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Permitanme queridos amigos y querido José Antonio que inicie, este, para
mi especialmente emocionante y conmovedor homenaje jubilar, al Dr José
Antonio Salido Valle, con una frase de Dn. Francisco de Quevedo y Villegas
que dice asi: “lo que en la juventud se aprende, toda la vida dura”. Al Dr.
Salido antes de tener el honor de hacerlo personalmente yo lo conocia, como
se dice en nuestra tierra “de oidas”, por sus cualidades humanas y sociales,
gracias a un amigo comun de Jerez de la Frontera.

El amor a la verdad, el respeto a la vida, el sacrificio, la perseverancia, el
orden y la vocacion por la profesion, los aprendié a través de la honrada sen-
cillez de sus padres, completando esta educacion familiar con una excelente
formacion escolar donde adquirié los conocimientos basicos, suficientes, para
iniciar una andadura que condujese a nuestro querido compaiero José Antonio
Salido, como ser humano, a ordenar y organizar su vida en estratos, en ciclos,
en pasajes ricos en experiencias que permitieron alcanzar una madurez multi-
factorial utilizando la razén y la palabra como expresion de la misma.

Ha seguido las ensefianzas de los que le dieron la vida biologica, después
las huellas de sus maestros hasta conseguir transitar y avanzar por su propia
inercia, conocimiento e imaginacion en la especialidad de Traumatologia que
eligio, para ser feliz, pero la felicidad como apunté Kant no es un ideal de la
razon, sino de la imaginacion.

Por eso, el Dr. Salido con su imaginacién razonada, en ocasiones dominada
por los sentimientos y la pasion, permitié que investigando sobre biomecani-
ca articular, supiera deshojar y encontrar a Margarita y activar un entranable
mecanismo a través del Arquero Cupido que hoy, en este absurdo progre-
sismo galénico hemos decidido llamar biomagnetismo. Construyd un cuerpo
neuronal familiar con ramificaciones funcionales, cuyos axones en tercera
generacion, hacen realidad testimonial aquella neuroplasticidad convertida en
neuroamor.

El Dr. Salido con el que me une hoy, algo mas que una fraternal amistad,
eligio el complicado y muchas veces poco agradecido peaje de la Docencia,
recorriendo todas sus senderos, vias y veredas, casi nunca faciles, que con pa-
ciente, serena e inteligente peregrinacion transité a lo largo y ancho de Espaiia.
Docente, cientifico e investigador, actividades a las que ademas de su expe-
riencia profesional siempre impregnaba una gran dosis de humanismo vy fe.
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Piensa, Suena, Cree y Atrévete decia Walt Disney al construir sus persona-
jes de leyenda, permitanme que no me detenga mucho en el anilisis de su
innumerable y fructifera labor docente, asistencial e investigadora: Licenciatura
en la Facultad de Medicina de Cadiz. Doctorado en la Universidad de Alcala.
Académico de la Real Academia de Medicina de Cadiz. Médico Residente en
1973 en el Hospital La Paz (Escuela Palacios Carvajal). Médico Adjunto en
1977 en el Hospital Ramoén y Cajal, Jefe de Servicio en el Hospital General de
Ciudad Real.

Ha dirigido 6 tesis doctorales.
Labor sobradamente conocida y comentada por ilustres companeros.

Yo hoy aqui, me voy atrever a pensar en voz alta, a sofiar una vez mas
con sus proyectos, con la esperanza de que verdan buen fin en manos de sus
multiples discipulos y colaboradores. Me refiero a las huellas, cientificas, éticas
y morales ademas de las docentes que supo transmitir y deja como legado en
el hasta ahora recorrido profesional y académico, por las Instituciones, en las
que practico la docencia de la Traumatologia, con criterio universal, pero va-
lorando en su justa medida las dreas especificas de la misma a las que le dio
contenido clinico, fomentando con acierto la investigacion. Un universitario
integro, con arte como maestro, energia vital como ser humano, un personaje
con valores y sentimientos que hacian vibrar la sensibilidad de residentes y
colaboradores. Hombre de profundas creencias a las que nunca defraudé y en
las que frecuentemente fundamentaba muchas de sus acciones y actividades.
Es un hombre en el que el amor y la amistad eran la dltima filosofia de la tierra
y del cielo, en palabras de Quevedo.

Excelente alumno, insuperable compafiero e inigualable gestor de sus ca-
pacidades cientificas, por cierto, muy fértiles. Ha publicado en las revistas de
su especialidad con mas prestigio:

Journal of Bone and Joint Surgery Americano, Clinical Orthopaedics, Wound
Repair and Regeneration, Acta Ortopédica Escandinavica, Revista Francesa de
Traumatologia, Journal of Trauma and Critical Care Acta ortopédica Belga. Es
autor de un capitulo del libro en la editorial Nova Biomedical de New York.

Su eterna disposicion, para aproximar ideas y sensibilidades, de forma
excepcional, sin fantasias en la docencia del conocimiento cientifico de la
Traumatologia en todas sus facetas, siendo capaz, de formar una escuela de
Traumatologia, dindole funcionalidad dindmica a la estatica morfologia que ha
permitido entender a propios y extrafios los sintomas clinicos en la patologia.
Se adorna de una excepcional modestia y humildad. No siempre comprendi-
das, aunque siempre practicadas.
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La Ciencia para €l consistia en la busqueda disciplinada, cuidadosa y logica
del conocimiento acerca de todos y cada uno de los aspectos del universo,
obtenidos por el examen de las mejores ideas y evidencias disponibles, siem-
pre sujetas a correccion y mejora por el descubrimiento de otras. Una vida
dedicada a la ensefianza y al avance de la ciencia.

En nuestros intentos, renunciamos a lo que somos por lo que esperamos
ser, pero, como indicaba Shakespeare, “Nunca hay pecado en seguir la propia
vocacion”.

La constante superacion personal ha sido siempre uno de sus retos, un
proceso de transformacion y desarrollo, a través del cual ha tratado de adoptar
nuevas formas de pensamiento y adquirir una serie de cualidades que mejora-
ran la calidad de su vida y de los que le rodean. La superacion no llega con
el tiempo ni con el simple deseo o con la automatizacion, requiere acciones
inmediatas, planificacion, esfuerzo y trabajo continuo, que practicaba, ensefia-
ba y exigia. La superacion es el valor que motiva a la persona a perfeccionarse
a si misma, en lo humano, espiritual y profesional, venciendo los obstaculos
y dificultades que se presenten, desarrollando la capacidad de hacer mayores
esfuerzos para lograr cada objetivo que se proponga.

