangre, tiene muy poca
actividad bioldgica si no va recubierto. ;De qué
puede ir recubierto? De vesiculas apoptdticas,
exosomas, liposomas, restos de membrana.
Ahora mismo nos encontramos en esta discu-
sién.

V. ALFARO: ({Se ha observado esto en otros mode-
los, como el cancer de mama, que también es
muy metastasico?

D. GArcia-OLMo: Muchos grupos estan estudian-
do el posible valor pronéstico del ARN y del
ADN en la sangre de pacientes tumorales. En
Espafia, por ejemplo, tenemos un grupo muy
activo en la Clinica Puerta de Hierro del Dr. Bo-
nilla trabajando con concentraciones de ARN y
ADN en pacientes con cancer de mamay sus
trabajos son espectaculares en relacion con la
buena relacidn clinica que existe. La gran pre-
gunta se refiere a la actividad biolégica: ;Esto es
biolégicamente activo o simplemente es un de-
secho? Es dificil de creer que sea un desecho si
nos fijamos en que los oncogenes se descu-
brieron cogiendo extractos tumorales y culti-
vando fibroblastos de NIH/3T3. Se observé que
eran biolégicamente activos porque transfor-
maban el NIH/3T3 en tumores implantables.
Por tanto, realmente los restos celulares, los
restos de una necrosis, de una lesion celular tie-
nen actividad biol6gica y, si estan circulando
por la sangre, por lo menos debemos pregun-
tarnos si tienen actividad biolégica. Es muy im-
portante afirmar que estamos hablando de una
hipétesis que hay que investigar y en la que hay
que profundizar.

S. ERrILL: Una posible manera de hacer una profi-
laxis en el momento de la intervencion serfa uti-
lizar medicamentos que se intercalan con el
ADN. La eficacia de distintos farmacos en el
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cancer de colon se ha establecido en funcién
del cancer de colon en la clinica. Un intercala-
dor con el ADN a una dosis, por elevada que
fuera, no tendria problemas de toxicidad y po-
dria ayudar.

D. Garcia-Omo: Aungue la imaginacion nos po-
drfa conducir en esta direccion, uno tiene que
frenarse. Igual que utilizamos profilaxis antibio-
tica durante la cirugia, ;por qué no podriamos
hacer lo mismo con ADNsas, por ejemplo? Sin
embargo, en algunas catas experimentales que
hemos realizado, no ha demostrado ser tan efi-
caz. Pero también se han dado algunos casos
de eficacia muy llamativa. Por ejemplo, hemos
visto que trabajando con ADNsas o utilizando
algunos tipos de ADNsas hemos disminuido el
ndmero de metastasis hepaticas. Pero pueden
ser artificios de laboratorio, ya que es demasia-
do complicado. Probablemente el ADN libre no
sea la causa. Es posible que vaya en membra-
nas o vaya en vesiculas, y esto no lo podemos
atacar con ADNsas. No sera facil pero puede
Ser un camino.

M. BARRIOs: {Habéis medido la cantidad de ADN
y su correlacion con la actividad metastasica?

D. Garcia-OLmo: Nosotros no, porgue no es nues-
tra area de interés, pero muchos autores lo han
hecho desde el afio 1973. Hay bastante buena
correlacion, en algunos canceres mas que en
otros. En el cancer de mama, por ejemplo, la
correlacion es muy buenay en cambio en el
CCR es maés deficiente. Lo que estéa claro es que
hay un nivel de ADN en un paciente normal
gue se duplica si tiene una enfermedad benig-
na pero no invasiva, que se triplica si la enfer-
medad es invasiva y nos encontramos ante un
cancer y que practicamente se cuadriplica si
tiene metastasis hepatica leve.

D. Garcia-DoraDO: Mi pregunta es colateral y a lo
mejor no esta directamente relacionada con la
cirugia. Durante la quimioterapia se produce
muerte celular por apoptosis. ¢Existen estudios
gue hayan investigado este campo en el con-
texto de la quimioterapia?

D. Garcia-OLmo: Donde hay mas cuerpos apop-
toticos y mas nivel de ADN circulante es en los
pacientes con quimioterapia y radioterapia. Es
decir, los pacientes, durante el efecto de la qui-
mioterapia y la radioterapia, tienen una gran
cantidad de apoptosis, pero sobre todo de ne-
crosis celular. A nuestro juicio, el camino de la
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necrosis celular es pero desde el punto de vis-
ta de la actividad bioldgica, en la que quedan
los restos, que el camino de la apoptosis. La
pregunta es por qué no se producen mas me-
tastasis en este sentido. Nuestra hipétesis par-
te de que actuarian sobre las células multipo-
tenciales o pluripotenciales que hay en los
distintos 6rganos diana. ¢Por qué pueden estas
células adquirir estos cambios fenotipicos? Por-
que se reproducen a mucha velocidad. Si la
quimioterapia les frena la velocidad de repro-
duccion, la posibilidad de que adquieran un
cambio fenotipico es mucho menor.

Algunos investigadores han observado que
cuando se utilizaba solamente radioterapia en
el cancer de recto tenian menos nimero de re-
siduos locales y mas nimero de metastasis a
distancia. Esta es una de las causas por las que
se utiliza sistematicamente quimioterapia y ra-
dioterapia asociadas en el CCRy, sobre todo,
en el recto.

Y. ALvarez: Has mostrado una gréfica en la que
por orden de tiempo se observaba primero me-
tastasis en el pulmén, luego en el higado y des-
pués en la sangre. ;No deberia ser al contrario:
primero en la sangre, después en el higado y fi-
nalmente en el pulmén?

D. Garcia-OLmo: En este trabajo nosotros dese-
chabamos el plasma y los glébulos rojos y nos
quedabamaos solamente con las células nuclea-
das. Mirdbamos en el buffy coat. Lo que obser-
vabamos era marca tumoral, el gen CAT, y no
las células. Lo que estaba transfiriendo la mar-
ca tumoral no eran las células, sino el plasma.
Seguiamos el camino de todos los investigado-
res, que era buscar las marcas tumorales en el
buffy coat. Es una metodologia absolutamente
al uso y habitual en el laboratorio. Cuando vis-
lumbramos otro camino, entonces preferimos
cambiar de direccién y plantearnos nuevas
cuestiones en nuestra investigacion.

F. SoRIGUER: ¢Quiere decir que la idea de metas-
tasis tal y como existia se ha quedado obsoleta
y deberiamos hablar de paraclonacion o algo
parecido?

D. Garcia-OLmo: Desde el afio 2002 hasta ahora
estamos en plena revolucion del concepto del
cancer. Por ejemplo, desde el momento en que
Catherine Verfaille descubrié que en la médula
6sea humana habia células pluripotenciales, o
desde el nuevo concepto de la homeostasis de
los tejidos, en que cada uno de los tejidos tiene
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una dotacién de células madre pluripotenciales
de las que depende la regeneracién y que es-
casamente las células diferenciadas van a sus-
tituir o reparar lo que ocurra. Es decir, el con-
cepto que teniamos antes de hepatitis ha
cambiado. Son las células o la dotacion en cé-
lulas madre que tiene cada 6rgano la que re-
constituye y reconstruye el érgano.

Ademas, la bibliografia al respecto esta en ebu-
llicién. Si leemos Science o Cell, comprobamos

que el concepto cancer-cell/stem-cell se esta
consolidando. Hoy dia todo el mundo piensa
que un hepatocarcinoma no nace de un hepa-
tocito, sino que nace de la célula madre pluri-
potencial de dotacion del higado, y asi es el
concepto del cancer. Un editorial de Cell de fi-
nales de 2002 nos hizo darnos cuenta de que
estaban cambiando los conceptos, no sélo de
homeostasis de los tejidos sino también del
concepto del cancer.
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Investigacion en un entorno
como la Corporacio Parc Tauli

LI. Blanch Torra y M. Dalmases

Corporaci6 Parc Tauli, Instituto Universitario FPT-UAB, Sabadell.

Introduccion

Tradicionalmente muchas instituciones consi-
deradas no universitarias tienen dificultades para
realizar investigacion, ya que son consideradas
como centros orientados Unicamente a atender
enfermos y en la que se prioriza como actividad
del valor afiadido la formacion de buenos clini-
cos. Ademas, la falta de recursos especificos y de
identidad universitaria hace que s6lo grupos muy
seleccionados desarrollen proyectos de investi-
gacion. Sin embargo, no hay que olvidar que las
bases cientificas de la medicina son iguales para
todos, y cada vez mas los profesionales de la sa-
lud las conocen y, por tanto, tienen mas inquie-
tudes. Por tanto, es licito y viable plantear objeti-
vos de investigacion en cualquier institucion,
siempre de acuerdo al conocimiento, aptitudes y
recursos disponibles.

La distincion entre investigacion avanzada de
elevado presupuesto que debe obligatoriamente
restringirse a unos determinados centros, que
daran servicio, colaboracion y respuestas a otros,
y la investigacion clinica, fisiologica, epidemiolé-
gica, la mayoria realizada a pie de cama, esta al
alcance de muchos centros, lo que resulta en un
beneficio para el enfermo, el profesional y en de-
finitiva aporta calidad a la atencion médica que
se presta a la sociedad. Finalmente, el deseo de
ver plasmado en realidad terapéutica eficaz los
resultados de un proyecto de investigacion es un
estimulo al alcance de muchos profesionales.

Investigacion orientada al paciente

El National Institute of Health define este tipo
de investigacion como aquella que requiere un
contacto con el paciente, o con los sujetos huma-
nos o con tejidos o materiales de origen humano.
De hecho, se trata de diferentes aproximaciones
que integran cémo los componentes moleculares
interaccionan con los sistemas fisiolégicos en el
contexto de un sujeto o paciente.

Investigacion traslacional

La investigacion traslacional aplica descubri-
mientos derivados de las ciencias basicas para el
desarrollo o para el entendimiento de mecanis-
mos implicados en las enfermedades, para la
mejoria de métodos diagnésticos o para la apli-
cacion de tratamientos mas eficaces. La obser-
vacion clinica y los estudios fisiolégicos a pie de
cama permiten a su vez plantear preguntas que
s6lo van a tener respuesta, con el consiguiente
beneficio en el avance del conocimiento, reini-
ciando el ciclo de investigacion traslacional.

Investigacién orientada a innovacion

Mas alla de la contribucién al conocimiento y
al desarrollo de terapéuticas, la investigacion
puede favorecer la innovacion tecnoldgica en el
ambito de la salud, no exenta de estar sujeta a le-
yes comerciales o propias de mercado, y, por
tanto, a favorecer inversion y explotacién comer-
cial posterior para beneficio de instituciones e in-
dividuos.

Investigacion en la Corporaci6 Parc Tauli

La Corporaci6 Parc Tauli tiene como mision y
valores impulsar, favorecer y divulgar los trabajos
de investigacion y docencia de sus profesionales
de acuerdo con las aptitudes y recursos disponi-
bles. Todo ello en colaboracién con otras institu-
ciones, con la finalidad de que sea un valor afiadi-
do para el paciente y por afiadidura para sus
profesionales. A este fin, la Corporacié Parc Tauli
cred la Fundaci6 Parc Tauli como ente vehiculiza-
dor de estas iniciativas, y en el afio 2001 recibi6 el
reconocimiento de Instituto Universitario adscrito
a la Universidad Auténoma de Barcelona.

El Comité Institucional de Investigacion de la
Corporacié Parc Tauli define y dirige las politicas
de investigacion, definiéndose asi cuatro lineas de
investigacion: basica, clinica, operativa y en sa-
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Fig. 1. Numero de proyectos por cada tipologia de investigacion de la Corporacio Parc Tauli durante los afios 2000-

2002.

lud publica. En la figura 1 se observan el nime-
ro de proyectos por cada tipologia de investiga-
cién durante los afios 2000-2002. En la figura 2
se muestra el impacto de la investigacion de la
Corporacié Parc Tauli en la comunidad cientifica
durante los afios 2000-2002.

De estos resultados se deduce la importancia
de la investigacion clinica y, en menor propor-
cioén, de la investigacion basica y traslacional.

Cabe destacar la participacion de grupos con-
solidados de la Corporacié Parc Tauli en redes
nacionales de centros:

1. Red Nacional de Investigacion en Hepatolo-
gia y Gastroenterologia. Fisiopatologia y nuevas
formas de tratamiento de las enfermedades he-
paticas, gastricas y pancreéaticas (RNIHG).

2. Estrategias para las politicas de antibiéticos,
control de resistencias microbianas para el trata-
miento de infecciones complejas. Red Espafiola
de Investigacion en Patologia Infecciosa (REIPI).

Y en redes de grupos:

1. Insuficiencia respiratoria aguda grave. Le-
sion pulmonar aguda (Red GIRA).

2. Estudio cooperativo en retraso mental de ori-
gen genético.

3. Plataforma de genotipacién para la identifi-
cacion de factores genéticos implicados en la
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susceptibilidad y en la respuesta farmacolégica
de las enfermedades mentales. Red de genoti-
pacion y psiquiatria genética.

4. Investigacion en servicios sanitarios para la
toma de decisiones en el sistema nacional. Apli-
cacion practica a las listas de espera. Investiga-
cion en resultados de salud y servicios sanitarios
(Red IRIS).

5. Defectos metabolicos y moleculares en la
diabetes mellitus y sus complicaciones en la te-
rapia génicay celular.

Finalmente cabe destacar la participacion de
la Corporacio6 Parc Tauli en el proyecto de un
Centro de Innovacién en Nuevas Tecnologias
Aplicadas a la Medicina en el contexto del Parc
de Salut. Ambos proyectos estan impulsados por
la propia Corporaci6 y el Ayuntamiento de Saba-
dell, a fin de investigar y aportar productos o ser-
vicios basados en nuevas tecnologias aplicadas a
la salud a partir de la colaboracion y trabajo in-
terdisciplinario de clinicos investigadores, tecno-
logos, universidades y empresas.

Barreras para la investigacion
en el entorno hospitalario

Las dificultades para realizar proyectos de in-
vestigacion en el entorno hospitalario podrian
identificarse en los siguientes puntos:
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1. Imposibilidad para un solo individuo de llevar
a cabo todo lo relacionado con la investigacion.

2. Necesidad de establecer una estrecha cola-
boracion entre centros de investigaciones basicas
y los investigadores clinicos.

3. Presion creciente (también llamada produc-
cién) para dedicar mas tiempo a realizar activi-
dad asistencial (necesidades sociales obvias y en
aumento) sin incremento proporcionado de re-
cursos humanaos.

4. Limitacion de los fondos publicos destinados
a investigacion orientada al paciente.

5. Dificultad para el establecimiento de carre-
ras profesionales orientadas a investigacion, in-
cluso en centros académicos.

Retos de futuro para fomentar
la investigacion en el entorno hospitalario

Incrementar los logros en investigacion debe
ser el objetivo de cualquier institucion sanitaria.
Estos logros deben estar en consonancia con la

mision y estrategia de cada institucion y siempre
ayudandose del enorme valor afiadido que las
alianzas entre centros que van a colaborar entre
si deben aportar. Por tanto, y comun a todas las
instituciones, los retos para incrementar una in-
vestigacion de calidad van a ser:

1. Motivar y atraer profesionales bien formados
y con capacidad de liderazgo.

2. Disefiar planes de formacion en metodolo-
gia cientifica como complemento a la educacion
clasicay a la préactica clinica diaria.

3. Conocer y potenciar el uso de nuevas tec-
nologias de forma individual o compartida.

4. Disefiar formas de colaboracion entre cen-
tros del sector publico y otros mayoritariamen-
te de capital privado, como farmaindustria y
empresas de bioingenieria, biomateriales, ro-
bética, etc.

5. Establecer, definir y apoyar lineas prioritarias
de investigacion de acuerdo con los problemas
especificos de cada institucion.
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6. Participar, abierta y decididamente, en las
redes, institutos o alianzas de investigacion mas
idéneas y que cuenten a su vez con el apoyo de
la administracion.
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F. BoscH: Has hablado de la telemedicina como
integracion de la medicina, monitorizacion y
atencion a distancia. ;Cual es la situacion actual
al respecto en vuestro centro?

LL. BLancH: Se trata de un proyecto que todavia
esta en fase embrionaria. Lo que si sabemos es
gue en muchas ocasiones los pacientes criticos
se encuentran en un lugar en el que no existe
gente con conocimiento suficiente para aten-
derlos inmediatamente. Cuando una persona
desarrolla, por ejemplo, una insuficiencia respi-
ratoria aguda o una sepsis grave, lo que ocurra
en las dos primeras horas es crucial. Su pro-
nostico va a depender de la actuacion inmedia-
ta, decidida y pertinente. Lo que ocurre es que
muchas veces estas situaciones ocurren en
hospitales a distancia, dentro de ambulancias,
etc., donde no esta el conocimiento, a pesar de
gue existen muy buenos profesionales. Fuera
de nuestro pais existen algunas iniciativas en la
gue se estd empezando a tratar el concepto de
medicina intensiva a distancia, para que se
puedan proporcionar estos conocimientos a tra-
vés de la telemedicina, por ejemplo. Actual-
mente estamos trabajando en este concepto de
monitorizacion a distancia que, ademas de so-
lucionar estos problemas, podria servir para
aportar conocimientos.

V. ALFARO: Esta parte de la expansion comercial
gue indicabas en la investigacion, ;se plantea
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€COmo una cuestion de servicios a empresas en
el sentido de ofertar los investigadores o las pro-
pias técnicas 0, como ocurre en algunos par-
ques cientificos, se plantea la posibilidad de
crear empresas spin-off con el apoyo adminis-
trativo del parque?

LL. BLancH: Los profesionales normalmente tienen
ideas que, contando con la participacion de la
industria y otros partners, pueden llevar a desa-
rrollos industriales que se apliquen a la salud.
Desde la Corporacion trabajamos, por ejemplo,
con disefios de robotica y de transmisién de
imagen. En consecuencia, habra que buscar
emprendedores que crean en ello y que quieran
colaborar, ya sea industria, family & friends o pa-
tentes. Nosotros creemos en el mercado de la
innovacion como complementario a la investi-
gacion actual. Por ello, y aprovechando que es-
tamos en un entorno industrial, intentamos lan-
zar este mensaje al mundo empresarial, de
innovacion o entidades financieras de nuestro
entorno.

F. SoriGUER: Acaba de salir una ley que cambia
potencialmente buena parte de la redistribucion
de los recursos, de la gestion de los recursos
cientificos. A algunas comunidades, como Ca-
talufa, las coge muy bien colocadas, pero a la
mayoria las deja descolocadas. ;Podrias expli-
car los aspectos interesantes de estaley y a la
vez matizarla?
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LL. BLANcH: Creo que es un paso mas hacia las
redes de centros y de grupos, y de esta mane-
ra aunar esfuerzos entre instituciones que ten-
gan algo en comun. Los institutos de investiga-
cion sanitaria van a tener que decidir con quién
van a interaccionar y de qué manera. Como yo
lo entiendo, habra recursos comunes para los
centros de apoyo e infraestructura en el marco
del instituto y no necesariamente para cada
centro. ;Qué es lo que tienen que definir muy
bien los distintos centros que decidan trabajar
juntos en un instituto? EI marco juridico. Esto y
gue el mayor no se quede con todos los recur-
sos. Por ejemplo, si un hospital de tamafio me-
dio se junta con uno grande pero el centro de
apoyo es muchisimo mejor en el hospital me-
dio, los recursos deberian ir ahi.

A mi modo de ver, es una nueva filosofia absolu-
tamente atractiva, sobre todo para hospitales
como el nuestro, con 750 camas, que atiende
a mas de 30.000 pacientes ingresados al afio,
pero con capacidad limitada de inversién para
innovacion tecnoldgica. Son hospitales que ne-
cesitan colaborar con otros. Por tanto, yo creo
gue con esta ley el instituto gana potencial y el
pais gana potencial investigador.

F. SorIGUER: Sin embargo, seria coherente que
este proyecto de la politica de redes quedara
paralizado, ya que en su momento, cuando se
produjo un concierto de Farmaindustria y el an-
terior ministerio, fue impugnado por comunida-
des auténomas como la andaluza, que por en-
tonces estaba en la oposicion.

LL. BLancH: Preguntando a la gente que participa
en redes de grupos y centros con voluntad de
colaboracion, todos ellos estan muy contentos.
Se ha abierto una puerta que antes estaba ce-
rrada y se ha creado realmente un trabajo mu-
cho mas multidisciplinario de informacion. Des-
pués estaran los motivos politicos, yo ya ni entro
ni salgo, pero creo que éste va a ser un avance
para la investigacién en nuestro pais. Sobre
todo si, tal como se ha comentado, se invierte
mas dinero. En mi opinion, este dinero debe ir
a los grupos consolidados y emergentes, que
son los que garantizaran un resultado en salud,
ya que se ha demostrado que la politica de dar
un poquito a todo el mundo no es la mejor.

Y. ALvarez: Me ha sorprendido que dijera que el
glutation, en las membranas pulmonares, cau-

sara algun tipo de aumento de la permeabili-
dad, porque no he visto ninguna persona alco-
hélica o con dependencia al alcohol que tuvie-
ra un distrés y edema agudo de pulmén por
esta causa.

LL. BLancH: En el estudio mencionado, la presen-
cia de alcohol alteraba la homeostasis del glu-
tation y se afectaba la secrecion de surfactante
en los neumocitos tipo 2. Estos autores obser-
varon que las ratas tratadas con alcohol desa-
rrollaban mas lesiéon pulmonar. En pacientes
sometidos a ventilacidn mecanica con diagnos-
tico de sepsis y traumatismos graves, se obser-
v0 que la incidencia de insuficiencia respirato-
ria aguda era mayor en el grupo de pacientes
con antecedentes de ingesta elevada de alco-
hol. Este ejemplo es muy interesante, ya que
ensefia como a partir de una observacion epi-
demioldgica se plantea una pregunta y que hay
que recurrir a la investigacion basica para con-
testarla.

Y. ALvarez: Sostiene que los médicos tendrfamos
que ser economistas. Estoy de acuerdo en que
tenemos que saber el valor de las cosas, pero
éticamente tenemos que ofrecer al paciente lo
mejor, aunque en ese momento sea carisimo.
Nuestro problema no debe ser el econémico
sino el asistencial.

LL. BLancH: Economia de la salud y ética son per-
fectamente compatibles. La economia de la sa-
lud s6lo la podemos realizar los médicos.
(COmo? Pues, por ejemplo, si sabemos que la
combinacion de dos medicamentos es mucho
mas barata y ofrece lo mismo que un solo far-
maco, debemos dar la mas barata y de esta
manera realizar economia de salud. O si trata-
mos bien a los pacientes en urgencias, com-
prando los aparatos necesarios y adecuados,
evitaremos tantas horas de ingreso y ahorrare-
mos dinero. Obviamente, el liston ético tiene
que estar al maximo pero también debemos te-
ner en cuenta que los recursos son limitados.
La economia de la salud la debemos realizar
nosotros también, ya que el economista no es
quien trata al paciente. Sin embargo, no nos de-
jan tocar este tema porque tradicionalmente
nos ven como malgastadores y como si no pu-
diésemos entenderlo. Esto es un gran error. Los
médicos debemos trabajar junto con los econo-
mistas y participar en las decisiones.
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Investigacion basica-expetimental
en gastroenterologia: ¢una actividad alejada
de la practica clinica?

J.M. Pigué Badia

Servicio de Gastroenterologia, Institut de Malalties Digestives i Metaboliques, Hospital Clinic, Universidad de Barcelona.

Hay quien cree que la investigacién en biome-
dicina es una actividad completamente a parte
de la practica asistencial. Incluso, todos conoce-
mos personas del ambito sanitario que argumen-
tan que un médico que dedica una parte impor-
tante de su tiempo a la investigacion es un
médico con un perfil de calidad asistencial bajo.
Nada mas erréneo que este concepto. No hay in-
vestigacion médica mas relevante que la que sur-
ge de las incertidumbres clinicas que uno en-
cuentra en la practica diaria de la medicina y un
médico asistencial que compatibiliza esta practi-
ca con la investigacion suele tener una mayor ca-
pacidad para agregar a su competencia profesio-
nal el espiritu critico y el método cientifico, tan
importante en la practica de la medicina.

Guiados por este concepto, en el Servicio de
Gastroenterologia del Institut de Malalties Diges-
tives i Metaboliques del Hospital Clinic de Barce-
lona hemos estructurado nuestro trabajo en uni-
dades funcionales. Estas unidades, que son
multidisciplinarias e incluyen a profesionales de
otros muchos servicios, tienen la mision de res-
ponsabilizarse de la calidad asistencial de la en-
fermedad o enfermedades que engloban, de de-
sarrollar investigacion clinica y experimental en el
area concreta y también de ofrecer los aspectos
docentes sobre estas enfermedades a residentes
y becarios. La base para esta investigacion surge
de dos aspectos clinicos: la protocolizacién de la
préactica asistencial a partir de guias clinicas y del
registro de la actividad en bases de datos. Con-
feccionar protocolos y guias clinicas le permite a
uno identificar las lagunas que la evidencia cien-
tifica tiene en la respuesta de algunas preguntas
clinicas y, por tanto, la existencia de una oportu-
nidad de investigacion. El registro de la actividad
en una base de datos permite analizar el cumpli-
miento de protocolos y guias clinicas y evaluar la
calidad del proceso asistencial realizado, pero
también sirve de base para la realizacion de es-
tudios clinicos.

Las unidades funcionales existentes en nues-
tro Servicio son la Unidad de Enfermedad Infla-
matoria Intestinal, la Unidad de Cancer Colorrec-
tal, la Unidad de Esdfago y Estomago, la Unidad
de Pancreas y la Unidad de Hemorragia Digesti-
va. Cada unidad tiene asignada un coordinador
que, en general, surge del liderazgo natural en la
actividad especifica de la unidad y esta formada
por médicos, becarios y enfermeras.

La existencia en nuestro Servicio de un Labo-
ratorio de Investigacion Experimental creado en
1989 permite que, ademas de la imprescindible
investigacion clinica, los integrantes de las uni-
dades puedan llevar a cabo estudios experimen-
tales y basicos. Para que ello sea viable, la mayo-
ria de responsables de las unidades funcionales y
algunos de sus miembros han llevado a cabo es-
tancias formativas en diferentes departamentos
de investigacion en universidades de EE.UU. an-
tes de poner en marcha grupos de investigacion
en una determinada linea en nuestro hospital.

Las lineas de investigacion basicas desarrolla-
das siempre tienen como punto de partida una o
varias enfermedades, pero hay una gran interac-
cion entre los distintos grupos de investigacion al
existir lineas transversales de investigacion que
tienen como base el estudio de los mecanismos
moleculares o genéticos de la inflamacién gas-
trointestinal como hecho clinico relevante por si
mismo o0 como sustrato de las lesiones premalig-
nas y del desarrollo del cancer digestivo.

Una de estas lineas que fue implementada en
nuestro laboratorio en el afio 1995 es la de la in-
flamacién gastrointestinal. Los integrantes de este
grupo, que se dedican clinicamente a la enfer-
medad inflamatoria intestinal y, en menor medi-
da, a la gastritis por Helicobacter pylori, llevan
afios desarrollando una linea de trabajo encami-
nada a dilucidar cuéles son los mecanismos mo-
leculares fisiologicos y patologicos que gobiernan
los fendmenos del reclutamiento leucocitario y
sus eventos predecesores como son las interac-
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ciones leucocito-leucocito, leucocito-plaqueta y
leucocito-endotelio.

Para estudiar estos fendmenos contamos basi-
camente con dos aproximaciones experimentales.
Una de las aproximaciones utiliza las “camaras
de flujo”, en las que uno puede estudiar en un
sistema artificial las interacciones entre leucoci-
tos y entre leucocitos y plaquetas y las interac-
ciones entre endotelio y leucocitos. La otra apro-
ximacion utiliza la “microscopia intravital” en la
cual, y mediante un sistema de microscopia in-
vertida o de fluorescencia, se puede estudiar en
el animal vivo estas interacciones celulares y
cuantificar el rodamiento, la adhesion y la emi-
gracion de los leucocitos en una vena del me-
senterio, del intestino o del estomago.

El proceso de reclutamiento leucocitario se ini-
cia con las interacciones leucocito-leucocito que
inducen una disminucion de la velocidad de flu-
jo del leucocito y un fenémeno de rodamiento por
encima del endotelio. El segundo paso tiene lu-
gar al activarse las interacciones leucocito-endo-
telio, lo cual promueve la adhesién firme de los
leucocitos a la superficie endotelial. A partir de
esta adhesion firme los leucocitos pueden emi-
grar hacia el intersticio conformando el fenéme-
no de reclutamiento leucocitario consustancial de
cualquier foco de inflamacién tisular-3.

El conocimiento de los determinantes molecu-
lares de estas interacciones permite conocer los
mecanismos fisioldgicos del reclutamiento leuco-
citario y las alteraciones que se producen en éste
en determinadas enfermedades. Asi, sabemos
que los fenémenos de rodamiento leucocitario
son gobernados basicamente por las selectinas
expresadas en las plaquetas (P-selectina), el en-
dotelio (E-selectina) o los mismos leucocitos
(L-selectina) y que los fendmenos de adhesion
del leucocito al endotelio son gobernados basi-
camente por las integrinas (ICAM-1, VCAM-1y
MadCam-1)-3,

Para conocer la implicacion y funcionalidad de
estas moléculas disponemos de diferentes herra-
mientas. La implicacion puede asumirse me-
diante la cuantificacion de la expresion de éstas,
y ello puede realizarse con técnicas de inmu-
nohistoquimica ex vivo, pero con mucha mayor
precision con la técnica del doble anticuerpo
marcado que desarroll6 uno de los médicos de
nuestro grupo®. La funcionalidad la podemos es-
tudiar mediante la inmunoneutralizacién in vivo
con anticuerpos dirigidos contra cada una de las
moléculas de adhesion o mediante el uso de ani-
males genéticamente manipulados con deficien-
cia de expresion génica de una determinada mo-
lécula.
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Atitulo de ejemplo, detallaremos dos lineas ex-
perimentales. En una de ellas comprobamos que
en los estdbmagos de los ratones infectados por
H. pylori existia una significativa interaccion leu-
cocito-leucocito y leucocito-plaqueta, formando-
se unos agregados de leucocito-plaqueta que
presentaban fendmenos de rodamiento y adhe-
sion endotelial que en ninguin caso existian en los
animales control®. Pudimos comprobar que este
fendmeno estaba intimamente relacionado con la
sobreexpresion de algunas selectinas, pero mas
especificamente de P-selectina, y que la admi-
nistracion de anticuerpos contra esta selectina in-
hibia profundamente la formacion de estos agre-
gados. De estos datos se paso a los estudios piloto
en humanos, comprobandose que los leucocitos
de sangre periférica de los pacientes infectados
por H. pylori tenian una sobreexpresion de P-se-
lectina, una sobreexpresion que se atenuaba sig-
nificativamente tras la erradicacion de la infec-
cion®. En este momento esta linea experimental
esta intentando dilucidar las implicaciones clini-
cas que ello pueda tener en el fenémeno descrito
de una posible relacion entre infeccion por H. py-
loriy un mayor riesgo de enfermedad coronaria.

En la otra linea experimental hemos estado in-
vestigando si existia en la enfermedad inflamato-
ria intestinal una sobreexpresion de alguna de las
moléculas implicadas en la relacién leucocito-en-
dotelio y si ello podria tener alguna contribucién
patogénica a la inflamacion crénica del intestino
gue presentan estos pacientes. En un conjunto
de estudios sucesivos hemos podido caracterizar
que existen alteraciones de los fenémenos de ro-
damiento y adhesién leucocitaria en distintos mo-
delos experimentales de esta enfermedad®-1°.
Ademas, mediante estrategias de inmunoneutra-
lizacion de diferentes moléculas de adhesion, o
bien utilizando animales genéticamente deficien-
tes en alguna de estas moléculas, hemos podido
constatar que aunque tanto P-selectina como
ICAM-1, MadCam-1y VCAM-1 participan en este
proceso de incremento de los fenémenos de ro-
damiento y adhesion leucocitaria, sélo la mani-
pulacion farmacolégica de VCAM-1 tiene un sig-
nificativo efecto en la evolucion de la inflamacion
intestinal y en las repercusiones sistémicas de
esta enfermedad en el animal6-10,

Esta observacion experimental documentada
en distintos modelos animales ha constituido la
base para pasar a estudios clinicos en humanos
y en los ultimos 2 afios se han publicado 2 estu-
dios que demuestran que la administracion de
anti-VLA, el contrarreceptor de VCAM-1, es efec-
tiva en el tratamiento del brote agudo de la enfer-
medad de Crohn1t12,
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Este conjunto de trabajos constituye un buen
ejemplo de cdmo una linea de investigacion ex-
perimental desarrollada por clinicos puede com-
pletar la informacién necesaria para transformar
un concepto experimental en una nueva oportu-
nidad de tratamiento farmacoldgico para los pa-
cientes afectados de una determinada enferme-
dad. Este tipo de investigaciéon denominada
traslacional o de transferencia es hoy dia un ob-
jetivo basico a potenciar por las autoridades cien-
tificas de la mayoria de los paises del mundo oc-
cidental®3. El objetivo es acercar la ciencia basica
a su entorno de aplicabilidad practica y poder
trasladar asi de forma mas rapida y eficiente el
beneficio de la investigacion, concretado en una
mejora de la calidad de vida y en un mejor esta-
do de salud, a la poblacién general que es quien,
al fin y al cabo, sufraga con sus impuestos los
gastos de la investigacion.
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F. ARNALICH: Observo muchas veces que cuando
se da una dosis pequefia se produce una res-
puesta, que cuando se da la dosis adecuada se
produce una respuesta mayor y que cuando se
vuelve a dar dosis mayores a la adecuada vuel-
ve a bajar la respuesta. Entiendo que esto se
debe a que en un momento determinado el me-
canismo se satura y que se deberia encontrar
un resultado mas 0 menos parecido al que se
encuentra con la dosis adecuada. ¢Por qué dis-
minuye el efecto?

J.M. PIQUE: Los farmacos nunca tienen acciones
especializadas puras. Tienen diferentes accio-
nes y diferentes mecanismos moleculares o far-
macoldgicos, y esto esta muy relacionado con
la dosis. Probablemente siempre hay ventanas

terapéuticas que tienen un efecto mas especia-

lizado sobre un determinado receptor, sobre un
determinado mecanismo molecular, y a partir
del aumento de la dosis ya estamos provocan-
do otros efectos suplementarios. Por eso, los

farmacologos siempre estan buscando farma-

€0s que tengan una ventana terapéutica sufi-
cientemente amplia como para que esto no sea
realmente un problema. Pero ésta es una cir-
cunstancia constante en investigacion experi-
mental.

F. ARNALICH: (Coémo se puede interpretar que au-

mentase la tasa de recurrencia o que aumenta-
se la inflamacion cuando se administraban an-

ticuerpos sin que fuera mucho mayor la dosis

del farmaco?
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J.M. PiguE: De hecho, la disminucién de la res-
puesta fue s6lo modesta y normalmente esto no
es motivo de estudio. Simplemente hacemos di-
ferentes dosis para sentar cual es la que tiene
un mayor efecto y para luego pasar a los si-
guientes estudios. ;Qué posibilidades hay? Mu-
chas. Ninguno de estos anticuerpos molecula-
res es absolutamente puro. Es probable que
haya interacciones con otras moléculas de ad-
hesion en un momento determinado y que pue-
da haber efectos contrarreguladores. Casi nun-
ca hay un mecanismo absolutamente
especifico para ningun tipo de molécula y ésta
puede ser la explicacion, pero en todo caso ello
no fue motivo de estudio.

F. ArRNALICH: Yo soy residente de Oftalmologia en
el Hospital Ramén y Cajal y me llama la aten-
cién que en muchas ocasiones se da importan-
cia a pequefias variaciones, por ejemplo a un
1% de disminucion o aumento de la agudeza
visual. En algunas de las graficas de su estudio
se aprecia muy poca diferencia entre el place-
bo y el tratamiento cuando se da una dosis un
poco mayor de la adecuada y la mejoria, a lo
mejor sélo se daba en un 2 o0 en un 3% de los
pacientes.

J.M. PIQUE: Hay dos aspectos a tener en cuenta.
Uno, depende de la ganancia que uno obtiene
con los farmacos que utiliza actualmente. Pe-
guefas ganancias por encima de lo que se con-
sigue con el farmaco asistencial que uno utiliza
normalmente pueden ser relevantes. Sin em-
bargo, en los ultimos afios hemos aprendido
gue esto tenemos que analizarlo, desde el pun-
to de vista clinico, con otro parametro: el nu-
mero necesario de pacientes a tratar para que,
utilizando el farmaco A, suceda algo diferente a
lo que hacemos con el farmaco B. Esto nos da
la ganancia clinica terapéutica, que es otra for-
ma de analizar mas precisa que la de un por-
centaje de cambio en cuanto a la respuesta o la
remision. En algunas enfermedades este por-
centaje de cambio va a ser irrelevante desde el
punto de vista clinico y en otras enfermedades,
en cambio, va a ser muy relevante. Y dos, tam-
bién tenemos que aplicar el analisis de coste-
beneficio, es decir, saber si aquel incremento
de niimero de pacientes necesario a tratar con
este farmaco con respecto al anterior nos justi-
fica el desembolso econémico que va a supo-
ner para un sistema publico de salud.

LL. BLANCH: Yo vengo del ambito de los cuidados
intensivos y me gustaria ahondar en el tema de
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los tratamientos, que en este campo han fraca-
sado bastante. Por ejemplo, los tratamientos
con anticuerpos monoclonales o con corticoi-
des, etc., muchos de ellos publicados, tienen
resultados negativos porque se ha inhibido toda
la inflamacion y se ha demostrado que han in-
crementado la mortalidad. Sélo ahora se esta
viendo, tras el conocimiento de los mecanismos
inflamatorios mas intimos, que quizas las dosis
tienen que ser muchisimo mas pequefias para
inhibir la respuesta inflamatoria anémala. Ade-
mas, se han gastado una gran cantidad de re-
cursos quizé innecesariamente en estudios en
fase Ill, cuando en realidad los mecanismos
moleculares intimos no se conocian, y se han
obtenido unos resultados clinicos yo diria que
muy pobres.