Cuantas horas sonando con la ubicacion de la razén y los sentimientos.
Cuantos momentos analizando los puntos sensibles, siempre con su compo-
nente filosofico cientifico. Cuanto tiempo en el estudio de los contenidos de su
disciplina pretendiendo seducir con nuevos conceptos, buscando su sentido, y
tratando de descubrir los principios, leyes y experimentos involucrados en una
teoria cientifica. Decia Paulo Coelho que el Universo siempre conspira a favor
de los sonadores. José Antonio Salido es un sofiador creador.

Muchas empresas, grandes y pequenas, muchos proyectos, muchos
buenos propésitos e intenciones se han hecho realidad gracias a la cons-
tancia y perseverancia del Dr. Salido. Tras el esfuerzo inicial, apues-
ta siempre por el esfuerzo continuado. La constancia, parece ser que a
primera vista no se considera demasiado importante, pero sin ella, es
imposible la obtencion de resultados en cualquier campo de la vida.
Su trayectoria confirma que es consciente de que la edificacion de un proyecto
vital no es cosa de un dia. Quien quiere construir la vida con sélidos valores
no puede poner un esfuerzo intermitente al vaivén de los estados animicos o
de las circunstancias. Fue consciente de que no era posible levantar una gran
empresa como la Sanidad Publica sin la voluntad y el empefo tenaz de muchos
hombres que han y siguen luchando y dedicando sus vidas a ese proyecto.
Nunca sintié desanimo, incluso cuando encontré dificultad en su decidido
caminar, superando dificultades que le permitieron traducir sus suefos en
realizaciones efectivas.
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Entendi6 precozmente las influencias reciprocas entre los avances cientifi-
cos, las innovaciones tecnolégicas y los fenémenos sociales (relacion ciencia/
tecnologia/sociedad), causas, y al mismo tiempo, efectos del devenir universi-
tario, cientifico, econémico y cultural del ser humano.

En algunas de nuestras conversaciones filosoficas, afirma con contundencia
que en la formacion de la constancia, es imprescindible contar con una volun-
tad fuerte que se renueva con el sacrificio personal, no s6lo con grandes pero
aislados sacrificios, sino en los pequenos actos, en el dia a dia, que contribuyen
a formar sélidos habitos de conducta que permiten enriquecer nuestras vidas,
cuidando una forma especial de comportarse y un sentido de responsabilidad.
Cada parrafo y cada frase, que has escrito en esta parte del libro de tu vida
deben, y asi lo espero, ser ejemplo y modelo para tu familia y para todos no-
sotros. Un cientifico debe tomarse la libertad de plantear cualquier cuestion,
de dudar de cualquier afirmacién, de corregir errores y dificultades. Pero como
le dice Dn. Quijote a Sancho: “Hemos de dar crédito, Sancho, a las obras y
no a las palabras”, yo hoy, con el debido respeto a nuestro universal Alonso
Quijano, he pretendido demostrar que en el Dr. Salido tienen tanto crédito sus
obras como sus palabras.

Enhorabuena.
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DISTRES PSIQUICO. INFLUENCIA EN LOS RESULTADOS DE
LA CIRUGIA PROTESICA DE RODILLA

Los objetivos que se pretenden conseguir con esta exposicion son dos: 1°.-
Valorar la influencia del distrés psiquico en los resultados de la cirugia proté-
sica de rodilla. 2°.- Reivindicar el sintagma distrés psiquico como definicion de
la realidad clinica que se quiere expresar.

INTRODUCCION

Las enfermedades degenerativas, como la artrosis, son un problema im-
portante por su alta prevalencia en los paises del mal llamado primer mundo,
constituyendo por su alto coste econémico y social un importante problema
de salud publica. Pero su impacto se extiende mas alla de la incapacidad fisica
que produce, afectando a lo que se ha denominado calidad de vida relacio-
nada con la salud. Por el dolor y la acusada incapacidad fisica que produce
su localizacion en la rodilla, la gonartrosis, se han incrementando casi expo-
nencialmente las indicaciones quirtrgicas de cirugia protésica. En EE.UU el
4,2% de la poblacion mayor de 50 afios es portador de una protesis de rodilla
(Wenstein 2013). El objetivo fundamental de esta técnica es mejorar esta sinto-
matologia dolorosa, y por ende es considerada por algunos autores como un
verdadero instrumento de calidad de vida.

Pero al estudiar los resultados de esta cirugia, se observa una proporcion
significativa de pacientes en los que persiste dolor crénico de rodilla y/o dis-
capacidad, lo que se traduce en mala calidad de vida e insatisfaccion. Algunos
de estos resultados, llamémosle “pobres”; se asocian con factores relacionados
con la propia técnica quirtrgica o con el mismo implante. Pero otros son mé-
dicamente inexplicables. Y, todo ello, a pesar del gran desarrollo alcanzado
por la tribologia, los biomateriales y el disefio de implantes. Estos problemas
conducen a analisis a todos los niveles —demografico, psicosocial, fisico y mé-
dico—, en pos de factores predictivos de resultados. Y algunos de los factores
que han ido cobrando cada vez mas relevancia en relacién con resultados
insatisfactorios, han sido los relacionados con la Salud Mental; y entre estos
factores relacionados con la Salud Mental, ha ganado notoriedad en la literatura
cientifica el sintagma Distrés psiquico.

17
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DISTRES PSIQUICO

¢Qué es un distrés? Es una voz que no esta incluida ni en el diccionario de
la Real Academia Espafiola (RAE), ni en el de Términos Médicos de la Real
Academia Nacional de Medicina (RANM), por considerarlo un anglicismo
innecesario. Pero, paraddjicamente, éste ultimo ante el uso, que podriamos
calificar de masivo en la literatura cientifica, si incluye dos sintagmas con esta
voz —distrés fetal y distrés respiratorio—.