J.M. PIQuE: En esto hay dos factores muy criticos.
Uno, las dosis para obtener aquel objetivo con-
creto, y dos, el tiempo de administracion, por-
que los acontecimientos inflamatorios y lo que
viene después, como puede ser el fallo multior-
ganico en caso de pacientes criticos, es una
cascada de acontecimientos en la que cada
uno tiene su tiempo, y si no lo aplicas en el
tiempo determinado puede resultar mas dele-
téreo que beneficioso. Por ejemplo, esto lo he-
mos observado con el uso de corticoides en el
caso del shock séptico. Varios estudios sefiala-
ron que no eran efectivos, pero recientemente
hemos sabido que posiblemente si pueden ser
efectivos siempre y cuando se utilicen en fases
muy iniciales donde existe un estado de sepsis
pero todavia no de shock. Esto hace que pro-
bablemente tengamos ventanas, no solamente
en dosis, sino también en tiempos determina-
dos de aplicacién de los farmacos en las situa-
ciones mas agudas. Probablemente sea mas
dramatico que en el caso de las crénicas.

F. SoRIGUER: Vosotros trabajais en una enferme-
dad inflamatoria intestinal. Mi grupo trabaja en
una enfermedad inflamatoria que es la obesi-
dad y la diabetes. En mi opinion, la palabra in-
flamacién se ha quedado corta. Trabajamos
con las mismas moléculas, la B-alfa, la inter-
leucina 6, la interleucina 1, etc. No deja de ser
interesante la historia del factor de necrosis tu-
moral alfa. Se llamé caquectina, ya que expli-
caba la caquexia, y es la misma sustancia que
ahora sirve para explicar la obesidad. Me pare-
ce que estamos en los albores de una redefini-
cién del concepto de inflamacion, porque has-
ta ahora este concepto, mas que aclarar,
estorba.
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J.M. PiQuE: En la inflamacién es muy importante
detectar moléculas que se sobreexpresan en
una situacion concreta, porque si tu quieres ac-
tuar sobre moléculas que constitutivamente ya
realizan un papel muy importante en la ho-
meostasis de un tejido, probablemente va a ser
muy dificil poder diseccionar cudl es el efecto
gue tu quieres provocar sin tocar otros efectos
necesarios de la molécula. En cambio, cuando
hay moléculas, como el caso de VCAM-1, que
no estan normalmente expresadas en el tejido
y solamente aparecen en la inflamacion, pro-
bablemente la ventana terapéutica que obtene-
mos modulando esta molécula es mucho ma-
yor que con otras. La gran expresion de este
tipo de fendmenos la tenemos muy presente los
gue hemos trabajado con éxido nitrico. Canti-
dades pequefias de éxido nitrico son buenas
para regular mecanismos fisiol6gicos o con fi-
nes terapéuticos, pero a partir de una determi-
nada cantidad de este mismo factor bioldgico
puede empezar a apreciarse efectos deletéreos
de éste. (Cual es la ventana terapéutica para
poder intervenir? Cuando podemos cortar la
cantidad de 6xido nitrico originada a partir de su
mecanismo de induccion, el resultado sera pro-
bablemente siempre beneficioso. En cambio,
en cuanto nos movamos reduciendo por deba-
jo de lo que es el 6xido nitrico constitutivo esta-
remos interfiriendo en algun efecto fisioldgico
necesario. La biologia tiene estas peculiaridades
y no hay ninguna molécula que actte totalmen-
te independiente de otras moléculas y que no
tenga efectos paradgjicos en relacion con la can-
tidad presente en un tejido. Toda molécula esta
inmersa en una cascada de eventos en la que
diseccionar un punto y ser efectivos no resul-
ta facil. Yo creo que el hecho de que esta regu-
lacion sea dificil no debe hacernos pensar que
no constituye una oportunidad para la terapia
en el futuro.

D. GaRcia-OLmo: Nosotros trabajamos en metas-
tasis y, por ello, en la adhesion celular. Sabe-
mos que los leucocitos activados lo que hacen
es sacar hacia fuera acido desoxirribonucleico
(ADN), hacer una secrecion activa de ADN,
creando lo que se llaman nets. El pasado 5
de marzo salieron publicadas en la portada de
Science unas imagenes impresionantes de leu-
cocitos activados repletos de ADN. Lo que ocu-
rre es que este ADN es muy sensible y se pier-
de facilmente con cualquier procedimiento de
laboratorio. Y ahi se enganchan muchas molé-
culas, y estas nets o redes parece que son fun-
damentales en el mundo de la adhesién. De he-

cho, esto nos interesa a nosotros desde el pun-
to de vista de la produccion de metastasis, de la
capacidad de reproduccion de metastasis y no
desde el punto de vista de la inflamacion ni de
la adhesién. (Habéis observado alguna impli-
cacion de este ADN extracelular o de ADN libre
en la adhesion o en el fendmeno inflamatorio?

J.M. PiouE: No hemos estudiado el ADN en este
contexto, pero nuestro laboratorio es transver-
sal entre inflamacion y cancer y también hemos
trabajado en adhesion y cancer. En un modelo
parecido al que vosotros utilizais, que es la im-
plantacion ortotépica de cancer de colon en ra-
tones, pudimos observar que hay un impedi-
mento de la adhesidn leucocitaria en los vasos
del tumor, mientras que en los vasos del tejido
sano circundante esta completamente preser-
vada. Estudiamos cuéles eran los mecanismos
que modulaban todo esto y inicamente funcio-
naron dos: inhibir en ciertas cantidades dxido
nitrico y el TGF-beta, y éste en una forma ver-
daderamente significativa. Estos resultados los
publicamos en Gastroenterology hace unos 3 o
4 afos.

D. GArcia-OLmo: ¢Sabes que los pacientes con
enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa, duran-
te los brotes, tienen un nivel muy alto de ADN y
acido ribonucleico libre en sangre en la fraccion
plasmatica?

J.M. Pique: De hecho, también hemos trabajado
en células circulantes y tuvimos la sorpresa que
al observar ADN y luego acido ribonucleico
apreciamos que los pacientes con enfermedad
inflamatoria intestinal que utilizamos como gru-
po control, aparte de los sujetos sanos, tenian
una cantidad de ADN circulante parecida a la
de los pacientes con cancer.

Y. ALvarez: Este ADN, ;de donde sale?

D. GaRrcia-OLmo: Secrecion activa por la célula. Es
el tinico caso, el de los leucocitos activados, en
el que se ha demostrado una secrecién activa.
Esto esta muy bien explicado en el Science del
5 de marzo de 2004.

Y. ALvarez: ¢Existe alguna relacion entre el H. py-
lori 0 cualquier otra infeccion y la enfermedad
de Crohn? Porque se sabe que muchas infec-
ciones pueden causar trombos.

J.M. PiQUE: Se desconoce cudl es el elemento ini-
cial de la enfermedad inflamatoria intestinal. La
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hipétesis en la que estamos trabajando todos
los investigadores en este campo es que existe
una respuesta genéticamente alterada, con una
gran carga inmunoldgica, a algin antigeno in-
traluminal que puede ser exdgeno o enddgeno.
De hecho, el gen NOD2/CARD15 es el que re-
gula fisiolégicamente la capacidad de nuestro
organismo de reconocer nuestras propias bac-
terias y mutaciones de este gen o pérdidas de
su funcionalidad pueden estar involucrados en
la patogenia de esta enfermedad.

Respecto a la otra cuestion, es evidente que en
la enfermedad inflamatoria intestinal, funda-
mentalmente la enfermedad de Crohn, hay fe-
némenos locales de trombosis, y esto ya lo de-
mostré Hawkey hace afios en un estudio de
casts con siliconas de las piezas de colectomia
en el que observé que habia una cantidad de
anomalias morfoldgicas significativas en los pa-
cientes con esta enfermedad. Nosotros esta-
mos estudiando los polimorfismos del inhibidor
del activador del plasmindgeno (PAI) y hemos
observado que los pacientes que sufren una
mutacion en el 4G/4G del PAI tienen una evo-
lucién diferente de la enfermedad con una ma-
yor tendencia a desarrollar fistulas. Es decir, no
tienen mas mutaciones en este polimorfismo
los pacientes con Crohn que los controles, pero
los pacientes con Crohn que tienen esta muta-
cién tienen una altisima probabilidad en poco
tiempo de evolucionar hacia la enfermedad fis-
tulizante. Probablemente, factores tromboem-
bélicos de la propia pared pueden propiciar la
progresion de esta enfermedad hacia la serosa.
En este momento estamos estudiando la posi-
bilidad de ofrecer a estos pacientes una estra-
tegia terapéutica mucho mas agresiva desde el
inicio para prevenir esta circunstancia, e inclu-
so la posibilidad de actuar con un farmaco que
cambie la modificacion de la activacion del
plasminégeno.

S. ERILL: Me gustaria afiadir una anécdota res-
pecto al efecto temporal de la administracion de
un farmaco. Me conté un amigo su experiencia
con un producto que se llam6 TP-5, constituido
por los cinco primeros aminoacidos de la timo-
estimulina, y que se intentd utilizar en el trata-
miento de la artritis reumatoide. Este medica-
mento, administrado en forma de bolo, mediante
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una infusiéon de media hora de duracion o una
infusion continua en 24 horas, producia tres ti-
pos de efecto totalmente distintos entre ellos, a
pesar de que era el mismo medicamento y la
misma dosis total.

J.R. MoraNDEIRA: Al final de la década de 1980 se
pusieron de moda los estudios sobre la micro-
circulacion. Entonces habia un grupo que rea-
lizaba estudios en cerdos a los que inyectaban
un volumen de toxina y estudiaban como se
producia el shock séptico. El shock se producia
por un proceso inflamatorio en la microcircula-
cion, con los rodantes y los adherentes, que ter-
minaban bloqueando los shunts arteriovenosos
distales. Llegaba un momento en el que inclu-
so diagnosticaban, antes de que hubiera nin-
gun signo clinico, el fracaso multiorganico en el
shock. ¢(No ocurre algo parecido a eso en el
Crohn, es decir, que se produzca un bloqueo fi-
nal terminal, una necrosis, que es la responsa-
ble de que aparezca la sintomatologia, etc.?

J.M. PiquE: La enfermedad de Crohn es una en-
fermedad croénica y no podemos hacer la simi-
litud con una situacién aguda, pero si que pro-
bablemente hacia la fase final hay fendmenos
vasculares puros. Ahora bien, esta fase termi-
nal probablemente no va a ser nunca una dia-
na terapéutica, porque cuando llegamos a este
punto esto es dificil de revertir. Tenemos que ir
a los pasos previos. Esta es una enfermedad
que finalmente crea necrosis, produce destruc-
cién de toda la pared, aspecto que no se pro-
duce con la colitis ulcerosa, que siempre esta li-
mitada a la mucosa. Ahora estamos trabajando,
por ejemplo, con el PAI, para ver si podemos
hacer alguna actuacion terapéutica, pero tiene
que ser muy inicial, tan inicial como la historia
de los corticoides en la sepsis. Nosotros tam-
bién hemos estado trabajando en isquemia-re-
perfusion y en sepsis y, midiendo a través de
espectofotometria de reflexion directamente en
el intestino, hemos observado que el consumo
de oxigeno y pequefias variaciones en el flujo
sanguineo intestinal antes en una situacion de
sepsis son altamente predictivos del desarrollo
de shock. Por consiguiente, si que hay una fase
en la que cualquier inflamacién tiene un corre-
lato de alteracion de la microcirculacion.



Investigacion basica en nefrologia:
plomo, hipertension artetial y gota

A.l. SdGnchez Fructuoso

Servicio de Nefrologia, Hospital Clinico San Carlos, Madrid.

El plomo (Pb) es fuente de una de las intoxica-
ciones cronicas y silentes mas frecuentes del
mundo actual. Desde hace mucho tiempo fue re-
conocido como un factor de riesgo “industrial”;
su efecto a largo plazo como téxico “ambiental”
ha tomado notable importancia en los Gltimos
afios por la patologia tan variada que conlleva.
Dentro del mundo laboral, Espafia es un pais con
alto indice de contaminacion, desconociéndose,
sin embargo, el nimero de intoxicaciones que se
producen en la poblacion general teéricamente
“no expuesta”. Actualmente la toxicidad por Pb
es uno de los problemas mas importantes de sa-
lud publica en EE.UU., indicando las estadisticas
que en ese pais entre 3 y 4 millones de nifios en-
tre 6 meses y 5 afios de edad y aproximada-
mente 400.000 in utero estan expuestos cada
afo al Pb. Las fuentes de intoxicacion ambiental
por Pb son multiples; en nuestro medio quizas
los mas representativos serian: a) agua domici-
liaria, por liberacion de este metal desde las tu-
berias, conectores y soldaduras?; b) alimentos, vi-
nos23 y otras bebidas alcohdlicas contenidas en
receptaculos con alto contenido en Ph, como ce-
ramicas vidriadas con este metal*; ¢) polucién at-
mosférica®, ejerciendo aqui un importante papel
la gasolina plomada, y d) pinturas*®.

Las manifestaciones del saturnismo crénico
son multiples y pueden variar mucho de unos in-
dividuos a otros. Estudios realizados en trabaja-
dores expuestos al Pb demuestran mayor inci-
dencia de hipertension arterial (HTA)8¢, de
complicaciones cardiovasculares de la HTAS,
gota®1! e insuficiencia renal (IR)8°. Ante la apa-
ricién de estos cuadros clinicos en un trabajador
expuesto al Pb, el diagndstico etioldgico es facil;
el problema aparece, sin embargo, en personas
no expuestas laboralmente pero que puedan es-
tar intoxicadas (p. €j., cuando las instalaciones de
fontaneria de la casa son de Pb y el agua tiene un
pH &cido se forman sales solubles que convier-
ten al Pb en una fuente de intoxicacion); enton-

ces la HTA puede ser catalogada como esencial
0 quedar la causa de la gota o de la IR sin filiar y,
por tanto, sin tratar adecuadamente.

Para diagnosticar esta enfermedad dispone-
mos de los siguientes parametros: a) plumbemia,
gue cuando es elevada es Util, pero valores nor-
males de ésta no descartan saturnismo créni-
col12, puesto que puede verse modificada por
muchos factores como son el tiempo entre la ex-
posicion al metal y la determinacion del Pb en
sangre’? o el equilibrio entre el Pb plasmatico y el
depositado en los tejidos blandos y hueso; b) de-
terminacion de Pb en la orina tras la administra-
cion de edetato disodico calcico (EDTA), es la
prueba fundamental para el diagnéstico de esta
enfermedad siendo muchos los autores que coin-
ciden en ello®7912; ¢) determinacion de la actividad
eritrocitica de la ALA deshidrasa y de la protoporfi-
rina eritrocitarial, y d) biopsia 6sea, especialmen-
te indicada en aquellas personas en las que no
se pueda realizar el test del EDTA porque su uso
esté contraindicado (IR terminal)23.

El efecto del Pb como causante de IR en la po-
blacion general no estaba tan claro. Mientras que
habia autores (entre los que destacan por sus
grandes contribuciones, el grupo de Weeden y
Batuman, asi como por supuesto los investiga-
dores australianos como Emmerson)®1112.14 que
no se cuestionaban la existencia de la nefropatia
secundaria a intoxicacion crénica por Pb, habia
otros, entre los que destaca el grupo europeo de
Ritz, van de Vyver, Nuyts y Behringer”13, que du-
daban sobre su existencia pensando que quiza
en la IR cronica se producia una mayor acumu-
lacion de Pb en el organismo (por disminucién de
su eliminacion), y que depositos altos de Pb no
eran la causa de la IR sino su consecuencia.
Ademas, en la poblacion general (teéricamente
no expuesta al tdxico) los métodos de investiga-
cion utilizados, a nuestro juicio, no habian sido
los adecuados, ya que para el estudio de grandes
poblaciones el parametro evaluado fue el Pb en
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sangre, que tiene poco valor como indicador de
los depositos corporales de Pb, informandonos
sélo de intoxicacion reciente.

Por ello nosotros disefiamos un estudio para
responder a tres preguntas fundamentales: ¢Po-
dria ser el Pb causa de la IR o era consecuencia
de la misma?, ;podria ser el Pb el agente causal de
IR en pacientes gotosos de la poblacion general?
Y, finalmente, ;podria ser el Pb el agente causal de
IR en pacientes afectados de “HTA esencial™?
Para ello estudiamos hipertensos esenciales con
funcion renal normal que habian sido remitidos
al hospital por dificil control de la presién arterial
(n =104), pacientes con IR presumiblemente se-
cundaria a nefroangiosclerosis (n = 68) y pacien-
tes con IR, HTAy gota (n = 64)'5. Realizamos en
todos ellos el test de EDTA. Descartamos para
nuestro estudio a todos aquellos individuos que
tenian posibilidad de haber tenido contacto pre-
vio laboral con el Pb, puesto que la relacién Pb-
IR en el campo laboral nos parecia suficiente-
mente probada, buscdbamos observar si ésta
también se daba en la poblacion general. Dado
que uno de nuestros objetivos era investigar si el
aumento de la carga corporal de Pb era causa de
IR o0 si era consecuencia de ésta, estudiamos dos
poblaciones control, una con IR de causa clara-
mente establecida (glomerulonefritis, poliquistosis,
etc.) (n =30) y otra de voluntarios sanos (n = 20).
Ninguno de los trabajos publicados contaba con
esta premisa.

La eliminacion de Pb tras la administracion de
EDTA fue similar en el grupo de sujetos sanos y
pacientes con IR de causa conocida (324 + 21
frente a 323 + 27 ug/72 h) lo cual descartaba la
hipétesis de que la IR fuera causa de aumento de
los depositos de Pb en el organismo.

Ademas, observamos que un 15% de los pa-
cientes hipertensos con funcién renal normal, un
44% de los pacientes con nefroangiosclerosis y
un 69% de los pacientes con IR presumible-
mente secundaria a gota tenian depdsitos pato-
l6gicos de Ph. Sin embargo, en los pacientes con
IR crénica de causa conocida no observamos en
ningun caso test de EDTA patoldgico. Estos re-
sultados nos hicieron sospechar que el Pb podia
ser en esos casos el nexo de union entre HTA e
IR cronica.

“Nefroangiosclerosis benigna” es el término
utilizado para describir la alteracion renal causa-
da por la HTA esencial. Este diagndstico se reali-
za ante un paciente con IR e HTA de larga evo-
lucion, retinopatia hipertensiva, hipertrofia de
ventriculo izquierdo y proteinuria leve, que suele
iniciarse después de la HTA, en el que se han
descartado otras causas de enfermedad renal.
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Otros hallazgos a favor de este diagnéstico son
raza negra, historia familiar positiva y comienzo
de la HTA entre los 25 y los 45 afios. Sin embar-
go, cada vez se duda mas de la existencia de esta
enfermedad dentro del campo de la HTA esen-
cial. Mientras que existe evidencia sobre que la
hipertension maligna es causa de IR, no la hay
sobre la hipertension benigna y se cree que de-
bajo de aquellas que progresan a la IR existen
distintos factores involucrados entre los que pue-
de estar el Pb. Recientemente Vupputuri et al'6
han demostrado la existencia de una correlacion
positiva entre Pb en sangre y presion arterial en
una amplia muestra de poblacién afroamericana.
Este hallazgo ha sido de gran relevancia en lo que
a salud publica se refiere. Es mas, se ha obser-
vado que la poblacién afroamericana de EE.UU.
tiene mayores concentraciones de Pb en sangre
que la poblacion caucasiana (probablemente por
el menor nivel socioeconémico que les hace es-
tar mas expuestos a fuentes de intoxicacion), y
esto podria explicar, al menos en parte, la mayor
incidencia de HTA en esta poblacion. Ademas, el
hecho de que la HTA produzca de forma mas fre-
cuente IR en esta poblacién hace pensar que en
ellos se dan otros mecanismos causantes de dafio
renal entre los que puede encontrarse el Pb.

La situacion es similar para la nefropatia goto-
sa. Algunos autores piensan que ésta es una en-
tidad que no existe, puesto que estudios de se-
guimiento realizados en la década de 1970
demostraron que la hiperuricemia y la gota pri-
maria rara vez progresaban a IR a no ser que
coexistieran otras causas de dafio renal y, entre
ellas, fundamentalmente HTA18, Una vez mas
el Pb pudiera ser el nexo de union entre gota,
HTA e IR. Ademas, se debe recordar que en los
estudios con gran nimero de muestra en hiper-
tensos esenciales se ha demostrado que la hipe-
ruricemia es uno de los factores de mal pronosti-
co involucrados en el desarrollo de nefropatia®.

Una vez asumido que el Pb podria ser el cau-
sante de la IR en nuestros pacientes, decidimos
iniciar tratamiento con EDTA para tratar la intoxi-
cacion. Sin embargo, encontramos dos obstacu-
los fundamentales: primero, el uso de EDTA po-
dria ser problematico en pacientes con IR,
puesto que se le consideraba un farmaco nefro-
toxico, y segundo, un estudio experimental en ra-
tas habia demostrado que el EDTA a dosis altas
podia producir redistribucion del Pb en el orga-
nismo desde 6rganos inertes como el hueso a or-
ganos criticos como el cerebro?°. Esto nos llevé a
disefiar un estudio experimental, intoxicando ra-
tas durante 3 meses (con dosis bajas de Pb para
simular una intoxicacién crénica) y tratandolas
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después con EDTA a dosis equivalentes a las
usadas en humanos. Realizamos determinacio-
nes analiticas, estudios histol6gicos a nivel renal
y determinaciones de Pb en distintos drganos.
Pretendiamos por una parte estudiar los efectos
de la intoxicacion por Pb y posteriormente los
producidos por el tratamiento?!-22,

Basandonos en nuestro estudio y en los reali-
zados por otros autores®11.12 el EDTA, utilizado
como método de diagnostico para la intoxicacion
por Pb, parecia no ser nefrotxico en humanos.
Sin embargo, desconociamos si el uso de dosis
acumulativas de quelante, como seria necesario
en el tratamiento de la intoxicacién por Pb, podria
originar dafio renal. Los estudios previos sobre la
evolucion de la histopatologia en animales des-
pués de tratamiento con EDTA eran muy esca-
sos y en ellos se utilizaban altas dosis de Pb du-
rante la intoxicacion y altas dosis de quelante
(400 mg/kg) aplicadas durante muy poco tiempo
(de 1 a 5 dias)?3-25, En nuestro estudio experi-
mental no apreciamos signos de toxicidad por
EDTA (degeneracion hidropica de las células del
tubulo proximal) como los observados por otros
autores?%27, aungue esas lesiones se describie-
ron con el uso de dosis altas del quelante. Noso-
tros, usando dosis equivalentes a las empleadas
en humanos, no encontramos signos de nefroto-
xicidad por EDTA, lo cual eliminaba nuestro pri-
mer obstéculo.

Respecto al deposito de Pb en tejidos, el rifiéon
fue el érgano en el que se obtuvieron mas altas
concentraciones de Pb. Una vez finalizada la in-
toxicacion se produjo una disminucion significa-
tiva de los valores de Pb renal tanto en el grupo
que recibié EDTA como en el que no, pero fue
mucho mas rapida y significativa en el grupo que
recibio tratamiento. En el cerebro los valores de Pb
alcanzaron su pico maximo a los 2 meses de in-
toxicacion. La disminucion fue mas rapida en el
grupo tratado. En el hueso, a los 60 dias de into-
xicacion se alcanzaron unos valores que casi
multiplicaban por 20 a los basales. A lo largo del
periodo de intoxicacion estos valores no sufrieron
variaciones. Tras suprimir la fuente de intoxica-
cién no se consiguieron disminuciones de las ci-
fras de Pb en hueso. Con el tratamiento tampoco
se obtuvo ninguna variacion. Esto nos hizo llegar
a la hipotesis de que probablemente el Pb se
queda de por vida almacenado en el hueso, inac-
cesible al quelante y siendo probablemente una
fuente de reintoxicacion enddgena y en situacio-
nes de alta remodelacion 6sea, como embarazo,
osteoporosis, etc., pueden llevar a liberalizacion
de Pb desde el hueso. Un hallazgo importante en
nuestro modelo de intoxicacion, y con la pauta de

tratamiento que disefiamos, fue que no encon-
tramos redistribucién del Pb con el uso del que-
lante desde drganos inertes como el hueso a 6r-
ganos criticos como el cerebro, lo cual nos
eliminaba el segundo obstaculo para el trata-
miento de nuestros pacientes.

Dentro de los hallazgos histolégicos secunda-
rios a la intoxicacion por Pb, la afectacion de ar-
terias de pequefio y mediano calibre (hipertrofia
y vacuolizacioén) y de arteriolas en el rifion fueron
los hallazgos mas importantes de nuestro estu-
dio. Estos hallazgos, buscados de forma expresa,
hasta ahora no habian sido referidos en la biblio-
grafia médica en estudios experimentales con
Pb. De hecho, habia autores que especulaban
que la nefropatia por Pb en ratas podia ser distin-
ta a la de los humanos al no aparecer alteraciones
vasculares?8, e incluso habia quien dudaba de
que el Pb pudiera ser fuente de hipertension al
no lograr reproducirla en ratas y no encontrar le-
siones anatomopatolégicas sugerentes de ésta?°.
Sin embargo, en nuestro modelo, a diferencia de
los estudios previos, ademas de observar que las
ratas desarrollaban HTA encontramos alteracio-
nes vasculares compatibles con HTA. Probable-
mente el éxito de nuestro estudio se debi6 a que
utilizamos un modelo de intoxicacién muy similar
al que probablemente se debe de producir en el
hombre, usando durante el periodo de intoxica-
cion dosis muy bajas de Ph, pero mantenidas du-
rante largo tiempo. Otro hallazgo interesante fue
que el tratamiento con EDTA consigui6 enlente-
cer la progresion de las lesiones y en algunos ca-
sos mejorarlas.

Siguiendo con la relacion Pb-HTA, nuestro gru-
po realizd otro estudio experimental para intentar
encontrar qué mecanismos estaban involucrados
en esta alteracion®C. En este estudio se compara-
ron ratas intoxicadas con dosis bajas de Pb duran-
te 30 dias frente a un grupo de animales no intoxi-
cado, presentandose las siguientes alteraciones:

—Menor respuesta a la relajacion endotelial in-
ducida por la acetilcolina.

— Aumento de la expresion proteica de la sin-
tasa del 6xido nitrico endotelial.

—Menor respuesta a la relajacion endotelial in-
ducida por nitroprusiato sodico.

— Disminucion de la actividad de la guanilato-
ciclasa soluble (tanto espontanea como estimu-
lada por nitroprusiato sédico).

Es decir, el Pb produce alteracion en la respues-
ta vasodilatadora afectando tanto a la via depen-
diente del endotelio como a la via no dependiente
del endotelio. Estas alteraciones se prevenian si
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los animales recibian vitamina C simultdneamen-
te con el Pb, lo que indicaba un papel de los ra-
dicales libres de oxigeno en la regulacion del sis-
tema relajante de la pared vascular 6xido nitrico/
GMPc.

A la vista de nuestros trabajos en el campo de la
intoxicacion cronica por Pb, podemos concluir que:

—La IR per se no parece ser causa de acumu-
lacion excesiva de Pb en el organismo.

— La intoxicacion crdnica por Pb puede ser un
factor etiolégico en la aparicion de HTA en la po-
blacion general. Un porcentaje importante de pa-
cientes hipertensos que desarrollan IR puede no
estar afectado de HTA esencial sino de hiperten-
sién secundaria a intoxicacion crénica por Pb.

— EI' Pb puede ser el factor desencadenante de
IR en pacientes gotosos.

— EI Pb en sangre es un parametro indicador
de exposicion reciente, pero no excluye exposi-
cién anterior, puesto que disminuye rapidamen-
te una vez que cesa el contacto con la fuente de
intoxicacion.

— El rifién es uno de los 6rganos mas afecta-
dos, apareciendo importantes lesiones histolégi-
cas en los tubulos proximales, intersticio y vasos.

— El' hueso es un érgano de depésito de Pb a
largo plazo, dificilmente accesible al tratamiento
quelante.

—EIEDTA, alas dosis utilizadas en nuestro es-
tudio, no ha producido nefrotoxicidad ni redistri-
bucién de Pb en el organismo.

— El tratamiento con EDTA consigue frenar la
evolucion de las lesiones renales y enlentecer
la progresion hacia la IR. Con este farmaco tam-
bién se consigue una disminucién mas rapida del
Pb renal y cerebral.

— La exposicion al Pb produce una alteracion
en la relajacion vascular y afecta tanto a factores
dependientes del endotelio como no dependien-
tes del endotelio y produce una disminucion de
la expresion de la guanilatociclasa soluble en la
pared vascular. Estos efectos se evitan con el pre-
tratamiento con vitamina C, lo que sugiere un pa-
pel de los radicales libres de oxigeno en la intoxi-
cacion por Pb.
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S. ERILL: ;Sabes si existen datos de disfuncion en-
dotelial expresada como disfuncion eréctil en
pacientes con intoxicacién por Pb?

A.l. SANcHEZ: No se han hecho estudios al res-
pecto con el Pb. Si que hay gente de nuestro
grupo que esta estudiando mecanismos de dis-
funcion endotelial en los pacientes con disfun-
cion eréctil, pero en el Pb no se ha realizado.

F. SoriGUER: Fuera de los casos de intoxicacion
profesional, ;de dénde procede este Pb?

A.l. SANcHEZ: Una de las fuentes de intoxicacion
mas importantes es el agua de los domicilios.
Otro ejemplo son las ceramicas. Se dio el caso
de un nifio que se intoxicé por Pb simplemente
porque su madre le daba todas las mafianas un
zumo de limén en un vaso de ceramica. A cau-
sa del pH acido del zumo se producia una gran
suelta de Pb. También se han descrito en Es-
pafia altas concentraciones de Pb en vino, por
ejemplo en estos vinos que se mantienen en ti-
najas vidriadas. Hay muchisimas fuentes de in-
toxicacion y el problema es que desde que se
produce la intoxicacion hasta que la clinica se
manifiesta pasan muchos afios.

V. ALFARO: El hecho de que la intoxicacion de Pb
se acompafie de una alteracién de la relajacion
endotelial, ¢podria provocar fenémenos de is-
guemia/reperfusion que afectaran al metabolis-
mo de nucleétidos, aparicion de xantinooxida-
sa, etc.?

A.l. SANCHEZ: Probablemente. Esta linea la esta
retomando ahora mismo una persona de mi
grupo y se estan haciendo estudios mas espe-
cificos en este ambito.

D. BARRAL: ¢Cudles son los sintomas principales
de una intoxicacion por Pb?

A.l. SANCHEZ: La intoxicacion crénica por Pb no
tiene ninglin sintoma hasta que no pasa mucho
tiempo. En la intoxicacién aguda, el sintoma es
el tipico cdlico saturnino, pero las intoxicaciones
crénicas son muy silentes, no dan ninguna cli-
nica. El Pb se deposita y posteriormente, con el
paso del tiempo, empiezan a aparecer las lesio-
nes. No existe ninguna sintomatologia.

D. BARRAL: Yo crefa que el EDTA, que es una sus-
tancia que se utiliza mucho en hematologia, era
mas toxico.

A.l. SANCHEZ: Cuando empezamos a realizar el
test de EDTA simplemente consistia en admi-
nistrar los gramos a pacientes con IR. Al princi-
pio haciamos creatinina pre, creatinina post,
porque nos daba miedo. Cuando se empezé a
utilizar el EDTA eran intoxicaciones muy graves
por Pb, agudas y con dosis muy altas. Incluso a
raiz de este trabajo con ratas tratamos a pa-
cientes con IR muy avanzadas hasta que con-
seguimos que la eliminacion de Pb en la orina
se normalizase. Sin embargo, estos pacientes
posteriormente se trasplantaron, la IR progreso,
sufrieron un trasplante renal y les repetimos el

53



LA INVESTIGACION EN UN ENTORNO ASISTENCIAL. ALGUNAS REFLEXIONES Y EJEMPLOS

test postrasplante y siguieron teniendo deposi-
tos patoldgicos, probablemente porque el hue-
so sea la fuente de intoxicacion.

Y. ALvarez: Tras una intoxicacion aguda por Pb,
y sabiendo que se deposita en el hueso, ;acon-
sejaria el tratamiento con EDTA durante largo
tiempo? Porque se sabe que con otros metales,
como el tungsteno, que también se depositan
en el hueso actuando como el calcio, hay una
redistribucién muy lenta con niveles sanguineos
muy bajos durante largo tiempo.

A.l. SANcHEZ: El Pb en el hueso se encuentra en
dos lugares. Probablemente si se puede tratar
en el lugar de mayor remodelacién, pero el que-
lante no puede hacer nada en el Pb que se in-
corpora en los cristales de hidroxiapatita. Sin
embargo, si se aconseja el tratamiento de la in-
toxicacion porque, si no se consigue disminuirlo
en el hueso, al menos se consigue disminuirlo en
otros 6rganos como el rifién o el cerebro, que es
donde se sabe que causa mas patologias. Aho-
ra mismo, por ejemplo, en el campo de la pe-
diatria el problema con el Pb esta siendo muy
importante en cuanto al desarrollo intelectual
de los nifios. Incluso existen hipétesis que han
implicado al Pb en la enfermedad de Alzhei-
mer. Es un gran desconocido.

Probablemente, en el tratamiento a largo plazo
con el EDTA se pueda ir liberando el Pb que
esta mas superficial a medida que vaya avan-
zando el remodelado 6seo. Desde luego, el Pb
gue ya esta incorporado dentro de la estruc-
tura del hueso no es tratable. Puede que nos
gquedasemos cortos y a lo mejor debimos se-
guir tratando durante mucho mas tiempo a las
ratas. Cuando disefias un estudio nunca sa-
bes si estas acertando con el tiempo de evo-
lucion.
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D. Garcia-OLmo: Tengo entendido que el EDTA
no esta autorizado por la Agencia Espafiola de
Medicamentos para su empleo en estos casos
de IR. Entonces me gustaria comentar el paso
de la bésica a la clinica. Muchas veces en el la-
boratorio observamos determinados resultados
y cuando queremos hacer el salto a la clinica
nos encontramos con muchos problemas en el
momento de plantearlo a nuestro comité ético.

A.l. SANCcHEZ: En el prospecto del EDTA pone
“contraindicado en insuficiencia renal”. Este es-
tudio se realizé en los afios 1990-1992. En
aquella época no existian tantas restricciones
éticas. De todas maneras, ya se habian publi-
cado algunos articulos que decian que utilizan-
dolo simplemente para hacer el test no se habia
producido deterioro de la funcién renal. No creo
que deteriore la funcién renal, como hemos vis-
to en nuestro estudio. Sin embargo, tiene muy
mala fama por las dosis tan altas que se usaron
en los primeros tiempos. Eran dosis casi 20 ve-
ces superiores a las que se utilizan ahora.

F. SoriGUER: Una de las fuentes de intoxicacion
por Pb mas importantes son los cazadores. De
hecho, se produjo una gran epidemia de Pb a
través de anatidas en la desembocadura de las
marismas del Guadalquivir. Probablemente,
después de centenares de afios disparando con
Pb, las anatidas se comieron la municién. Aho-
ra, por fin, ya han prohibido que se fabrique
municién con Pb.

A.l. SANCHEZ: Hay muchos casos curiosos rela-
cionados con la intoxicacion por Pb. Al Pb se le
atribuye la caida del Imperio Romano. Goya
tuvo una intoxicacion aguda por Pb. Los tipicos
irlandeses gotosos probablemente lo fueran por
el whisky destilado ilegalmente, etc.
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La magnitud de la muerte celular miocardica
tiene una gran trascendencia en el prondstico vi-
tal y en la calidad de vida de los pacientes con
sindromes coronarios agudos. Después de un
periodo inicial, de interés por el papel desempe-
flado por las mitocondrias en la muerte celular
por isquemia-reperfusion, al principio de la dé-
cada de 1980, la investigacion en esta area ha
progresado muy lentamente. Sin embargo, du-
rante los Ultimos afios el interés se ha reavivado,
en parte por el estallido de conocimientos sobre
la muerte apoptotica, en la que las mitocondrias
pueden ser un elemento critico. Aunque cada
vez esta mas claro que la apoptosis es un fend-
meno poco relevante en la isquemia-reperfusion
miocardica, existen nuevos datos que sugieren
que las mitocondrias pueden ser importantes en
lainiciacion de la muerte por reperfusion. Se abre
asi un campo de investigacion apasionante cuya
oportunidad y conveniencia tiene sélidas bases,
y cuya ejecucion supone un importante reto.

A continuacion se describen los avances cien-
tificos sobre los que se basa la investigacion de
un nuevo papel de las mitocondrias en la muer-
te celular por isquemia-reperfusion:

Las alteraciones de la homeostasis cationica
desempefian un papel decisivo en la muerte celu-
lar durante la isquemia-reperfusion miocardica.
No existe una definicion de muerte celular uni-
versalmente valida. En el presente proyecto defi-
niremos muerte celular como la pérdida de inte-
gridad de la membrana celular (muerte por
necrosis) o0 la degradacion internucleosomal del
ADN (apoptosis). Aunque la isquemia grave con-
duce inexorablemente a la muerte celular, se
sabe que, de acuerdo con la anterior definicion,
ésta ocurre de forma bastante tardia, en varias
horas. La reinstauracion del flujo sanguineo es
una condicion indispensable para la superviven-
cia celular, pero, paradgjicamente, desencadena
con frecuencia la muerte de un elevado nimero

de células cuyo sarcolema estaba intacto y que
no habian desarrollado apoptosis. Se ha discuti-
do mucho si la muerte celular asociada a la re-
perfusion es un efecto adverso de ésta, denomi-
nado generalmente “dafio letal por reperfusion”,
o refleja solamente la aceleracion de un dafio ce-
lular “irreversible” que hubiera conducido inexo-
rablemente a la muerte celular algtin tiempo mas
tarde. La relevancia de esta discusion ha sido
puesta en duda por la evidencia de que la reper-
fusion durante las primeras horas de oclusion co-
ronaria es en todo caso beneficiosa, y nunca in-
crementa la muerte celular. Sin embargo, la
existencia del dafio letal por reperfusion podria
tener importantes implicaciones si fuese posible
evitarlo mediante tratamientos aplicados en el
momento de la reperfusién. De acuerdo con esta
idea, definimos dafio letal por reperfusion como
la parte de muerte celular causada por un episo-
dio de isquemia transitoria que puede ser preve-
nida mediante intervenciones realizadas en el
momento de la reperfusién?.