Pues desde principios de este siglo, emerge con fuerza otro sintagma for-
mado por la palabra distrés: el “distrés psiquico”. Este me agrad6 cuando lo
lei en el contexto clinico periquirdrgico de pacientes que iban a ser interve-
nidos de cirugia protésica articular, para expresar la realidad clinica de una
alteracion de la salud mental presente en algunos de estos enfermos. Hasta
entonces, y todavia hoy, se utiliza una terminologia muy variopinta.

Para fundamentar mi adhesién a este sintagma, lo primero es considerar el
concepto del término distrés. Este se debe a Hans Selye —considerado el “pa-
dre del estrés” en Medicina—, que en 1936, en Nature, adopta el término fisico
de estrés para definir una respuesta no especifica del organismo ante cual-
quier demanda que se le imponga. Posteriormente, en 1974, en American
Scientist, diferencia dos tipos de respuestas a la demanda: 1*.Cuando se
ajusta a las necesidades generadas por ella, se produce una adaptacion fi-
siologica o “eustrés”. 2*. Por el contrario, cuando es insuficiente, errénea o
excesiva, la denomina “distrés”.

Con lo expuesto, resulta facilmente comprensible que cualquier enfer-
medad considerada holisticamente —o incluso mejor, antropolégicamente—,
tiene una repercusion psicoldgica, dependiendo no solo de la gravedad de
la misma, sino también del sujeto que la padece. Asi, el dolor y la discapa-
cidad funcional, la incertidumbre diagnéstica y prondstica, la inseguridad
ante una intervencion quirdrgica, los problemas familiares, econdémicos,
laborales, etc., que lleva aparejados la enfermedad, suponen una sobrecarga
psico-fisica, que puede conducir a una situacion de distrés, de acuerdo con
el concepto de Selye.

Centrindonos en nuestro tema considero que el sintagma distrés psiquico
es el que mejor define la realidad clinica de una alteracion de la Salud Mental,
con los matices de ser: 1°) Una respuesta no especifica del organismo ante
una demanda, en nuestro caso su patologia de rodilla; 2°) Potencialmente re-
cuperable al desaparecer su clinica con un tratamiento médico o quirurgico,
en este contexto, la prétesis de rodilla; y 3°) Con capacidad de repercutir en
los resultados de la precitada técnica.

18
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¢{COMO SE EVALUAN LOS RESULTADOS DE
LAS PROTESIS DE RODILLA?

Clasicamente los resultados con parametros clinicos, en los que salvo el
dolor, predominan las dimensiones fisicas (movilidad, alineacion, etc.), que se
evalian desde el punto de vista del cirujano. Pero en ocasiones, y no pocas, se
constata una discrepancia entre la apreciacion de los resultados por parte del
médico y la del enfermo, expresion de una disarmonia entre estas dimensio-
nes fisicas, valoradas por el médico, y otras dimensiones —mentales, sociales,
emocionales y espirituales—, para cuya valoracion es de importancia capital e
insustituible el concurso del enfermo. Consecuentemente, deberemos utilizar,
por lo anteriormente expuesto, como minimo dos tipos de cuestionarios que
recojan ambos puntos de vista —del médico y del enfermo-. Estos son:

1.- Escalas de valoracién de resultados de la rodilla (punto de vista médico).
2.- Cuestionarios para valorar la Calidad de Vida (punto de vista enfermo).

Y en nuestro tema concreto, se hace necesario algin Cuestionario
para objetivar la presencia o ausencia de distrés psiquico.

Exponemos, de forma escueta, los utilizados en el desarrollo de este tema.

1.- Knee Society Score System (KSS): Es la escala de valoracion de resulta-
dos de la rodilla propuesta por la Sociedad Americana de Rodilla. Consta
de dos subescalas, una de rodilla que se basa en datos exploratorios re-
cogidos por el cirujano teniendo una puntuaciéon maxima de 100 puntos
una rodilla absolutamente normal; esta subescala recoge exclusivamente
el punto de vista médico, al estar ademds sujeta a errores del examina-
dor. La otra subescala es la funcional, que valora la capacidad funcional
de la rodilla —de marcha y de subir y bajar escaleras—, en una entrevista
del médico con el paciente; la puntuacion maxima es de 100 como la
anterior, y se considera que recoge un punto de vista mixto, ya que
puede haber sesgos interpretativos del interlocutor médico.

2.- Western Ontario McMaster University Osteoarthritis Index (WOMACQ): Es
un cuestionario especifico de calidad de vida para enfermos con patolo-
gia de cadera y rodilla, que consta de 24 preguntas con cinco categorias
de respuestas, que se valoran de 0 a 4 puntos, y que deben contestarse
por el paciente sin ayuda. Valoran el dolor, la rigidez y la funcionalidad,
pudiendo obtenerse un maximo de 96 puntos, que en este caso coincide
con la peor calidad de vida.

Hospital Anxiety and Depression Scale (HADS): Es un cuestionario
para valorar el Distrés Psiquico. Es también, como el anterior, auto-
aplicado de catorce preguntas, con dos subescalas de 7 preguntas cada
una, una de ansiedad, las preguntas impares, y otra de depresion, las
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pares. También es tipo Likert con cuatro respuestas posibles, que se
puntian de 0 a 3, siendo el miximo a obtener 21 puntos en cada es-
cala. Algunos autores lo valoran dicotomicamente con punto de corte
en 10, considerando casos a las puntuaciones superiores a esta cifra.

REPERCUSION DEL DISTRES PSIQUICO EN LOS
RESULTADOS DE LA CIRUGIA PROTESICA DE RODILLA

Se expone un trabajo de nuestro grupo de investigacion, para aportar

experiencia vivida. Consiste en un estudio longitudinal, observacional y pros-
pectivo, de seguimiento de una cohorte de 265 pacientes intervenidos de ar-
troplastia total de rodilla primaria, procedentes de la lista de espera quirdrgica.
La muestra finalmente estudiada fue de 193 casos.

Analisis Descriptivo resultados

20

KSS: La subescala de rodilla, puntué preoperatoriamente una media de
38,42 puntos sobre 100 posibles, es decir, la situacién clinica de los
pacientes era bastante mala (<60); al afio subié a 84,10, por lo que su
situacion clinica era excelente (100-80). La subescala de funcién puntud
preoperatoriamente una media de 41,55, siendo su situacion mala al
estar por debajo de 60 puntos; al afio subié a 67,33, por lo que consi-
guieron una funcién aceptable (60-69).