Los mecanismos responsables de la muerte
celular durante la isquemia-reperfusion miocar-
dica no han sido completamente desvelados. Sin
embargo, esta claro que las alteraciones de la ho-
meostasis cationica desempefian un papel fun-
damental en ésta. Durante la isquemia, se pro-
duce un exceso de protones y descenso del pH
intracelular (pHi), y se activa el intercambiador
Na-+/H+ sarcolemal NHEL1 y el cotransportador
Na+COO3H-2. Estos sistemas no impiden el des-
censo rapido del pHi hasta valores por debajo de
6,5 en los primeros minutos de isquemia grave,
y producen la entrada de Na+ en la célula3. La
[Na+]citosol aumenta progresivamente desde el
principio de la isquemia por la entrada a través
de los sistemas correctores de la acidosis intra-
celular y por la inactividad de la Na+/K+ ATPasa
sarcolemal causada por la caida (en valores ne-
gativos) del cambio de energia libre de la hidroli-
sis del ATP (por la caida de ATP y el aumento de
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ATP y Pi)*. El aumento de [Na+]citosol y la pér-
dida del potencial de membrana hacen que el in-
tercambiador Na+/Ca2+ sarcolemal opere per-
manentemente en modo reverso introduciendo
Ca2+ en el citosol. La entrada de Ca2+ a través
del intercambiador Na+/Ca2+ es la principal cau-
sa del incremento de [Ca2+]citosol en cardio-
miocitos durante la isquemia®. Sin embargo, la
[Ca2+]citosol sélo comienza a elevarse cuando
los miocitos desarrollan contractura por rigor is-
quémico, una interaccion de baja energia entre
actinay miosina que no depende del Ca2+y que
ocurre cuando la ATP alcanza niveles critica-
mente bajos (50-100 pM)S. La elevacion de
[Ca2+]citosol es capaz de activar diferentes sis-
temas enzimaticos. Una de las consecuencias de
esta activacion es la degradacién de elementos
del citoesqueleto y del sarcolema’. Sin embargo,
la consecuencia fisiopatoldgica mas importante
de la elevacion de [Ca2+]citosol es que determi-
na la aparicion de hipercontractura durante la re-
perfusion?.

La reperfusion reinstaura rapidamente la ener-
gia libre de intercambio del ATP, y el [Ca2+]cito-
sol disminuye rapidamente debido en parte a la
captacion de Ca2+ en el reticulo sarcoplasmico
por la Ca2+ATPasa. Estudios recientes de nues-
tro laboratorio dentro de un proyecto previo
(CICYT-SAF99/102) han demostrado que este
descenso se produce a pesar de la entrada adi-
cional de Ca2+ extracelular a través del inter-
cambiador Na+/Ca2+ sarcolemal. Este intercam-
biador acttia en modo reverso al principio de la
reperfusion debido al incremento de [Na+]cito-
sol. Este incremento es debido a la sobrecarga de
Na+ acumulada durante la isquemia, a la entrada
adicional de Na+ a través de los sistemas correc-
tores de la acidosis citosélica (NHE1 y Na+-
COO3H- especialmente) y a la disfuncién transi-
toria de la Na+/K+ATPasa sarcolemal. Otros
resultados del proyecto CICYT-SAF99/102 de-
mostraron que el Na+ puede acceder en grandes
cantidades a las células a través de los gap junc-
tions® y que éstos pueden permanecer abiertos
después de la isquemia prolongada®. La capta-
cion de Ca2+ en el reticulo sarcoplasmico de-
sencadena su liberacion a través de los canales
ryanodina-sensibles, el aumento de [Ca2+]cito-
sol y su posterior recaptacion, dando lugar a am-
plias oscilaciones de [Ca2+ ]citosol durante los
primeros minutos de reperfusion?. La elevacion
y las oscilaciones de [Ca2+]citosol en presencia
de [ATP]citosol normal desencadenan una acti-
vidad contractil excesiva que puede provocar el
acortamiento extremo y disrupcion de la arqui-
tectura celular en cardiomiocitos aislados, y la ro-
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tura del sarcolemay la muerte celular en los car-
diomiocitos in situ (hipercontractura). La hiper-
contractura se ve favorecida por la fragilidad del
citoesqueleto secundaria a la isquemia previa, en
parte causada por cambios en el estado de fos-
forilacion de sus elementos, y por la rapida desa-
paricién de la acidosis intracelular!?, ya que el pH
acido es un potente inhibidor de la actividad con-
tractil. Por otra parte, la normalizacién abrupta de
la osmolalidad extracelular junto con la entrada
de Na+ al citosol causan edema celular®?. La hi-
percontractura, el edema y la interaccién meca-
nica con el tejido adyacente imponen una sobre-
carga mecanica al sarcolema, cuya resistencia
mecanica esta disminuida por la activacion enzi-
matica y el catabolismo lipidico que se producen
durante la isquemia, y, probablemente, por la
agresion de radicales libres durante la reperfu-
sién?3. La hipercontractura y rotura del sarcole-
ma pueden propagarse a cardiomiocitos adya-
centes mediante el paso de Na+ del sarcolema a
través de los gap junctions'#. Este tipo de muer-
te celular asociada a hipercontracturay rotura del
sarcolema durante los primeros minutos de re-
perfusion es responsable de la mayor parte de la
muerte celular total causada por la isquemia mio-
cardica transitoria4-16,

Cada vez existen mas indicios de que las mito-
condrias desempefian un papel importante en la
génesis de la muerte celular relacionada con al-
teraciones cationicas por isquemia-reperfusion.
En la década de 1980 se presté mucha atencion
a las mitocondrias como causa de muerte celular
durante la isquemia-reperfusion. Las observacio-
nes al microscopio electronico demostraron la
precocidad del edema mitocondrial durante la is-
guemiay la asociacion entre la presencia de gra-
nulos amorfos en la matriz mitocondrial y la
muerte celular. La hipdtesis méas aceptada era
que la entrada masiva de Ca2+ en las mitocon-
drias durante la reperfusién causaba el dafio de
éstas y la muerte celular por pérdida de la respi-
racién mitocondrial. Esta hipétesis fue contesta-
da por la observacién de que la hipercontractura
desencadenada por la reoxigenacion ocurre en
miocitos que han recuperado su competencia
metabdlica y, por tanto, su funcién mitocon-
drial®. Sin embargo, observaciones recientes su-
gieren que la participacion de las mitocondrias en
la muerte celular podria estar relacionada con
otros mecanismos.

Las mitocondrias participan activamente en la
homeostasis idnica celular. Las mitocondrias
constan de una matriz y una doble membrana, y
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suponen mas del 30% del volumen celular de los
cardiomiocitos. La membrana celular interna (no
asi la externa) posee una muy baja permeabili-
dad a los iones y sistemas transportadores ioni-
cos especificos, por lo que las concentraciones
ibnicas en la matriz pueden ser muy diferentes a
las del citosol. De hecho, la principal funcién de
las mitocondrias, la sintesis de ATP en la FoF,AT-
Pasa en la membrana mitocondrial interna, esta
acoplada a la entrada de H+ en la matriz a favor
de un importante gradiente electroquimico. La
matriz posee una H+ mucho menor que la cito-
sélica, y es muy electronegativa, con un poten-
cial transmembrana (Ay) de aproximadamente
-180 mV. Este gradiente esta mantenido por la
extrusion de H+ asociada al transporte de elec-
trones en la cadena respiratoria. La entrada de
H+ en la matriz puede realizarse, ademas de
por la FoF1ATPasa, a través de un intercambia-
dor Na+/H+ mitocondrial, y de un intercambiador
K+/H+. De hecho, el gradiente de H+ es utiliza-
do para mantener la homeostasis i6nica mito-
condrial y para el transporte de metabolitos en
contra de gradientes quimicos?’. La entrada de
K+ en la matriz puede ser favorecida en determi-
nadas condiciones por la apertura de canales es-
pecificos dependientes de la concentracion de
ATP (canales K+ATP). La [Ca2+]mito es normal-
mente menor que la citosélica y desempefia un
papel clave en la regulacion de la respiracion mi-
tocondrial a través de varios mecanismos?é. La
[Ca2+]mito puede variar con rapidez y contribuir
a la formacion y progresion de ondas de Ca2+,
dentro de la célula y a su propagacion entre cé-
lulas adyacentes a través de los gap junctions. En
condiciones normales, el Ca2+ entra en la matriz
através de un unitransportador a favor de su gra-
diente electroquimico y sale acoplado a la entra-
da de Na+ a través de un intercambiador
Na+/Ca2+. El Ca2+ puede abandonar también la
matriz mitocondrial a través del poro de transi-
cion (véase mas adelante). Cada vez existe mas
evidencia de que este canal puede tener un pa-
pel en los cambios fisiolégicos de Ca2+19. El Na+
que entra a través del intercambiador Na+/Ca2+
no se acumula en la matriz porque es expulsado
al citosol a través del intercambiador Na+/H+ que
opera introduciendo H+ a favor del enorme gra-
diente electroquimico para este ién. Dado el vo-
lumen del compartimento mitocondrial es facil
comprender que el transporte de iones entre la
mitocondriay el citosol tenga importantes efectos
sobre las concentraciones i6nicas en éste. Ade-
mas, las mitocondrias presentan una relacion
anatomofuncional intima con el reticulo sarco-
plasmico, de manera que las concentraciones i6-

nicas en ambos compartimentos estan intima y
reciprocamente influidas?.

Las mitocondrias modulan las alteraciones io-
nicas mitocondriales causadas por la isquemia-
reperfusion. Durante los primeros momentos de
la isquemia miocardica, antes de la aparicion del
rigor isquémico la acidosis celular ya se ha esta-
blecido, y el aumento importante de [Na+]citosol
induce la entrada de Ca2+ al citosol a través del
modo reverso del intercambiador Na+/Ca2+. Sin
embargo, el Ca2+ citosélico se mantiene normal
hasta el desarrollo de rigor. Observaciones re-
cientes de nuestro grupo sugieren que las mito-
condrias contribuyen a mantener la normalidad
de [Ca2+]citosol secuestrando Ca2+ en paralelo
con el reticulo sarcoplasmico. Nuestros resulta-
dos preliminares también sugieren que el au-
mento brusco de [Ca2+]citosol después del rigor
es debido no sélo a la detencion de la entrada de
Ca2+ en el reticulo sarcoplasmico al “agotarse”
el ATP, sino también a la salida de Ca2+ de la mi-
tocondria al perderse el potencial de membrana.

Otros resultados de nuestro grupo habian de-
mostrado que la captacion de Ca2+ por parte de las
mitocondrias contribuye a la rapida caida de
[Ca2+]citosol durante los momentos iniciales
de la reoxigenacion, ya que la caida se sigue pro-
duciendo cuando se bloquea la Ca2+ATPasa sar-
colemal con tapsigarguinal2. Méas aun, dichos re-
sultados son compatibles con la interpretacion de
que el bloqueo de la entrada de Ca2+ al citosol a
través del intercambiador Na+/Ca2+ sarcolemal
protege a los miocitos mediante la disminucion
de la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial y la sub-
siguiente disminucion de la liberacion de Ca2+
mitocondrial al citosol.

La interrelacion entre los cambios en [Ca2+]ci-
tosol y [Ca2+]mito es probablemente mucho mas
compleja que un simple intercambio de iones en-
tre ambos compartimentos. Por ejemplo, se ha
demostrado recientemente que el aumento de
[Ca2+]mito tiene un efecto inhibidor sobre el in-
tercambiador Na+/Ca2+ sarcolemal por meca-
nismos desconocidos?2.

Las mitocondrias desempefian un papel clave
en la muerte celular por apoptosis o necrosis. El
mecanismo mas importante y mejor conocido
por el que las mitocondrias pueden inducir la
apoptosis implica la apertura del poro de transi-
cién mitocondrial, un megacanal que permite el
paso libre e indiscriminado de moléculas de has-
ta 1,5 kDa%?-24, El poro de transicion se forma por
el ensamblaje de subunidades proteicas en re-
giones de la pared mitocondrial en las que la
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membrana externa e interna estan en estrecha
proximidad. La estructura del poro se conoce
sélo parcialmente. Se sabe que incluye proteinas
de la membrana interna, el translocador de nu-
cledtidos de adenina (ANT) y proteinas de la
membrana externa, como la porina (canal de
aniones dependiente de voltaje), que actlian con-
juntamente. Ademas, incluye un receptor de
benzodiacepinas y la ciclofilina D?5. La probabili-
dad de apertura del poro de transicion esta regu-
lada por varios factores, que incluyen el potencial
de membrana mitocondrial (Ay), la concentra-
cion mitocondrial de Ca2+ ([Ca2+]mito) y H+
(pHmIto) y ATP. La elevacion de [Ca2+]mitoy la
caida de Ay (y quizas también su aumento anor-
mal) favorecen la apertura del poro, mientras que
la acidosis y el ATP la inhiben. Diversas molécu-
las, y especialmente los radicales libres del O,
pueden actuar como estimuladores externos de
la apertura, mientras que otras sustancias como la
ciclosporina A, que se une a la ciclofilina D, o el
acido bongkrékico, que se une a ANT, son capa-
ces de dificultarla o inhibirla25. La apertura del
poro mitocondrial esta regulada por una familia
de proteinas (Bcl-2) que se expresan en la mem-
brana mitocondrial externa. La familia de pro-
ductos Bcl-2 tiene potentes efectos pro (Bax) o
antiapoptosis (Bcl-2) y regula no sélo la apertura
del poro de transicién sino también otros siste-
mas transportadores mitocondriales, incluyendo
el intercambiador Na+/Ca2+27.

Durante la reperfusion, después de un periodo
prolongado de isquemia, coinciden circunstan-
cias que favorecen la apertura del poro, espe-
cialmente, elevacion de [Ca2+]mito, generacion
de radicales libres de O, y normalizacion del
pHiZe.

La apertura masiva del poro de transicion (mu-
chos poros en muchas mitocondrias) causa ede-
ma mitocondrial grave que puede resultar en ro-
tura de la membrana mitocondrial externa y
liberacion de citocromo C y otros activadores de
la cadena de las caspasas?>2°. Alin en ausencia
de rotura de la membrana externa, la apertura
del poro de transicion puede permitir la salida de
citocromo C y la induccién de apoptosis. Si la li-
beracion de citocromo C, un elemento de la ca-
dena respiratoria, es muy importante, puede
comprometer la respiracion mitocondrial hasta el
punto de que no se sintetice suficiente ATP para
ejecutar el programa de muerte celular, y la
muerte se produce por necrosis. Por otra parte,
la apertura del poro de transicion puede resultar
en la activacion de multiples sistemas enzimati-
cos distintos de las proteasas capaces de causar
fragilidad del sarcolema y el citoesqueleto30:32,
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En mitocondrias con sobrecarga de Ca2+, la
apertura del poro de transicion puede resultar en
la salida al citosol de importantes cantidades de
este ién, y en el aumento de la concentracion ci-
tosolica de éste. Incluso si el poro de transicion
no se abre, la normalizacion de la funcion mito-
condrial conlleva la liberacion del exceso de
Ca2+ en el citosol, probablemente a través del in-
tercambiador Na+/Ca2+. La normalizacion de
[Ca2+]mito supone en cualquier caso un meca-
nismo potencial de sobrecarga citosdlica de Ca2+
durante la reperfusion, tal como se ha discutido
en el apartado anterior, y puede favorecer el de-
sarrollo de hipercontractura. Por otra parte, estu-
dios preliminares en miocitos permeabilizados
expuestos a distintas concentraciones de ATP
demuestran que la reelevacién inadecuada de la
concentracion de ATP tras el desarrollo de rigor
por exposicion a concentraciones decrecientes
puede causar una paradgjica exacerbacion de la
contractura en ausencia de Ca2+32. Esta obser-
vacion sugiere que si la recuperacion inadecua-
da de la sintesis de ATP durante la reperfusion
eleva la concentracion citosolica de ATP lo sufi-
ciente para alcanzar el rango critico de desarro-
llo de contractura por rigor, pero no lo suficiente
como para sobrepasar rapidamente dicho rango,
se puede producir una paradéjica contractura
por rigor durante la reperfusion.

Finalmente, las alteraciones mitocondriales
pueden contribuir a la pérdida de la integridad
del sarcolema. Las mitocondrias constituyen la
principal fuente intracelular de radicales libres
durante la reoxigenacion, y son a la vez una im-
portante diana para los radicales libres33:34, Los
radicales libres del oxigeno contribuyen a la acti-
vacion de mdltiples sistemas celulares, entre ellos
el poro de transicion mitocondrial (véase mas
adelante) y, ademas, pueden incrementar direc-
tamente la fragilidad del sarcolema?? y favorecer
la muerte celular por necrosis.

Las mitocondrias parecen estar implicadas en
la génesis del efecto protector de los tratamientos
que se han mostrado mas Utiles contra la muerte
celular miocardica por isquemia-reperfusion. Las
mitocondrias participan en el mecanismo protec-
tor del precondicionamiento isquémico. Aunque
el mecanismo Ultimo por el que la exposicién a
breves episodios de isquemia-reperfusion prote-
gen el miocardio contra la muerte celular secun-
daria a un episodio de isquemia prolongada sub-
siguiente no se conoce3>3¢, existe creciente
acuerdo sobre la participacion en éste de las mi-
tocondrias®” y, en particular, de los canales K+ATP
mitocondriales3438, En la mayoria de las condi-
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ciones investigadas, la proteccién puede ser evo-
cada por farmacos que abren estos canales y
abolida por otros que los bloquean. Los sistemas
de transduccion de sefiales que llevan desde el
estimulo precondicionante hasta la apertura de
los canales en la mitocondria estan siendo progre-
sivamente esclarecidos®®. La cadena de sucesos
que conduce desde la apertura de los canales
K+ATP mitocondriales hasta la prevencion de la
muerte celular no se conoce. Sin embargo, exis-
ten datos preliminares que sugieren que el ede-
ma moderado y la despolarizacion mitocondrial
parcial son los responsables de la proteccion al
atenuar la sobrecarga de Ca2+ mitocondrial“®-42,

Las mitocondrias podrian participar de forma
importante en la proteccion proporcionada por
los bloqueadores del NHE1 y de NCX1. Existe
acuerdo unanime en que el bloqueo del inter-
cambiador Na+/H+ sarcolemal durante la isque-
mia miocérdica reduce drasticamente la muerte
celular secundaria a isquemia-reperfusion2843,
Sin embargo, el mecanismo de este efecto pro-
tector no esté esclarecido. La actividad del inter-
cambiador Na+/COO3H- es capaz de compensar
en gran medida los efectos del bloqueo de NHE1
sobre las concentraciones citosélicas de H+y
Na+. De hecho, el escaso o nulo efecto de estos
bloqueadores sobre las concentraciones citosoli-
cas de Na+, Ca2+ o H+%11 contrasta vivamente
con la magnitud del enlentecimiento en la caida
de la concentracion de ATP y del retraso en el de-
sarrollo de rigort128, Recientemente se ha pro-
puesto que los inhibidores de NEH1 podrian
afectar también al intercambiador Na+/H+ mito-
condrial*445. Nosotros hemos observado recien-
temente que el bloqueador altamente selectivo
HOE642 modifica draméticamente la cinética del
Ca2+ mitocondrial durante la inhibicion metabd-
lica en células permeabilizadas en las que no
pueden existir efectos sobre NHE1 sarcolemal.

La eficacia protectora del bloqueo del inter-
cambiador Na+/Ca2+ sarcolemal NCX1 contra la
muerte celular durante la reperfusion ha sido
descrita solo recientemente por nuestro grupo®12,
y esta lejos de ser universalmente aceptada como
lo son las del precondicionamiento y la del blo-
queo del intercambiador Na+/H+. Su mecanis-
mo podria estar también relacionado con la ate-
nuacion de la sobrecarga mitocondrial de Ca2+
durante la reperfusion inicial como se ha descri-
to con anterioridad. Por otra parte, no se conoce
si el inhibidor més especifico de este intercam-
biador disponible hasta el momento atraviesa la
membrana celular, ni si es capaz de bloquear
también el intercambiador mitocondrial.

El conocimiento actual de las alteraciones ioni-
cas mitocondriales inducidas por la isquemia-re-
perfusién es muy incompleto. E/ conocimiento es-
tructural y funcional de los transportadores
iénicos es muy incompleto. La identificacion de
los genes de los transportadores mitocondriales y
su secuenciacion no se ha completado, en con-
traste con lo que sucede con la mayoria de los
transportadores sarcolemales?’. La identidad mo-
lecular del unitransportador es objeto de discu-
sion y muy recientemente se ha sugerido que es
indistinguible del canal sarcolemal sensible a la
ryanodina“®. Las similitudes y diferencias entre el
intercambiador Na+/Ca2+ mitocondrial y el NCX1
sarcolemal no han sido establecidas*’, y se dis-
cute todavia si la cinética de intercambiador mi-
tocondrial es electroneutra (2Na+:1Ca2+) o elec-
trogénica (3Na+:1Ca2+) como la del de NCX148
y si puede servir de via de entrada de Ca2+ du-
rante la isquemia®®.

No existe informacion sobre los cambios ioni-
cos mitocondriales en células intactas durante la
reperfusion. Aungue se ha publicado un gran nu-
mero de trabajos sobre los cambios iénicos mito-
condriales en distintas condiciones fisiologicas y
patolégicas, existen muy pocos datos sobre los
cambios inducidos por la isquemia. Se discute si
las mitocondrias se sobrecargan de Ca2+ o no
durante la isquemia, si sueltan Ca2+ o lo captan
durante la reperfusion, las vias por las que lo ha-
cen, y la posible apertura del poro de transicion
durante la isquemia y la reperfusién y su rele-
vancia. Una de las razones principales de ello es
que los indicadores fluorescentes existentes su-
puestamente selectivos para las mitocondrias son
retenidos en la matriz mitocondrial por la electro-
negatividad de ésta y salen de la mitocondria
cuando ésta se despolariza durante la isquemia.
Los estudios de adsorcion atdmica no distinguen
entre Ca2+ ionico o ligado a fosfatos u otras mo-
léculas. Los estudios en mitocondrias aisladas no
pueden reproducir con exactitud los cambios ci-
tosolicos isquémicos y rompen la unidad mito-
condria-reticulo sarcoplasmico?°.

El papel del 6xido nitrico (NO) en homeostasis
iénica mitocondrial no ha sido estudiado. Aunque
se sabe que el NO modula la respiracién mito-
condrial, y que tanto NO como GMPc modulan la
actividad de muchos transportadores iénicos, el
papel regulador de NO y el GMPc en la homeos-
tasis idnica mitocondrial no se conoce. Mas aun,
se sabe ahora que en las mitocondrias se expre-
sa de forma constitutiva una NO sintasa de tipo
neural®®. Sin embargo, el papel del NO mitocon-
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drial en la fisiopatologia del dafio miocardico por
isquemia-reperfusion no ha sido investigado, a
pesar de que se sabe que el NO puede tener
efectos protectores®-52 e inductores de apopto-
sis®3 dependiendo de las condiciones.

Las posibilidades terapéuticas de la modifica-
cion de iones mitocondriales no han sido explo-
radas en modelos de isquemia fuera del precon-
dicionamiento. Los estudios que se han realizado
hasta ahora se basan casi exclusivamente en mo-
delos celulares. Los pocos estudios en corazones
intactos y animales han asumido que las inter-
venciones producian determinados efectos sobre
las concentraciones iénicas mitocondriales sin
comprobarlo®-56,

Los posibles mecanismos moleculares por los
que la apertura del poro de transicion puede fa-
vorecer la rotura del sarcolema no se conocen.
En concreto, el mecanismo de accion de la glici-
na, un aminoacido con un potente efecto protec-
tor contra la rotura de la membrana celular en
condiciones que favorecen la apertura del poro
en érganos distintos del corazon y, segun obser-
vaciones nuestras no publicadas, tampoco es co-
nocido en miocitos.

Conclusién

Existen buenas razones para pensar que las mi-
tocondrias ejercen un papel importante en la muer-
te celular durante la isquemia-reperfusion miocar-
dica, y que contienen nuevas dianas farmacologicas
con alto potencial terapéutico. Varios laboratorios
ya han comenzado a explorarlas, y nuestro grupo
se ha sumado a esta apasionante tarea.
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F. SorIGUER: Me gustaria comentar el concepto
de area de conocimiento, ya que t has mani-
festado tus dudas respecto a la delimitacion en-
tre las areas de vascular y de cardiologia. Creo
gue habria que tener un cierto respeto al con-
cepto de disciplina. A mi modo de entender, las
habilidades son lo que distingue una disciplina
de ese concepto universal del conocimiento.

D. Garcia-DoraDo: Efectivamente, a medida que
la investigacidon se hace mas basica existen
menos fronteras. En mi laboratorio, por ejem-
plo, tenemos cardiélogos, bioquimicos, quimi-
cos, veterinarios, farmacéuticos, técnicos, etc.
Con lo cual, en el aspecto basico las disciplinas
realmente no existen y no tiene ninguin sentido
discutir sobre qué campos defiende cada uno.
Efectivamente, en el aspecto clinico, lo que de-
fine a cada cual son las técnicas y una forma-
cion clinica, es decir, una capacidad de integrar
y decidir con experiencia en su area de activi-
dad.

F. SoriGuER: ;Concibes que un investigador basi-
€0 —que yo considero que se le deberia denomi-
nar investigador preclinico— que lleva 30 afios
realizando esta tarea pueda dedicarse en algun
momento a la clinica?

D. GaRcia-DorADO: La investigacion basica no
existe como tal en el area de la cardiologia ni de
la biomedicina. La investigacion basica es otra
cosa. Por tanto, estoy completamente de acuer-
do en que la investigacion no se debe llamar
“basica”, pero no estoy de acuerdo en que se
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deba denominar “preclinica”, ya que muchas
de las cosas que se realizan no llegan a la clini-
ca ni tienen por qué llegar. Yo hablaria, en todo
caso, de “investigacion basica” entre comillas.

Respecto a si se puede pasar de la clinica a la ba-
sica y de la basica a la clinica, no es una pre-
gunta facil de responder. Un basico que jamas
ha hecho clinica no tiene la misma formacion
que un clinico, entre otras cosas por motivos
practicos (cuando una persona empieza una
carrera basica se mantiene como basico). En
cambio, hay muchos clinicos que han hecho el
trasvase a la basica. Este trasvase es dificil pero
posible y conlleva una serie de ventajas y des-
ventajas. En mi caso, debo disefiar experimen-
tos y elaborar proyectos y manuscritos sobre as-
pectos de biologia celular y molecular. Para ello
estoy en cierta desventaja con los bioquimicos,
que han estado toda la vida manejando estos
temas. Por otro lado, tengo la ventaja, y aqui
estéa el truco, de que conozco muy bien la reali-
dad del problema clinico que pretendemos
abordar.

En cuanto a la capacidad de combinar ambas
cosas, depende del area en la que se trabaja.
Por ejemplo, en nuestro laboratorio tenemos un
cardidlogo que trabaja dos dias en la unidad co-
ronaria y tres dias en el laboratorio. En el labo-
ratorio trabaja en trombosis y en el papel de las
plaguetas en el dafio miocardico y en la clinica
también trata con plaquetas, con lo cual es fa-
cil trabajar con plaquetas en los dos ambitos.
Sin embargo, en otras areas es muy dificil po-
der compatibilizar una cosa con la otra. Por Ul-
timo, me gustaria sefialar que algunos investi-
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gadores consideran que la investigacion clinica,
generalmente realizada por clinicos que atien-
den pacientes, es conceptualmente sencilla 'y
quizas de un nivel intelectual menor que la in-
vestigacion basica, muchas veces realizada por
“investigadores profesionales”. Creo que es im-
portante darse cuenta de que ambas formas de
investigacion, la mas bésica y la mas aplicada,
son esenciales y complementarias y que la in-
vestigacion clinica de calidad tiene la misma
dignidad intelectual que la que se realiza ente-
ramente en el laboratorio.

Y. ALvarez: En los experimentos que has presen-
tado, me ha parecido entender que cuando se
reperfunde en el corazén podria aumentar la
muerte celular con el tiempo. ;Esto tiene algu-
na correlacion con las troponinas?

D. Garcia-DoraDO: Las troponinas son moléculas
de gran tamafio especificas del miocardio que
aparecen en sangre en caso de lisis de mem-
brana y, por tanto, son un marcador. Efectiva-
mente, la reperfusion causa muerte celular.
¢Qué ocurre? Que la muerte celular que causa
es siempre menor que la que se produciria si no
se hubiese realizado la reperfusion. Por ejem-
plo, nosotros tenemos diez miocitos isquémi-
C0s, con isquemia intensa, y en el momento de
la reperfusion se mueren siete, pero hemos sal-
vado tres con la reperfusion. A nivel experi-
mental nosotros, en el momento de reperfundir,
intentamos que en vez de morirse siete, mue-
ran tres miocitos. Por tanto, esto confirma que
la reperfusion deba considerarse tratamiento de
primera linea y como condicién sine qua non
para que podamos realizar luego otro trata-
miento en el paciente con oclusion coronaria e
infarto de miocardio.

S. EriLL: ;Se han hecho estudios con hipoxia en
la reperfusion?

D. Garcia-DoraDO: Se han hecho, lo que ocurre
es que en realidad no se trata de reperfusion, ya
que las arritmias aparecen en el momento de
restaurar el flujo o en el momento de restaurar
el oxigeno y la respuesta es muy local y poco
trascendente. Lo que si es importante es que
desde hace mucho tiempo se han realizado es-
fuerzos modificando las condiciones de reper-
fusion, y esto en el campo de la cirugia cardio-
vascular se ha aplicado desde hace tiempo de
manera empirica (en el campo de la cardiologia
se ha aplicado menos). Ocurre que el paradig-
ma de por qué las células se mueren ha cam-
biado. Primero se discutia si las células podian
morir en el momento de la reperfusion o si po-
dian estar ya muertas. Esto ocurria en parte por-
que los experimentos que se hacian para evitar
la muerte celular no eran muy claros. El meca-
nismo de muerte no estaba claro y se pensaba
que los radicales libres del oxigeno eran el fac-
tor critico. Ahora, gracias al trabajo de muchos
grupos durante muchos afios, hemos llegado a
la conclusién de que los radicales libres ejercen
un papel que puede ser importante en deter-
minados aspectos de todo este complicado y
demostrado esquema, pero que no son el Uni-
co factor. Se pueden corregir otros factores para
salvar células que de otra manera iban a morir.
La isquemia produce acidosis y la normaliza-
cion del pH rapida durante la reperfusion es tre-
mendamente deletérea. Si se logra hacer que
sea mas progresiva y mas tardia se obtienen
claros beneficios terapéuticos. Por tanto, lo que
hace falta es desarrollar farmacos que sean ca-
paces de hacer esto a través de las vias mas
adecuadas.
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Introduccion

La leucemia aguda linfoblastica (LAL) es la va-
riedad mas frecuente de leucemia aguda y el tipo
de neoplasia de mayor prevalencia en los nifios.
Se trata de una leucemia de relativamente buen
prondstico, con una supervivencia libre de enfer-
medad de hasta el 80% a los 5 afios en nifios sin
factores de riesgo, aunque estas cifras se redu-
cen de forma importante en pacientes adultos o
cuando se afiaden factores de mal prondstico?.

En este sentido, es bien conocida la influencia
sobre la supervivencia de la edad, el niUmero ele-
vado de células al diagnostico, las caracteristicas
inmunofenotipicas, la asociacion de determina-
das alteraciones genéticas (especialmente el re-
ordenamiento bcr-abl o las alteraciones de la re-
gion 11g23) o la respuesta al tratamiento?3.

Con la LAL se han asociado multiples altera-
ciones citogenéticas y moleculares, afectando a
diferentes mecanismos de activacion/inactivacion
genética. Se han descrito alteraciones molecula-
res en la apoptosis* o en la adhesividad celular®
asf como otras relacionadas con la proliferacion
tumoral, que acontecen en el ciclo celular®7.
Entre éstas, p21 es una proteina de la familia de
los inhibidores de cinasas dependientes de cicli-
na, que se activa a partir de p53, y detiene el
paso desde la fase GO a la fase G1 del ciclo ce-
lular en células dafiadas o neoplasicas facilitan-
do la apoptosis®. En modelos in vitro, p21 se ha
mostrado capaz de inhibir la proliferacion tumo-
ral° y, en algunas lineas celulares leucémicas
tanto mieloides como linfoides, la expresion de
p21 se encuentra disminuida®1, Este descenso
de actividad de p21, como la mayor parte de las
alteraciones observadas en la LAL, no parece de-
berse a mutaciones, translocaciones o pérdidas
de heterocigosidad'?, por lo que se han propug-
nado para explicarlas mecanismos epigenéticos
de regulacién del genoma, entre los que destaca
la metilacion del acido desoxirribonucleico
(ADN)3.

Proceso de metilacion del ADN

El proceso de metilacion tiene lugar en los nu-
cleétidos de citosina (C) de las células eucariotas
que se transforman en 5’-metil-citosina (5-m-C)
por accion de diversas metiltransferasas!. Este
fenémeno sélo ocurre cuando la citosina prece-
de a la guanina en forma de dinucleétidos CpG
(citosina-fosfato-guanina), los cuales se encuen-
tran ampliamente distribuidos por el genoma,
pero se concentran de forma caracteristica en
determinadas zonas conocidas como “islas
CpG”, especialmente susceptibles de ser metila-
das. Las islas CpG suelen disponerse en las re-
giones promotoras de gran numero de genes 'y
habitualmente se hallan desmetiladas, permi-
tiendo la normal transcripcion del gen'4.

Consecuencias y funciones fisioldgicas
de la metilacion del ADN

Sin embargo, cuando las regiones promotoras
se metilan, la transcripciéon normal de los genes
implicados resulta inhibida, produciendo lo que
se conoce como silencio transcripcional®>16. Va-
rios mecanismos se han propuesto para explicar
como se bloquea la transcripcion génica, inclu-
yendo el bloqueo directo de la fijacién de factores
transcripcionales por la presencia de los grupos
metilo, o de forma indirecta debido a la mayor afi-
nidad de la 5’-m-C por proteinas fijadoras de de-
acetilasas de histonas, o0 mediante la organiza-
cion de cromatina inactiva alrededor de las islas
CpG metiladas!4-1,

En cualquier caso, tanto la metilacion como el
silencio transcripcional que genera cumplen una
mision fisiologica inactivando regiones del geno-
ma cuya transcripcion puede resultar perjudicial
para la célulal415. De este modo la metilacién
permite inactivar secuencias parasitas del ADN
(procedentes de virus, de trasposomas, etc.), si-
lenciar regiones del cromosoma X, reorganizar los
estados activo e inactivo de la cromatina, blo-
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quear la expresion de genes en determinados te-
jidos, o permitir el imprinting génico415,

Papel de la metilacion en el desarrollo tumoral

No obstante, los procesos de metilacion pue-
den ocurrir de forma anémala o en genes pro-
motores inadecuados, lo que se puede traducir
en la aparicion de procesos patolégicos. De he-
cho, se han descrito trastornos de la metilacion
de diversos genes en las células neoplasicas de
casi cualquier estirpe, incluyendo la LAL6-18,

En la patogenia de los tumores, la metilacion
puede intervenir tanto por exceso como por de-
fecto. La hipometilacién puede contribuir al desa-
rrollo de tumores al permitir la transcripcion de
oncogenes normalmente silenciados de forma fi-
siolégica. Del mismo modo, zonas cromosémicas
inactivadas por metilacién pueden perderse du-
rante la segregacion si el nivel de metilacion esta
disminuido®>17, La hipermetilacién, por su parte,
favorece la aparicion de mutaciones espontaneas
por desaminacion transformando la 5-m-C a ti-
minal416, Sin embargo, el mecanismo oncogéni-
co mejor conocido es el silencio transcripcional
por hipermetilacion de genes supresores, que
implica el bloqueo de expresion de éstos y, por
tanto, facilita el crecimiento tumoral*’-2%, En este
apartado se podria incluir la hipermetilacion de la
region promotora de p21.

Hipotesis de trabajo

Nuestro planteamiento partiria de que la meti-
lacion de determinados genes supresores, en par-
ticular p21, se va a encontrar aumentada en pa-
cientes con LAL, disminuyendo su expresion y
condicionando la evolucion de la enfermedad.

Material y métodos

Sujetos de estudio

Se analizaron 124 pacientes con diagnéstico
de LAL. Para ello se recogieron muestras de mé-
dula 6sea de los pacientes en el momento del
diagndstico y se realizd la extraccion de ADN y
acido ribonucleico (ARN). Treinta médulas dseas
sin alteraciones fueron usadas como controles.

Determinacion del grado de metilacion

Diversas técnicas se han empleado para de-
tectar metilacion del ADN®, Entre ellas, la diges-
tion con enzimas de restriccion sensibles a la me-
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tilacion ha sido progresivamente sustituida por
otras basadas en la desaminacioén de la citosina
por bisulfito sédico?2. Con esta técnica, las mues-
tras de ADN se incubaban con bisulfito, transfor-
mando las bases de citosina no metiladas en ura-
cilos. A diferencia de las citosinas no metiladas,
las metiladas se encuentran protegidas de la ac-
cion del bisulfito. Posteriormente, en todos los ca-
sos se realizaba una amplificacion diferencial de
las secuencias metiladas y no metiladas de la re-
gion promotora de p21 mediante una reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), y el producto
amplificado se sometia a electroforesis en un gel
de agarosa??23, Se comparo el grado de metila-
cion con el de sujetos sanos y con el de un ADN
comercial metilado en todos sus genes.

Expresion de ARNm de p21

Tras la extraccion en fresco de ARN de las
muestras, se determind su nivel de expresion de
p21, con el objetivo de correlacionarlo con el gra-
do de metilacion. Para ello, se realizaba una re-
trotranscripcion del ARN transformandolo en
ADNCc y a continuacién una PCR especifica para
amplificar p2123. Simultdneamente, se determi-
naba un gen de referencia (RARa), que se utili-
zaba como control de la integridad de la muestra.