WOMAC: Preoperatoriamente puntuaron 57,10, es decir, recordando que
en este cuestionario mas puntos es peor, tenian una mala calidad de
vida (>38); al afio la puntuacion fue de 18,58, por lo que los enfermos
se auto-valoraban con una buena calidad de vida (15-28).

HADS: Preoperatoriamente se detectaron 67 casos de distrés psiquico
(34,7% muestra) debiendo destacarse, con significacion estadistica
(p=0,001), su mayor prevalencia en la mujer (44,5%) que en el hombre
(10,7%). Al ano de la cirugia, hubo 39 casos (20,2%).

Anilisis inferencial del distrés psiquico con resultados

Con KSS: La puntuacion media mejoro al afio de la cirugia tanto en los
pacientes sin distrés psiquico prequirirgico, como en los que lo presen-
taban, no existiendo diferencias estadisticamente significativas entre am-
bos grupos. Por el contrario, aquellos pacientes que presentaban distrés
psiquico al afio de la cirugia mejoraron menos, alcanzando significacion
estadistica en la subescala de funcion (p=0,028).

Con WOMAC: Debe destacarse que mejoraron mds los pacientes con
distrés psiquico prequirtirgico (p=0,015). Esto fue una sorpresa, dado
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su “mala fama” de predictor de malos resultados, aunque a priori,
recurriendo a la 16gica, pensamos que pudiera ser debido a que los
pacientes con distrés prequirirgico, cuyo porcentaje habia disminuido
tras la cirugia, mejoraban en una doble dimension, fisica y fisica. Los
que no lo tenian solo podian mejorar fisicamente al estar en eustrés.
Para objetivar esta opinién recurrimos a un analisis inferencial del evo-
lutivo del distrés.

Analisis Inferencial del Evolutivo del Distrés

Posibilidades Evolutivas

pacientes

Grupo 1 X X 112
Grupo 2 ‘/ ‘/ 25
Grupo 3 ‘/ X 42
Grupo 4 x ‘/ 14

Analisis inferencial del evolutivo del distrés psiquico con resultados

Las posibilidades evolutivas del distrés psiquico se recogen en la tabla que
se expone arriba. Se les sometio a estos grupos a un estudio en dos fases: 1%)
comparativo global mediante el método ANOVA, y 2*) comparaciones mul-
tiples con el test de Bonferroni. Con el método Anova se comprobé que el
grupo que mas mejord fue el 3, tanto desde el punto de vista del médico (sub-
escala rodilla KSS), como del enfermo (WOMACQC), y mixto (subescala funcion
KSS). Y el que menos mejord desde el punto de vista del enfermo y mixto fue
el 4; desde el punto vista puramente médico (subescala rodilla KSS), fue el 2.
El comparativo del WOMAC entre el grupo 3 y 4 fue significativo (p=0,0006).
El test de Bonferroni, de comparaciones multiples, también objetivo la mayor
diferencia en mejoria del WOMAC entre estos dos grupos evolutivos, 3 y 4, con
una diferencia significativa (p=0,005).
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CONSIDERACIONES FINALES

A la vista de todo lo expuesto, se deben hacer dos consideraciones finales

en relacion a los objetivos que se anticipaban al inicio:
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1*.- Este estudio vino a confirmar nuestra opinién, columbrada en la 16gica,

de que era soportable la mayor mejoria en calidad de vida de los pa-
cientes con distrés psiquico prequirirgico tras la cirugia de reemplazo
articular de rodilla, al mejorar no solo fisica sino también psiquicamente.
En nuestro estudio remitieron, al afio de la intervencion, en los pacientes
que presentaban distrés psiquico prequirdrgico 42/67, esto es el 62,6%
de los casos, casi las dos terceras partes.

2% - En relacion con el sintagma distrés psiquico, y anteponiendo las caute-

las que deben regir en la funcién de la RAE para dar entrada en su dic-
cionario a extranjerismos, entiendo que tanto los términos distrés como
eustrés cumplen el criterio de actualidad que establece la RAE para dar
entrada a términos cientificos. Con este criterio de actualidad, el también
anglicismo estrés esta recogido actualmente tanto en el diccionario de la
RAE, como en el Diccionario de Términos Médicos de la RANM. Darles
entrada a distrés y eustrés, en mi criterio, cumpliria mejor la funcién del
lenguaje de expresar la realidad. Y al tener ya entrada el término estrés,
solo seria cuestion de unos prefijos.

Dr. José Antonio Salido Valle
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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza
Excelentisimos e Ilustrisimos sefioras y senores Académicos
Excelentisimas e Ilustrisimas Autoridades
Sefnoras y Sefiores.

Es para mi un deber de gratitud, expresar mi satisfaccion al Excmo. Sr.
Presidente y a su Junta Directiva por el honor que me otorgan, al brindarme
la oportunidad de presentar a un querido, respetable y admirado amigo, el
Iustrisimo Sr. D. Acisclo Pérez Martos

Debo declarar que me hago cargo del cometido con particular agrado, te-
niendo en cuenta la relaciéon que durante los dltimos afios me ha acercado al
conferenciante y permitido poder valorar, creo que objetiva y fundadamente,
sus cualidades profesionales y personales, —estimo que nada comunes— que
definen su perfil profesional y humano.

Quiero, sin herir su modestia y sencillez, hacer un justo balance de quien
es el Profesor Pérez Martos y de porqué estd hoy aqui. En honor a la brevedad
intentaré resumir su apretado Curriculum Vitae.

Nacido en Carcabuey, su padre era el farmacéutico del municipio cordobés vy,
al hijo de su mismo nombre, sus convecinos siempre le consideraron continua-
dor de la farmacia paterna. Por lo que indefectiblemente cursé los estudios de
Farmacia en las Universidades de Granada y Santiago de Compostela, sin embar-
g0 no acepto la predestinada herencia. Ahora, segiin ha reconocido en multiples
ocasiones, si tuviera que volver a estudiar, elegiria de nuevo Farmacia y, aunque
nunca ha ejercido oficialmente de farmacéutico, €l siempre se ha sentido como tal.