Resultados

Grado de metilacion y nivel de expresion
de p21

Los sujetos controles mostraron un cierto gra-
do de metilacion de la region analizada que se
consideré como nivel basal (ratio con B-actina
entre 0,4y 0,8). En comparacién con este nivel,
un 41% de los pacientes con LAL mostré un in-
cremento del grado de metilacion de p21 (mas
de 3 desviaciones por encima del nivel basal) (fig.
1A). La hipermetilacién de p21 se asocio, como
era de esperar, a un descenso de la expresion del
ARNmM del gen en estos pacientes (fig. 1B).

Supervivencia en pacientes con leucemia
aguda linfoblastica en funcion
del grado de metilacion

Los sujetos con hipermetilacion de p21 mostra-
ron una menor supervivencia libre de enfermedad
(59 frente a 6%) y una menor supervivencia glo-
bal (65 frente a 8%), con un seguimiento de 7 'y
9 afios, respectivamente, que aquellos no hiper-
metilados (fig. 2A y B). Estas diferencias se ob-
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Metilacion

Expresion

Fig. 1Ay B. A) Grado de metilacion de la region promotora de p21 en una médula 6sea sana y en 4 pacientes de leu-
cemia aguda linfoblastica (LAL). En todos los casos se observé metilacion de p21, por lo que se realizé una cuantifi-
cacion relativa con respecto a un gen control (B-actina), el cual se amplifico simultaneamente. Los valores de la ratio
p21/3-actina se representan para cada caso en la parte inferior de la figura. En los casos LAL 1, 2 y 4, el grado de me-
tilacion superd en mas de 3 DS el observado en los controles, por lo que se consideré que p21 se encontraba hiper-
metilado. LAL 3 no mostré diferencia de metilacion con respecto a la médula sana. B) Nivel de expresion de &cido ri-
bonucleico mensajero (ARNm) de p21 en los mismos sujetos representados en A. Como se puede observar, p21 no
se expreso en los pacientes con hipermetilacion de la region promotora, haciéndolo de forma normal en el sujeto sano
y en el paciente no hipermetilado. La banda superior, presente en todas las muestras, corresponde al gen RARo., que
se empled como referencia de la integridad del ARNm.

servaron tanto en nifios como en adultos, y no se
relacionaron con ninguno de los factores pronos-
ticos habitualmente utilizados para LAL (edad, hi-
perleucocitosis, inmunofenotipo, citogenética).
De hecho, el anélisis multivariante demostré que
la metilacién de p21 constituye un factor pronos-
tico independiente y con mayor potencia estadis-
tica que la mayoria de los conocidos para la evo-
lucién de la LAL.

En posteriores estudios se ha ampliado el nu-
mero de genes analizados (hasta 15) y las vias
metabdlicas implicadas (ciclo celular, apoptosis,
diferenciacion o adhesividad), con el objetivo de
comprobar si el patron de metilacion en si, en lu-
gar de la actuacién especifica de algunos genes,
determinaba el prondstico de la LAL. Los resulta-
dos demuestran que sélo un 23% de los pacien-
tes no tenfan ningun gen metilado, lo que se aso-
ciaba con una mayor supervivencia (fig. 3A'y B).
El nivel de metilacion, analizado en funcion del

numero de genes metilados, determinaba tanto
la supervivencia libre de enfermedad como la su-
pervivencia global en estos pacientes, y constituia
una de las principales variables pronésticas en el
anélisis multivariante.

Conclusiones

Un amplio grupo de pacientes con LAL mues-
tra hipermetilacion del gen supresor p21 que se
asocia con disminucion de la expresion de dicho
gen.

La hipermetilacién de p21 constituye un factor
de riesgo independiente en pacientes con LAL y
se asocia a un descenso de la supervivencia libre
de enfermedad y de la supervivencia global.

La metilacién del ADN, como proceso asocia-
do a la LAL, representa un factor pronostico ne-
gativo independiente y de gran potencia en estos
pacientes.
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Fig. 2A y B. A) Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con leucemia aguda linfoblastica en funcion del gra-
do de metilacion de p21. Los pacientes hipermetilados muestran una supervivencia significativamente menor que los
que presentaban un grado de metilacion normal. B) Supervivencia global en los mismos pacientes. Se puede obser-
var una mortalidad significativamente superior en los pacientes hipermetilados con respecto a los que mostraban un
nivel normal de metilacion de p21.
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Fig. 3A y B. A) Supervivencia libre de enfermedad en pacientes con leucemia aguda linfoblastica en funcion del nu-
mero de genes metilados. Los pacientes sin genes metilados muestran una supervivencia significativamente mayor
que los que tienen alguin gen metilado. Dentro de éstos, el prondstico empeora a medida que el ndmero de genes me-
tilados aumenta. B) Supervivencia global en los mismos pacientes. La mortalidad es significativamente menor en los
pacientes sin metilacion frente a aquellos con 1 o 2 genes metilados, los cuales también muestran mayor superviven-
cia que los que presentan 3 0 mas genes metilados.
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Discusion

Considero que el proyecto presentado, realiza-
do en estrecha colaboracién con la Unidad de
Biologia Molecular del Servicio de Hematologia
del Hospital Reina Sofia de Cérdoba, cuyo res-
ponsable es el Dr. Roman Gémez, representa de
forma adecuada como se pueden relacionar la
investigacion basica y la medicina clinica. En éste
se hace converger una hipotesis molecular con
sus consecuencias a nivel clinico. Esto requiere
un detallado analisis de los fundamentos mo-
leculares de la enfermedad y el empleo de técni-
cas de laboratorio no sistematicas; pero, a la vez,
obliga a una recogida cuidadosa de muestras de
pacientes y a conocer de cerca su evolucion.

En este sentido, la hematologia, a diferencia de
otras especialidades, abarca tradicionalmente
tanto el cuidado de pacientes como su estudio en
el laboratorio; y, por tanto, establece de forma
mas espontanea la relacion entre los dos aparta-
dos. En este contexto la investigacion basicay su
integracion con la clinica es probablemente me-
nos sorprendente que en otros &mbitos. Habria
que destacar que el laboratorio de hematologia
se desarrolla para dar cobertura a unos pacien-
tes muy distintos (desde la coagulacién hasta la
oncohematologia, o desde la hemoterapia al tras-
plante de 6rganos), pero también extraordinaria-
mente demandantes en cuanto a la busqueda de
soluciones, por su gravedad o por su complejidad
(pensemos en los pacientes trasplantados, pe-
diatricos, hemofilicos, oncoldgicos, etc.). Esto
conlleva la continua generacion de hipotesis y la
extension de la tecnologia para los estudios mas
basicos (ahi estan las stem cell, los trasplantes de
cordon, los estudios citométricos o moleculares),
pero también su mas inmediata aplicabilidad
préactica (las infusiones de linfocitos, los Acs mo-
noclonales, los inhibidores de la tirosincinasa). La
integracion de los dos aspectos puede observar-
se igualmente en las revistas de la especialidad,
en los congresos y reuniones de ésta, o en la for-
macion de los residentes.

Laboratorio de biologia molecular
en hematologia

También en este contexto se enmarca la Unidad
de Biologia Molecular, que en nuestro servicio tie-
ne una vida relativamente corta (unos 6-7 afios),
pero que ha crecido de forma exponencial, y
cuyo responsable es el Dr. Jiménez Velasco. La
unidad se crea nuevamente como una forma de
proporcionar soporte a las necesidades de nues-
tros pacientes, especialmente oncolégicos, que

no pueden ser asumidos por otros servicios ge-
nerales dada la velocidad de desarrollo de estas
técnicas (marcadores tumorales, quimerismo
postrasplante, etc.). Tales estudios requieren al-
guien préximo a la hematologia y con amplia de-
dicacioén para su puesta en marcha. Este trabajo
asistencial es el que ha permitido la optimizacion
de técnicas y la ampliacion del campo de estudio
para posteriormente ser aplicado a la investiga-
cion. Sin embargo, presenta el inconveniente de
la escasa formacion en estas materias, que obli-
ga en muchas ocasiones a funcionar de forma
autodidacta, aprendiendo en gran medida por
ensayo y error.

Actualmente, el laboratorio esta compuesto por
una técnico de laboratorio, un bhiélogo becario
posdoctoral, un médico especialista investigador
y un médico especialista de plantilla, responsa-
ble del grupo. Naturalmente, las necesidades
asistenciales ocupan la mayor parte de la jorna-
da, y las limitaciones de tiempo y de personal
(por no citar las econémicas) se suplen con de-
dicacion extra y mediante colaboraciones con
otros grupos y otros hospitales, coordinando las
técnicas para permitir economizar tiempo, dine-
ro y personal. Estas colaboraciones han sido es-
pecialmente fructiferas con el grupo de Cérdoba
(Dr. Roman) y con los hospitales Gregorio Mara-
fion de Madrid y la Clinica Universitaria de Na-
varra.

Lineas de trabajo

Ademas de la linea sobre el “papel de la meti-
lacién de genes en la oncogénesis y el pronosti-
co de neoplasias hematolégicas”, nuestro grupo
desarrolla también una linea, con financiacion
FIS coordinada con el Hospital Gregorio Mara-
fidn, sobre “quimerismo hematopoyético me-
diante PCR cuantitativa en tiempo real en pa-
cientes sometidos a trasplante alogénico por
leucemia aguda” y otras sobre “mecanismos mo-
leculares de la respuesta a farmacos en pacien-
tes oncohematoldgicos”.

Tanto el trabajo presentado como las lineas
mencionadas demuestran que es posible y util,
aungue actualmente no sea un camino facil, rea-
lizar investigacion basica en el &mbito clinico; y
habria que animar a las generaciones futuras a
ampliar y mejorar este aspecto de su formacion y
del ejercicio de su actividad médica.
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D. Garcia-OLmo: (Existe alguna herramienta clini-
ca para evitar la hipermetilaciéon o para mejorar
en este aspecto?

M. Barrios: Existen farmacos, como la 5-aza-ci-
tidina o la 5-aza-deoxicitidina, capaces de dis-
minuir la metilacion. Se dispone tanto de datos
in vitro como in vivo pero con resultados que no
son totalmente satisfactorios. Parece que fun-
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cionan mejor in vitro, puesto que in vivo se pro-
ducen efectos toxicos asociados probablemen-
te al hecho de que se trata de farmacos no es-
pecificos que actlan sobre un proceso muy
generalizado como es la metilacion. Se sigue
trabajando en esta linea y se trabaja también en
lineas ligadas a la hipermetilacién y al silencio
transcripcional, el cual parece que no depende
s6lo de la accion de la metiltransferasa sino
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también de la acetilaciéon de histonas y de otra
serie de componentes en los que es facil que
podamos encontrar dianas terapéuticas. Lo di-
ficil probablemente sera desarrollarlas.

D. Garcia-OLmo: Observando las curvas de Ka-
plan-Meier de supervivencia a uno se le debe
guedar muy mala cara cuando ve que un pa-
ciente estd hipermetilando p21. ;Cambiais
vuestra actitud clinica en estos pacientes?

M. BARRIOs: Se trata de datos todavia muy re-
cientes. No se han incluido aun en nuestros
protocolos clinicos y terapéuticos, mientras que
los factores de riesgo que comentaba al princi-
pio si que estan incluidos. Probablemente la
metilacién o algun tipo de variable de ese tipo
deberan incluirse también en los protocolos en
un futuro. La actitud clinica en estos casos casi
siempre consiste en utilizar terapias mas agre-
sivas para pacientes de mas riesgo. Ahora mis-
mo sabemos que los pacientes hipermetilados
deberian entrar en los grupos de mas riesgo y
recibir terapias mas agresivas.

F. SoriGUER: ;Hay factores ambientales que mo-
dulen la metilacion o es sélo un proceso endé-
geno?

M. BARRIOS: ES un proceso de regulacién génica.
La metilacion es un proceso estable pero muy
dindmico, que esta activandose y desactivan-
dose continuamente. De hecho, la metilacion
es responsable de que determinados genes se
transcriban solamente en determinados tejidos
y no en otros, o de que en la segregacion de los

cromosomas se segreguen unas partes y no
otras, o de que se puedan inactivar determina-
dos genes y no otros. Por tanto, la metilacion, al
ser un proceso dindmico, esta sometida a todos
los agentes ambientales que pueden producir
dafio genético. Sin embargo, es mal conocida la
génesis de la metilacion. Es un proceso sobre el
que tenemos muy poco control. Sabemos
cuando ocurre y sabemos que podemos modi-
ficarlo, pero no tenemos control sobre qué se
esta produciendo, qué lo puede generar o don-
de se pueden producir esas alteraciones que
luego dan origen a las células tumorales.

Y. ALvarez: ¢Se sabe si la mutacion del p21 y del
p53 es por hipermetilacion?

M. BARRIos: Los conceptos de mutacion y de me-
tilacion son independientes. El concepto de
mutacién implica una alteracion de la secuen-
cia génica, de la estructura del ADN, mientras
que en la metilacién no hay alteracién de la se-
cuencia. Lo que hay es una alteracion de la
transcripcion del gen. Parece que mutacién y
metilacion estan muy ligadas en las células tu-
morales, porque muchas veces las consecuen-
cias son las mismas. El p53, cuando se muta,
produce una proteina que no es funcional y
cuando se hipermetila p21 se produce la au-
sencia de su proteina, con lo que al final la con-
secuencia biologica viene a ser la misma, pero
se trata de conceptos totalmente diferentes. En
cualquier caso, se desconoce si concretamen-
te las mutaciones de p53 pueden deberse 0 en
qué porcentaje a estados de hipermetilacion
previos.
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Introduccion

La necesidad de tratamientos protésicos im-
plantosoportados de larga duracién es cada vez
mas habitual en la practica clinica diaria.

La utilizacion de estos sistemas de sustitucion
protésica se acompafia de un porcentaje de fallo
del implante nada despreciable, significando, a
veces, la imposibilidad de recurrir de nuevo a
esta técnica.

Los procedimientos experimentales utilizados
con éxito para mejorar la osteointegracion de los
implantes dentales se han limitado a variaciones
en el disefio y a tratamientos de superficie.

Numerosos autores” han demostrado que los
implantes con la superficie tratada presentan una
unién a hueso mejor que aquellos simplemente
mecanizados.

Los diferentes tratamientos que se han utiliza-
do de manera experimental pueden agruparse
en tres apartados®:

1. Adicién de material. Proyeccion de plasma
de titanio; recubrimiento con hidroxiapatita.

2. Sustraccion de material. Mediante chorrea-
do con particulas y/o grabado acido.

3. Madificacion del material. Es posible modi-
ficar la superficie de los implantes sin afiadir ni
eliminar material. Disponemos de tres técnicas,
fundamentalmente:

3a. Tratamiento térmico con cafion de electro-
nes.

3b. Tratamiento mediante laser.

3c. Implantacion iénica®12,

El contenido de este capitulo procede, en parte, del articu-
lo publicado en Clin Oral Implants Res 2003;14:57-62.

En el presente trabajo realizamos una valora-
cion histomorfométrica de la osteointegracion de
implantes dentales de uso clinico tratados en su-
perficie mediante implantacién iénica®3. Con di-
cho tratamiento pretendemos la modificacion de
su estructura superficial a fin de mejorar la inter-
accion de dicha superficie con las moléculas bio-
l6gicas del entorno de una manera intima y du-
radera#15,

Valoramos, asi mismo, las posibles diferencias
cuantitativas, en cuanto a porcentaje de contac-
to hueso-implante (%CHI), entre el titanio co-
mercialmente puro (Ticp) y el TiGAI4V, entre im-
plantes tratados y controles, entre los diferentes
tratamientos i6nicos y entre las zonas de inser-
cion de los implantes en hueso (zonas de mayor
0 menor densidad 6sea).

Material y método

Técnica de implantacion idnica

La implantacién ionica es una tecnologia de
alto vacio que puede realizarse a temperaturas
controladas. Consiste en bombardear una super-
ficie con iones previamente seleccionados y ace-
lerados a altas velocidades. Los iones disrumpen
la superficie del material gracias a la alta energia
cinética con que son propulsados, penetrando en
su red atbmica y quedando atrapados en ella, lo
que implica modificaciones de las capas mas su-
perficiales. La zona implantada forma parte inte-
gral del material, evitando los riesgos de delami-
nacion de los revestimientos. No supone pérdida
alguna del material de base, lo que resulta ven-
tajoso respecto a las técnicas de sustraccion.

Las mejoras que podemos obtener mediante
estos cambios de la superficie son de tipo meca-
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nico (mayor resistencia al desgaste y a la friccion,
mayor dureza del material)®15-18, de tipo quimico
(mayor resistencia a la corrosién, menor lixivia-
€ion)1920, electroquimico (mayor estabilidad i6ni-
ca)?! y biolégico (mayor adsorcion tisular)?2-24,

Es una técnica muy versatil, permitiendo se-
leccionar los tipos de iones con los que efectuar
el tratamiento en funcion de las caracteristicas
que deseemos modificar.

En definitiva, se trata de un proceso limpio, ver-
satil, altamente controlable y reproducible, que
produce modificaciones intrinsecas de las capas
mas superficiales, respetando la estructura y ca-
racteristicas del material de base.

Implantes seleccionados
Yy grupos de tratamiento

Previamente, realizamos un andlisis estructu-
ral de diversos implantes comerciales a fin de
asegurarnos la pureza, en cuanto a su composi-
cion quimica, de aquellos a seleccionar?.

Utilizamos 88 implantes dentales comerciales,
44 de Ticp (Impla-Med-Sterngold™, Sunrise, Fl,
EE.UU.) y 44 de Ti6Al4V (Sulzer Calcitek Inc.™,
Carlsbad, CA, EE.UU.). Para cada tipo de com-
posicion metalica (Ticp y aleacién) se hicieron
cinco grupos de ocho implantes cada uno. Uno
de los grupos de cada material quedo sin trata-
miento, como control. El segundo grupo fue tra-
tado mediante la implantacién de iones CO*. El
tercero, mediante ién nitroégeno (N*). El cuarto,
mediante i6n carbono (C*). Finalmente, el quin-
to se tratd con ién nedn (Ne*); en este caso, de-
bido a la escasa reactividad quimica, en princi-
pio, de dicho i6n y que, sin embargo, producia un
incremento de la reactividad superficial en el ti-
tanio®®, se le introdujo a continuacién en una so-
lucién proteica (colageno), grupo que se deno-
mind neodn-colageno (Ne+Col). Los tratamientos
sobre los implantes se hicieron mediante un im-
plantador iénico Danfysik® serie 1090, con una
energia entre 50 y 200 keV, durante 10 minutos,
promedio.

Animales, anestesia y técnicas quirdrgicas

Utilizamos 22 conejos albinos tipo Nueva Ze-
landa, con un peso medio de 4.700 g. Dos de
ellos fallecieron tras la intervencién quirdrgica.
Cuatro implantes de cada material se perdieron
con los dos conejos fallecidos.

La anestesia se realiz6 con clorhidrato de tiacina
(3,5 mg/500g i.m.) y ketamina (18 mg/500 mg
i.m.), completandose a nivel local con lidocaina
1:100.000, 1 ml en cada pata.
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En el medio estéril del quiréfano experimental
se procedid a la insercion de dos implantes den-
tales en cada una de las dos mesetas tibiales del
conejo, siguiendo el protocolo establecido y se-
gun la técnica aconsejada por las casas comer-
ciales.