La causa de no ejercer de farmacéutico de oficina de farmacia es atribuible a
su relaciéon con la asignatura de bioquimica, que fue pricticamente la pentltima
de la carrera, entrando de alumno interno en el laboratorio del Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Santiago de Compostela. Aunque inicialmente
le interesaban mas los andlisis clinicos, porque los hacia con su padre, con la
tesina de licenciatura en la citada asignatura se percaté que preferia investigar
cosas nuevas antes que repetir lo que otros habian hecho.

Se licencié en Farmacia por la Universidad de Santiago de Compostela en
1971 con nota de sobresaliente. Este ano fue el Gltimo en que se dieron clases
en el historico recinto de Fonseca.

27



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

Se doctor6 en Farmacia por la misma Universidad de Santiago de
Compostela, defendiendo la Tesis Doctoral: “Metabolismo del Manitol vy
Sorbitol en Aspergillus oryzae”. Dirigida por uno de sus mentores el Prof.
Dr. D. Manuel Ruiz Amil. Realizada en el Departamento de Bioquimica de la
Facultad de Farmacia de la Universidad de Santiago de Compostela, obtenien-
do la calificacion de Sobresaliente cum laude. La Fecha de lectura de Ia tesis,
28 Octubre 1974.

Durante los tres afios de doctorando fue Profesor Ayudante de Bioquimica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad compostelana, hasta la lectura de
la tesis doctoral con la que llegé su nombramiento como Catedritico interino
de Bioquimica en la misma Facultad de Farmacia en el afio 1974.

Desde 1976, la Universidad de Zaragoza paso a ser el principal escenario
de su vida laboral como Profesor de Bioquimica e investigador en la misma
rama, siendo uno de los impulsores en esta Universidad de dicha asignatura,
que debemos recordar inicié su andadura con un farmacéutico, Carracido, en
la Facultad de Farmacia de Madrid a finales del siglo XIX.

Este cambio a tierras manas se debi6é a su matrimonio con Marina Garcia
Caudevilla, farmacéutica, hija de farmacéutico, y al nacimiento de sus hijos,
Jorge, ingeniero informatico, y la continuadora de la saga farmacéutica, Marina.

* Prof. Agregado interino de Bioquimica. Facultad de Veterinaria.
Universidad de Zaragoza (1976-1985).

* Profesor Titular de Universidad (Bioquimica y Biologia Molecular) desde
1985.

* Secretario y Subdirector del Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular y Celular de la Universidad de Zaragoza (14 anos).

* Director del Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular
de la Universidad de Zaragoza (4 anos).

e Miembro electo del Claustro Constitucional de la Universidad de
Zaragoza (1984).

* Miembro electo del Claustro de la Universidad de Zaragoza durante el
periodo 1985-1990.

* Miembro electo de la Junta de Facultad de Veterinaria de la Universidad
de Zaragoza. Durante el periodo 1982-1993.

*  Miembro electo de la Comision Permanente de la Facultad de Veterinaria
Universidad de Zaragoza durante 1989-1993.

¢ Decano en funciones de la Facultad de Veterinaria durante 4 meses
(Enero-Abril de 1993).

28



CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES

Profesor invitado en el PHYSIOLOGISCHES INSTITUT de la Facultad de
Medicina Universidad Heidelberg.

Presidente de la Comision de Control de Calidad de la Docencia de la
Licenciatura de Bioquimica. Universidad de Zaragoza

Evaluador de Proyectos de la Agencia Nacional de Evaluacion y
Prospectiva (ANEP).

Supervisor de instalaciones radiactivas (JEN 1982).
Codirector del Grupo de Investigacion GENOXFOS.

Miembro del PROYECTO CONSOLIDER ROSAS-NET (Reactive Oxygen
Species and System).

Miembro de la REDCIEN de enfermedades neurolégicas (03/09), RC~
N34-3.

Investigador visitante del Centro Nacional de Investigaciones
Cardiovasculares (CNIC) Madrid.

Profesor Emérito. Universidad de Zaragoza en 2010.

Publicaciones e investigacion:

Mias de 150 comunicaciones a congresos nacionales e internacionales
(entre paneles, comunicaciones orales y conferencias invitadas).

Mis de 50 publicaciones cientificas en revistas nacionales e interna-
cionales del maximo indice de impacto (Nature Genetics, Science, Cell
Metabolism, Molecular Cell, Human Molecular Genetic, Molecular and
Cellular Biology (MCB), Proceeding National Academic Science New
York. U.S.A.(PNAS), PloS Genetics, American Journal of Human Genetic,
Nucleic Acid Research, etc).

6 capitulos de libro por invitacion editorial: Methods in Enzymology
vol 264, Mitochondria in Methods in Cell Biology, vol. 80, Methods in
Molecular Bilogy, vol. 457, Membrane traffiking.

Participacion en mas de 40 proyectos de investigacion financiados
por entidades Regionales, Nacionales y Europeas. Como Investigador
Principal o co-solicitante.

Direccion de 11 Tesis de Licenciatura y 5 Tesis doctorales.

Su importante labor docente e investigadora en la Universidad nunca le ha
impedido establecer con las entidades profesionales farmacéuticas un vinculo
muy especial. Colegiado desde 1979 en el Colegio Oficial de Farmacéuticos
de Zaragoza, ha sido vocal de docencia e investigacion durante 10 afios, ade-
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mas de ser uno de los profesores mds ilustres que han pasado por las aulas
formativas del Colegio. Impulsor, junto al Excmo. Sr. D. Manuel Lopez Pérez
y el Ilmo. Santiago Andrés Magallon, de la Academia de Farmacia “Reino de
Aragén” de la que es Académico numerario fundador y en la actualidad ejerce
de Tesorero. Es, seguro, uno de los mas insignes representantes de la Farmacia
en Aragoén. Ha recibido el titulo de Colegiado Distinguido, y también se le
ha concedido la mas alta distincion que otorga la organizacion colegial, la de
Colegiado de Honor.

Sin duda la investigacion ha configurado uno de los capitulos mas impor-
tantes de su trayectoria profesional. Sus principales lineas de investigacion se
han centrado en el envejecimiento y el ADN mitocondrial (mtADN), la inferti-
lidad humana y las mutaciones en el ADN mitocondrial, los mecanismos mo-
leculares de las patologias humanas asociadas a esas mutaciones, la expresion
y regulacion del genoma mitocondrial y la genética funcional del sistema de
fosforilacion oxidativa. Co-director del Grupo de Investigacion GENOXFOS, ca-
talogado como Grupo de Excelencia por la Comunidad Auténoma de Aragén,
ha sido miembro del consorcio europeo EUMITOCOMBAT, consorcio de refe-
rencia europeo para la investigacion de enfermedades causadas por disfuncio-
nes del Sistema OXPHOS que estudia los factores genéticos poblacionales que
influyen en la longevidad, la sordera, la fertilidad, la capacidad de aprendizaje
o la respuesta adversa a firmacos.

Uno de los mayores hallazgos del grupo de investigacion GENOXFOS, y
que, con toda seguridad, hard modificar los libros de texto de Bioquimica, ya
que supone una completa reformulacion del funcionamiento de la mitocondria,
explica como las células generan energia a partir de los nutrientes. Entender
como ocurre la generacion de energia en las células es fundamental para en-
tender la vida. Este es el tema que va a desarrollar a continuacioén para nuestra
Academia el Profesor Pérez Martos concretamente. “Genética mitocondrial y
respiracion celular: modelo de organizacion”. Con este modelo que nos va a
describir se redefine uno de los procesos fundamentales para la vida en todas
las células.

Ignacio Andrés Arribas
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MODELOS DE ORGANIZACION

Mi intervencion de esta tarde consistird en exponer los resultados mas sig-
nificativos obtenidos por nuestro grupo de investigacion, que nos han llevado
a proponer un nuevo modelo de los mecanismos moleculares que emplea la
célula para oxidar los nutrientes y obtener la energia necesaria para su subsis-
tencia, con el siguiente esquema.

Empezaré recordando que la célula es el nivel de organizacién mas peque-
fio que tiene la capacidad de autoperpetuarse; es la unidad anatémica, fun-
cional y genética de los seres vivos. Todas las funciones que realiza la célula,
estan compartimentadas en los diferentes organulos; de entre ellos son las mi-
tocondrias las encargadas de extraer la energia de los nutrientes y transformarla
en energia util. Son los centros metabdlicos donde convergen y se integran las
rutas anabdlicas y catabdlicas, gracias al continuo didlogo que establece con el
nucleo, enviando senales que activan los programa de expresion de los genes
para adaptar la funcién mitocondrial a las necesidades celulares de cada mo-
mento, se podria decir que la mitocondria es critica en el dificil balance entre
la vida y la muerte celular. (Umut and J.A. Enriquez 2015)

MITOCONDRIA: ESTRUCTURA, FUNCION

La mitocondria es un organulo subcelular, de forma y nimero variable se-
gun el tipo de tejido y el estado metabdlico celular, que esta presente en todas
las células eucariotas, con algunas excepciones como los eritrocitos maduros y
algunos protozoos (Cavalier-Smith 1987).

La mitocondria se compone de dos membranas la externa y la interna. La
membrana externa que separa a la mitocondria del citoplasma, es una bicapa
lipidica con canales de porina, que hacen que esta membrana sea permeable,
permitiendo el paso de moléculas menores de 10 kDa, y el paso de moléculas
hidrofilicas a través de ella. Debido a la poca selectividad de la membrana ex-
terna, el espacio intermembrana es quimicamente similar al citoplasma.

Sin embargo, la membrana interna, que define el espacio intermembrana
y la matriz mitocondrial, es mucho mas impermeable debido a su alto conte-
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nido en cardiolipina. Esta impermeabilidad, necesaria para la generacion del
gradiente de protones, impide el paso de iones, por lo que la entrada de pro-
teinas, sustratos e iones a la mitocondria depende de la presencia de proteinas
de transporte especificas, que aprovechan el gradiente de protones y de ATP
para llevar a cabo sus funciones. (Szewczyk y Wojtczak, 2002)

La membrana interna presenta un gran nimero de invaginaciones para au-
mentar la superficie y permitir la inclusién de un mayor nimero de proteinas.
Recientemente se ha demostrado que estas invaginaciones, denominadas cres-
tas, poseen una composicion diferente con respecto al resto de la membrana
interna. En las crestas es donde realmente se sitian los complejos del sistema
de generacion de energia, mientras que en el resto de la membrana interna se
localiza la maquinaria de importe. La diferente distribucion proteica pone de
manifiesto, que las crestas y la membrana interna mitocondrial son distintos
subcompartimentos funcionales. (Wurm and Jakobs 2000).

En la matriz mitocondrial se localizan: (I) las moléculas de mtDNA, (II) los
ribosomas encargados de la traduccion de las proteinas codificadas en dicho
genoma, (ID) las proteinas necesarias para su replicacién y transcripcion, (IV)
asi como el resto de proteinas implicadas en los procesos metabdlicos que
tienen lugar en el interior de la mitocondria y que estan codificadas en el DNA
nuclear, por lo que deben ser traducidas en el citoplasma celular, para ser
importadas posteriormente al interior de la mitocondria. (Attardi and Schatz,
1988).

En la membrana interna estd localizada la Cadena de Transporte de
Electrones (CTE), que junto a la ATP sintasa constituye la Fosforilacion
Oxidativa, Respiracion celular o sistema OXPHOS, y es la encargada de oxi-
dar a los nutrientes para extraer la energia y transformarla en energia atil que
permite a las células construir su propia estructura y realizar trabajo quimico,
osmoético, mecanico y eléctrico.

Es, posiblemente, el sistema celular mejor conocido desde el punto de vista
bioquimico, genético, molecular y estructural, no solo por ser el sitio donde se
produce aproximadamente el 90 % de la energia celular, sino también porque
regula el estado redox de la célula, participa en la senalizacion celular, en la
muerte celular programada (apoptosis), adaptando a las células a la disponi-
bilidad de sustratos, regulando las mas importantes rutas metabolicas. A pesar
del profundo conocimiento que se tiene de esta cadena, algunos aspectos de
su mecanismo molecular son atn desconocidos. Hasta hace muy pocos anos,
habia dos modelos que intentaban explicar su funcionamiento. Uno, llamado
“MODELO SOLIDO” fue descrito en 1955 por el grupo de Chance (Chance,
B. et al. 1955) y propone que los complejos multiproteicos estin todos unidos
formando una estructura supramolecular, llamada respirasoma, donde los elec-
trones fluyen entre los complejos como una canalizacion de sustrato haciendo
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mas eficiente su transporte. En 1986 el grupo de Hackenbroock (Hackembrock
et al 1986). describié que los complejos multiproteicos estan embebidos y mo-
viéndose en la membrana interna de la mitocondria y que la transferencia de
electrones entre ellos se produce por colisiones al azar. Este modelo, llamado
MODELO FLUIDO” fue ampliamente aceptado y es el que explican todos los
libros de texto. Actualmente ambos modelos estan siendo muy debatidos por
no responder a muchas evidencias experimentales, y porque no hay pruebas
convincentes de su funcionamiento in vivo.