Se hizo profilaxis antibi6tica con penicilina ben-
zatina (50 x 108 Ul/kg/semana i.m.) y desinfec-
cion de la zona quirdrgica con povidona yodada.
Los dias siguientes a la intervencion quirdrgica se
administrd tratamiento analgésico con acetil sali-
cilato de lisina (10 mg/500 g i.m.) y limpieza de
las heridas quirurrgicas con clorhexidina (0,12%).
Los puntos cutaneos de seda 3/0 se retiraron a
los 10 dias.

Los conejos permanecieron durante 3 meses
en jaulas individuales automaticas, en medio
controlado de luz y temperatura, periodo tras el
cual fueron sacrificados en camara de monoxi-
do de carbono, previa sedacién con diacepan
(5 mg/kg i.m.), procediéndose a la extraccion de
las mesetas tibiales en bloque que contenian los
implantes.

Preparacion de los espécimenes

Se procedio a la valoracién visual y radiografi-
ca de los bloques 6seos, apreciando las posibles
zonas de lisis o, por el contrario, de sobrecreci-
miento 6seo periimplantarias. En el laboratorio
realizamos la preparacion de los cortes histologi-
cos siguiendo la técnica de separacion, corte y
pulido fino de Donath??. Obtuvimos 320 cortes de
50 p de espesor, de los cuales seleccionamos los
dos mejores por implante desde el punto de vis-
ta macroscopico. Estos 160 cortes fueron some-
tidos al proceso de tincion, utilizando las técnicas
de Martins y de Masson.

Anadlisis histomorfométrico

La valoracion del %CHI de las preparaciones
histologicas la efectuamos mediante microscopia
de luz, previa captura de las imagenes con un
sistema de macrofotografia digital (Nikon™) y un
analizador de imagenes Omnimet®.

Microscopia electronica de barrido
Yy microsonda de electrones

Algunas de las muestras fueron estudiadas por
microscopia electrénica de barrido (SEM) me-
diante un microscopio JEOL JXA-8600 con mi-
crosonda de electrones (EDS) a fin de valorar las
areas de calcio en contacto con implantes trata-
dos y controles.
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Espectroscopia de fotoelectrones
de rayos X (XPS)

Esta técnica consiste en irradiar la muestra con
rayos X blandos, analizando la energia de los
electrones emitidos. Como cada elemento tiene
una distribucion energética de orbitales particu-
lar, es posible la identificacion de los elementos
presentes en las primeras capas atomicas. A fin
de analizar el tipo de union que se establece en-
tre el hueso y el implante, cinco de las muestras
tratadas fueron sometidas a este tipo de estudio.

Estadlistica

Los valores, expresados en %CHI, fueron pro-
cesados estadisticamente mediante una hoja de
calculo. Para el estudio estadistico a doble ciego
utilizamos el método ANOVA y la “t” de student
para los grupos reducidos (dos series apareadas).

Resultados

Valoracion histomorfométrica

Comparacion segun la densidad 6sea. La media
de %CHI para ambos materiales insertados en la
epifisis tibial fue del 74,44%, mientras para los
colocados en la metéfisis fue del 55,73%.

Implantes colocados en la zona epifisaria. No

nificativas entre los diferentes grupos de trata-
miento y los controles insertados en la zona epi-
fisaria, siendo el %CHI muy elevado en todos
los casos, tanto para el Ticp como para el
Ti6AI4V.

Implantes colocados en la zona metafisaria.
Para los implantes colocados en la metéfisis, el
%CHI de los implantes de Ticp no tratados fue
del 43,31%, mientras que ascendia al 55,08%
para aquellos del mismo material tratados me-
diante implantacion iénica, en su conjunto. En el
caso del Ti6Al4V, el grupo control obtuvo una
media de %CHI del 52,04%, aumentando hasta
el 60,72% de media para los implantes tratados,
en conjunto.

Los resultados, expresados en %CHI, obteni-
dos para cada grupo de tratamiento mediante los
diferentes iones en cada uno de los dos materia-
les, colocados en la metéfisis tibial, se expresan
en las figuras 1y 2.

Diferencias segun materiales. La media de
%CHI para el Ticp en conjunto, tratados mas
controles, fue del 52,72%, mientras que para el
Ti6AI4V fue del 58,89%.

En las figuras 3 a 6 podemos apreciar, tan-
to por microscopia de luz como por SEM, los
cordones de hueso denso, de estructura lami-
nar, que migran desde las diferentes zonas
corticales hacia la superficie del implante tra-

se apreciaron diferencias estadisticamente sig- tado.
100
80 69,5
48,71

N Control

CO Ne + Col ©

Fig. 1. Porcentaje de contacto hueso-implante para los diferentes grupos del Ticp insertado en la metafisis.

75



LA INVESTIGACION EN UN ENTORNO ASISTENCIAL. ALGUNAS REFLEXIONES Y EJEMPLOS

0 84,65
80 —
60 — 52,05 53,06 54,10 57,08
40 —
20
0 | : |
Control Ne + Col N c o0

Fig. 2. Porcentaje de contacto hueso-implante para los diferentes grupos de Ti6Al4V insertado en la metafisis.

Valoracion por microscopia electronica
de barrido y microsonda de electrones

Apreciamos, en primer lugar, el intimo contac-
to que se produjo entre hueso e implante (fig. 7).

Al realizar densiometria de calcio apreciamos
zonas de baja densidad no catalogadas como
hueso en la microscopia de luz, que, sin embar-
go, el analisis por EDS valoré como tal, en proce-
so de calcificacion (fig. 8).

En estas zonas, llevadas a mayores aumentos,
pudimos observar la estructura ésea de éstas

Fig. 3. Cordones de hueso denso migrados desde las

corticales hasta la superficie del implante (tratado con (figs. 9y 10).
CO*; Martins, x10).

Analisis mediante espectroscopia
de fotoelectrones de rayos X (XPS 0 ESCA)

Los elementos atdmicos que se encontraban
presentes en las primeras capas de interfase
hueso-implante figuran en la tabla I.

La figura 11 corresponde a una magnificacion
del pico Ti 2p3, donde se observa un pico de ma-
xima energia (458,3 eV) situado entre el valor del
oOxido de titanio (TiO: 459) y el del titanio organi-
co de sintesis (dicloruro de titanocenato: 457,2).

Discusion

El intento de realizar comparaciones validas
con otros estudios hitomorfométricos, efectuados
con diversos tratamientos de superficie, resulta
muy dificil, dadas las diferencias en las condicio-
nes de su realizacion o de los parametros utiliza-
dos en éstos para la valoracion.

1358 33 AN LT y
Fig. 4. Cordon 6seo que forma hueso laminar en el fon-
do de una de las estrias del implante.
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fam

Fig. 5. Implante control. Sélo su tercio coronal (30%
CHI), en contacto con la zona cortical, se encuentra ro-
deado de hueso denso (Martins, x10).

TABLA |
ELEMENTOS ATOMICOS ENCONTRADOS,
MEDIANTE ANALISIS XPS,

EN LA INTERFASE HUESO-IMPLANTE,
EXPRESADOS EN SUS RESPECTIVOS
PORCENTAJES ATOMICOS

Referencia (0] Ti N Ca C P Na
71 36,7 10,9 15 2,7 42,7 39 1,8

No hemos encontrado en nuestra revision bi-
bliografica ningun otro estudio histomorfométrico
que utilice la implantacion iénica como trata-
miento de superficie.

Los valores obtenidos para los diferentes gru-
pos de implantes colocados en la zona epifisaria
fueron muy elevados para todos (74,44% de me-
dia), sin apreciarse diferencias significativas en
ninguno de ellos.

Para los implantes colocados en la metéfisis, la
media de los valores fue del 55,73%, hallandose
siempre valores mas elevados para los grupos
tratados mediante implantacién i6nica en con-
junto respecto a sus controles, tanto para el Tcp
(55,08 frente a 43,31%) como para el Ti6AI4V
(60,72 frente a 52,04%). Las diferencias en %CHI
resultaron ser estadisticamente significativas al
comparar los implantes de Ti6Al4V tratados me-
diante implantacion iénica en conjunto frente al
control de titanio comercialmente puro (p = 0,028).

Mas concretamente, en el caso del Ticp coloca-
do en zona metafisaria, apreciamos un %CHI mas
elevado para los grupos tratados con Ne+Col
(%CHI = 60,88%) que el obtenido con el grupo
control (%CHI = 43,31%), siendo, ademas, el re-
sultado estadisticamente significativo (p = 0,03448)
para el grupo tratado con C* (%CHI = 69,50%).

Fig. 6. Implante tratado mediante implantacion de ion
C*. EI 90% de su superficie esta rodeado de hueso den-
so que ha migrado (Martins, x10).
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Fig. 8. Anadlisis EDS que confirma su naturaleza ésea.
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Fig. 9. Estria de hueso neoformado en proceso de cal-
cificacion.
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Fig. 10. Zona encuadrada de la figura 7 a 3.000 au-
mentos.
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Fig. 11. Espectro de la interfase hueso-implante que
muestra los diversos picos energeéticos.
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En cuanto a los implantes de la aleacion
Ti6AI4V colocados en la zona metafisaria, obser-
vamos para el grupo tratado con CO* un %CHI =
84,65%, siendo el resultado estadisticamente
significativo (p = 0,0025) respecto al control
(%CHI = 52,05%).

No apreciamos diferencias estadisticamente
significativas por el hecho exclusivo de tratarse
de Ticp (valor medio de %CHI = 52,72%) o de
Ti6Al4V (valor medio de %CHI = 58,89%).

Mediante el analisis por XPS pudimos averi-
guar la composicion de los elementos atémicos
presentes en las primeras capas de la interfase
hueso-implante, asi como el tipo de enlace que
se crea entre el titanio tratado por implantacion
i6nica y el tejido 6seo al que se une.

Los elementos presentes en dichas capas (ta-
bla I) correspondian a una estructura esperable
mezcla de proteinas (CHON), cristales de poli-
fosfato célcico (POHCa), sales (Ca, Na) y dxido
metalico (TiO).

En cuanto al tipo de unién implante-hueso,
postulamos que se establece una unién de tipo
enlace covalente entre los atomos de Ti-O-C para
aquellos implantes tratados mediante la implan-
tacion de iones CO*. Cuando vemos de forma de-
tallada el espectro energético correspondiente al
titanio (pico Ti 2p3; fig. 9), observamos que el
maximo de energia se halla a 458,3 (eV) de
energia de enlace, que corresponde a un enlace
Ti-O-C donde el carbono pertenece a una molé-
cula organica compleja. Esta energia de enlace
se encuentra sustancialmente separada de la
del Ti metal (453,89 eV), del nitruro de titanio
(455,8 eV) y del carburo de titanio (454,6 eV). Se
halla situada entre los valores del dxido de titanio
(TiO = 459 eV) y del titanio organico de sintesis
(dicloruro de titanocenato = 457,2 eV). Este en-
lace Ti-O-C presente en la interfase de la superfi-
cie del implante corresponde a la union proteina-
oxido metalico formada durante la permanencia
del implante tratado en el animal vivo.

Lo importante de este hallazgo es que se trata
de un tipo de union mas fuerte y estable que la
unién que se establece mediante enlace ionico,
propia del éxido de titanio y, por supuesto, mayor
que la unién mediante fuerzas de Van der Vaals.

Conclusiones

El presente estudio demuestra que el tratamien-
to de la superficie de los implantes dentales me-
diante implantacion iénica mejora su osteointegra-
cion, no solo de forma cuantitativa (mayor %CHI),
sino, ademas, cualitativa (unién mas fuerte y es-
table).
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No apreciamos diferencias estadisticamente
significativas por el simple hecho de tratarse de
Ticp o de Ti6AI4V. Sin embargo, si que existian
segun la densidad 6sea de la zona de insercion
de los implantes (epifisis-metéfisis tibial).

Las diferencias entre los tratados y controles se
manifiestan especialmente en la metéfisis dsea,
zona de baja densidad 6sea, alli donde, precisa-
mente, mayor interés tenemos en conseguir una
mejora de la osteointegracion. Dicha diferencia
resulta estadisticamente significativa para la im-
plantacion con iones C* sobre el Ticp y CO* sobre
la aleacion Ti6AI4V.

Resulta evidente que las valoraciones histo-
morfométricas deben refrendarse con estudios
paralelos de microscopia electrénica y espec-
troscopia de fotoelectrones. Los autores com-
prenden las dificultades inherentes a la aplica-
cion de estas técnicas, pero creemos que los
datos asi obtenidos enriquecen el conocimiento
de la relacién implante-hueso.
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S. ViDELA: (Disponéis de resultados clinicos de
este nuevo tratamiento?

M.A. be MaezTu: No. Después del estudio que he
presentado realizado con conejos, realizamos
uno con perros Beagle, donde comparamos la
implantacion iénica no sélo con el titanio sim-
plemente mecanizado, sino con los tratamien-
tos de superficie mas utilizados hoy dia en cli-
nica, en cuanto a implantes dentales se refiere.
En este estudio, de nuevo la implantacién ioni-
ca ha demostrado superioridad en cuanto al
porcentaje de hueso unido al implante y ala ra-
pidez en conseguirlo. Tenemos en proyecto el
ensayo clinico, pero todavia no se ha realizado.

J.C. PasToR: (El instituto en el que trabajais se de-
dica a biomateriales?

M.A. b Maeztu: No en exclusiva. Inasmet es un
centro tecnoldgico que nacié por la union de va-
rias empresas del metal de Guipuzcoa que, en
lugar de tener cada una su departamento de in-
vestigacion, crearon este centro dedicado al
anélisis de materiales en el campo de la meta-
lurgia. Con el tiempo, el Centro Tecnol6gico am-
plié sus proyectos de investigacion a otros cam-
pos, como la industria aeroespacial, el area bio
y la medioambiental.

J.C. PasTor: {Con qué fondos contais para la in-
vestigacion?

M.A. bE MaezTu: Un gran porcentaje son fondos
propios, porque, en definitiva, se trata de em-
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presarios que han montado este centro tecno-
l6gico. Pero también se recurre a la participa-
cién de ayuntamientos, diputaciones, Gobierno
Vasco, a fondos del FIS, del Ministerio de Cien-
ciay Tecnologia, a la creacion de empresas de
alta tecnologia, etc. Por ejemplo, crearon una
empresa que se llama Lifenova Biomedical, de-
dicada a biomateriales, y se consiguieron una
serie de ayudas en forma de créditos semilla a
través de un proyecto Neotec. Aparte, son un
centro muy fuerte tecnolégicamente. Se trata de
280 investigadores de todo tipo que mantienen
colaboraciones con otros centros tecnoldgicos
europeos. Desarrollan grandes proyectos en los
que se consiguen financiaciones fuertes para
proyectos europeos multicéntricos.

LL. BLAaNcH: (Por qué hay un porcentaje tan
elevado de fallos en los implantes? ;A qué se
deben? ;Hay mecanismos inmunoldgicos, dife-
rencias entre pacientes, infecciones subyacen-
tes?

M.A. be MaezTu: El porcentaje de fracaso de un
implante en las zonas ricas en hueso denso es
tan s6lo de un 1 0 2%, pero aumenta hasta un
30% cuando se trata de zonas posteriores, don-
de el hueso tiene menor densidad. ;Cual es el
problema? Simplemente que el porcentaje de
hueso que “se agarra” al implante es muy poco.
Entonces, sabemos que ese implante tiene mu-
chas posibilidades de que el dia de mafiana no
tenga una estructura de hueso suficiente que
soporte las fuertes cargas de la masticacion que
va a recibir. Lo que hacemos para comprobar la
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fuerza de unién es que, en el momento en que
van a ser cargados protésicamente, le aplica-
mos un torque de 35 Nw y vemos si lo soporta
o se desprende del hueso. Asi valoramos si real-
mente el implante tiene futuro o no. Luego es-
tan los problemas infecciosos, pero se produ-
cen en un porcentaje muy pequefio, siempre
gue se realice un correcto mantenimiento. ;Qué
es lo que se produce en otras ocasiones? Pro-
blemas de contaminacién de la superficie por-
gue ha estado mal manipulada de fabrica y vie-
ne contaminada. Esto hace que se cree tejido
fibroso en lugar de tejido 6seo alrededor y, a la
larga, provoca el fracaso.

Y. Awvarez: ¢El enlace covalente es el que da du-
reza, el que hace que el material sea mas resis-
tente en movimiento?

M.A. b MaEezTu: El enlace covalente es un tipo de
enlace que en si es mas estable, es decir, que
los electrones son mas estables cuando el en-
lace que se establece es de tipo covalente que
cuando es de tipo ionico, lo que se traduciria
por una mayor estabilidad.

Y. Avarez: ;Y quien hace el enlace covalente?

M.A. be MagezTu: ES una unién, en este caso, de
tres elementos: titanio, carbono y oxigeno.

Y. ALvarez: ¢No se tendria que cambiar el nom-
bre de implantacion iénica por implantacion co-
valente?

M.A. bE MaezTu: No, porque realmente la im-
plantacion es de iones. El enlace de tipo cova-
lente es el que se establece entre la superficie
tratada y el hueso con el que entra en contacto,
gracias a dicho tratamiento. Nosotros trabaja-

mos con el implantador i6nico, una maquina
que se utiliza en otros campos, como el endu-
recimiento de materiales, por ejemplo, para dar
mayor resistencia al desgaste en las prensas, y
otras piezas sometidas a friccion. Creo que en
Europa existen varias de estas maquinas a nivel
de laboratorio (por ejemplo, en Dinamarca y
Alemania), ademas de ésta en San Sebastian.
Aparte de estas utilidades industriales se deci-
di6 buscarle otras aplicaciones y decidimos in-
vestigar su aplicacion en el campo biomédicoy,
en concreto, en el de los implantes dentales.

J. ForTEA: ¢ Trabajan solamente en la mejora téc-
nica de los materiales o estan en colaboracion
con otros grupos que investigan, por ejemplo,
sobre la generacion de masa 6sea en la mandi-
bula o sobre el tratamiento con fibrina? Es una
manera de aunar fuerzas y de aumentar el por-
centaje de éxitos de los implantes, ;no?

M.A. be MaezTu: En el Centro Tecnoldgico Inas-
met se trabaja con otras lineas de investigacion,
como son las espumas de titanio o de cerami-
ca, la hidroxiapatita, o las membranas de cola-
geno que se utilizan para la regeneracion 6sea.
De esta manera, cuando uno se encuentra un
defecto 6seo puede utilizar, para hacer una re-
generacion ésea, una matriz de este tipo, unas
membranas reabsorbibles, un tratamiento de
superficie 0 la suma de varios tratamientos. Esto
se traduce en que si a un paciente le tenemos
que hacer una reseccion de mandibula porque
tiene un carcinoma, por ejemplo, podemos uti-
lizar un poco de todo. Podemos utilizar los blo-
ques de espuma para hacer la reconstruccion,
placas de osteosintesis tratadas y colocar unos
implantes que puedan ser mas activos en su in-
teraccion con el hueso, como es el caso de la
implantacion iénica.
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