En el ano 2008 desde nuestro grupo propusimos otro modelo llamado
“PLASTICITY MODEL” (MODELO DE PLASTICIDAD), (Acin-Pérez, R. et
al 2008) un modelo mucho mas dinimico donde los complejos se asocian en
muchas y variadas combinaciones dependiendo de las necesidades energéticas
celulares, respondiendo a las objeciones funcionales que se plantean a los dos
modelos anteriores, a los que integra como casos extremos del funcionamiento
de la cadena.

La capacidad de aprovechar la energia liberada por oxidacion de los nu-
trientes y canalizarla en trabajo biologico es una propiedad de los seres vivos,
y tiene lugar en la mitocondria, por lo que es conocida como la “CENTRAL
ENERGETICA CELULAR”, ya que, consumiendo glucosa y oxigeno, y traba-
jando a presion y temperatura constantes (latm y 37°C) puede llegar a producir
200 moles diarios de ATP (ADP + Pi + energia = ATP) lo que supone 100 kg
diarios, sin dejar productos de desecho (solo CO, y H,0). Sin embargo, el ser
humano vive en un equilibrio dindmico y no cambia de peso ni composicion,
por lo que todo el ATP es consumido al instante, (ATP = ADP + Pi + energia)
salvo una cantidad insignificante que se almacena. Este ciclo ADP-ATP se re-
pite 2.000 veces al dia

La cantidad de energia libre que se produce en la oxidacion completa de la
glucosa hasta CO, y H,O (respiracién y/o combustion) es de AG = -686Kcal. La
variacion de energia libre, al ser una funcion de estado, depende de los reac-
tantes y de los productos de la reaccion, indistintamente del camino recorrido,
por lo que la oxidacion completa de glucosa en las células, que trascurre por
no menos de 20 etapas enzimdticas en las que participan varias rutas metabo-
licas (glucolisis, ciclo de Krebs y CTE), asi como varios compartimentos celula-
res (citoplasma, membranas y matriz mitocondrial), produce la misma cantidad
de energia libre que su combustion en una bomba calorimétrica a CO, y H,O,
proceso que tiene lugar en una sola etapa.

La primera etapa de la oxidacién de los alimentos tiene lugar en el cito-
plasma, donde la glucosa se transforma en dos moléculas de piruvato, en una
secuencia de 10 reacciones catalizadas enzimaticamente, que se conoce como
glucolisis anaerobia, liberando 46 Kcal; parte de esta energia se conserva en
forma de 2ATP y 2NADH.
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El piruvato formado, que aun lleva la mayor parte de la energia libre de
la glucosa, penetra en la mitocondria por un transportador especifico, y se
transforma en acetil-CoA. Los electrones del NADH también penetran en la
mitocondria por medio de un sistema de lanzaderas, que junto con los produ-
cidos en el Ciclo de Krebs (Krebs 1970) al oxidar el Acetil-CoA, alimentaran a
la cadena de transporte de electrones.

Los electrones procedentes del NADH son transportados secuencialmente
mediante una serie de reacciones redox a través del complejo 1, la ubiquinona,
el complejo III, el citocromo c, para llegar finalmente al complejo IV, donde
se los cederd al oxigeno molecular generando H,O. De forma alternativa,
los electrones del FADH,, producto final de la succinato deshidrogenasa o
complejo II, y de otras enzimas como la glicerol-3-P deshidrogenasa, la ETF-
ubiquinona oxidorreductasa (primera enzima de la f-Oxidacion de los dcidos
grasos) o la dihidroorotato deshidrogenasa (enzima implicada en la biosintesis
de pirimidinas), pasan a la ubiquinona y son canalizados mediante el complejo
I1I, citocromo ¢y complejo IV para que lleguen hasta la reducciéon del oxigeno
molecular.

Acoplado al transporte de electrones, los complejos I, IIT y IV de la cadena,
bombean protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermem-
brana, generando un potencial de membrana que es aprovechado por la ATP
sintasa o complejo V para impulsar la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato
inorganico, cuando los protones reingresan a la matriz mitocondrial a través
de dicho complejo, completindose asi el proceso de fosforilacion oxidativa.
(Mitchell and Moyle, 1967)

Estos cinco complejos respiratorios estin formados por aproximadamente
100 proteinas, de las cuales solo 13 estan codificadas en el mtDNA, el resto
lo estan en el nucleo Asi la biogénesis de la mitocondria constituye un caso
Unico en la célula animal por encontrarse bajo el control de los dos sistemas
genéticos celulares (el nuclear y el mitocondrial) que deben actuar de forma
coordinada. (Goffart and Wiesner, 2003; Kelly and Scarpulla, 2004).

La investigacion acerca de las mitocondrias, del mtDNA, del ensamblaje
de los distintos complejos del sistema OXPHOS, y su organizacion en la
membrana interna mitocondrial, se ha visto impulsada desde finales de los
anos 80 por el creciente nimero de enfermedades provocadas por muta-
ciones, tanto en el mtDNA como en el DNA nuclear, que afectan al sistema
OXPHOS, (Borisov, 2004; DiMauro and Schon, 2003; Wallace, 1999; Zeviani
and Antozzi, 1997), la posible participacion de este genoma en el proceso
de envejecimiento (Chomyn and Attardi, 2003; Hance et al., 2005; Hofhaus
et al.,2003; Trifunovic, 2006) en la carcinogénesis (Carew and Huang, 2002;
Cuezva et al., 2002; Gallardo et al., 2006, Petros et al., 2005) asi como la im-
plicacion de la mitocondria en el proceso de apoptosis (Green and Kroemer,
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2004); la influencia de la variabilidad del mtDNA en la farmacogenomica
(Pacheu-Grau et al. 2010) y en la respuesta a firmacos (Moreno-Loshuertos
et al. 2000).

CARACTERISTICAS DEL mtDNA

El DNA mitocondrial estd localizado en la matriz mitocondrial. Es una
molécula circular de doble cadena, sin intrones (secuencias no codificables)
[(Anderson et al., 1981); (Montoya et al., 1981); (Ojala et al., 1981)] que
se replica y transcribe en la matriz mitocondrial. El mtDNA de mamiferos
contiene informacién para 37 genes: 24 RNAs necesarios para su sintesis
(2 rRNAs ribosomicos y 22 tRNAs de transferencia) y 13 proteinas, que son
subunidades de complejos del sistema de fosforilacion oxidativa: 7 subuni-
dades (ND1, 2, 3, 4L, 4, 5, 6) de los 44 polipéptidos del complejo I (NADH
deshidrogenasa), una subunidad (citocromo b, CYB) de los 11 polipéptidos
del complejo IIT (ubiquinol-citocromo ¢ oxido-reductasa), 3 subunidades
(COI, 11, 11D de los 14 polipéptidos del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa)
y 2 subunidades (ATPasa 6 y ATPasa 8 ) de las 11 proteinas del complejo
V (ATP sintasa).

Posee un codigo genético propio que difiere ligeramente del codigo gené-
tico universal (Barrell et al., 1979). Asi por ejemplo, el codon UGA, que en la
mitocondria codifica al aminoacido triptofano, en el cédigo genético nuclear
es una senal de parada de sintesis de proteinas

En mamiferos, cada mitocondria contiene entre 2 y 10 copias de mtDNA
y cada célula, alrededor de 10° y 10* copias, dependiendo del tejido y de las
necesidades energéticas de la célula. Ademds, es posible la existencia de va-
rias formas alélicas del mtDNA en un mismo individuo, pudiendo diferir su
proporcion relativa dependiendo del tejido. (Holt et al., 1988). Dentro de un
mismo individuo pueden encontrarse distintos grados de heteroplasmia en los
diferentes tejidos y suele darse la necesidad de alcanzar un umbral de porcen-
taje de DNA mutado para que empiecen a manifestarse los efectos patologicos
de la mutaciéon. (Mazat et al., 2001)

Se transmite por herencia materna, no mendeliana. (Giles et al., 1980;
Sutouvsky et al., 1999).

El mtDNA no es manipulable, por lo que no se pueden transformar las
mitocondrias, ni hacer mutagénesis dirigida para alterar un gen determinado
y ademads el mtDNA de una especie es incompatible con el nDNA de otra es-
pecie diferente. Estas caracteristicas dificultan el estudio de genética funcional
del mtDNA.
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ESTUDIOS DE GENETICA FUNCIONAL:
MODELOS CELULARES Y ANIMALES

La generacion de modelos celulares y animales, para el estudio de genética
funcional y patologias mitocondriales, se ha visto frenada por la imposibilidad
de transformar mitocondrias y de mutar selectivamente un gen (mutagénesis
dirigida). Ademas, el elevado nimero de copias (1.000-10.000) de mtDNA en
células de mamifero, dificulta que una mutacién en una molécula entre miles
de copias produzca un fenotipo observable. Efecto umbral.

Para realizar estudios de patologias mitocondriales y de genética funcional
es necesario disponer de células y animales de experimentacion con todo el
mtDNA mutado (en homoplasmia), o con un grado de heteroplasmia, suficien-
te para producir un fenotipo apreciable.

En nuestro grupo hemos disefiado y puesto a punto una nueva metodologia
para obtener células y, eventualmente, ratones en homoplasmia, con todo o
gran parte de su mtDNA mutado. (Acin-Pérez et al. 2004; Bayona-Bafaluy et
al. 2008).

Para obtener células en homoplasmia, se tratan las células con el mutigeno
tri-metil-psoraleno (TMP) y se irradian con luz ultravioleta, para producir mu-
taciones al azar. Posteriormente, se tratan con Bromuro de Etidio, que es un
agente que impide la replicacion del DNA (siendo mas sensible el mtDNA que
el nuclear), con objeto de reducir el nimero de copias del mtDNA, (en situa-
ciones ideales a una copia por célula). Se siembran (en placas de 96 pocillos)
en paralelo y por duplicado en un medio con glucosa y en otro con galactosa;
aquellas células que mueran, o crezcan con dificultad en galactosa, es porque
tienen la cadena danada y al no ser fermentable no pueden obtener ATP por
la via glucolitica. Recogemos su duplicado del medio de glucosa, en el que
viven gracias al ATP obtenido en la glucolisis, y las crecemos en una placa
petri. Una posterior expansion clonal origina una nueva linea celular, donde
la mutacién estard en homoplasmia (todos los mtDNA iguales) o en un grado
de heteroplasmia, suficiente para producir un fenotipo identificable. Por Gltimo
se procede a la caracterizacion y seleccion de los mutantes. Estas células nos
servirin como dadoras de mitocondrias.

A las células obtenidas con las mitocondrias mutadas en homoplasmia se les
elimina el nucleo y las usamos como dadoras de mitocondrias. Se fusionan con
otras cé€lulas a las que se les ha suprimido el mtDNA, (células p°), que sirven
como donadoras de nucleo, asi obtenemos unas células transmitocondriales
con nDNA intacto y mtDNA portando la mutaciéon que nos interesa estudiar.

Para obtener modelos animales de patologias mitocondriales, nos basamos
en que las mitocondrias solo se heredan por via materna. A las lineas celulares
de ratén portando una determinada mutacion en su mtDNA, se les elimina el
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nucleo, y sirven como donadoras de mitocondrias. Se fusionan con células ES
(células madre embrionarias XX, femeninas) tratadas con Rodamina 6G que
elimina el mtDNA, por lo que sirven como donadoras de nucleo. Las células asi
transformadas se inyectan en blastocisto y se reimplantan en ratonas pseudo-
gestantes. La descendencia de estas ratonas, portarin la mutaciéon mitocondrial
deseada.

Con esta metodologia hemos conseguido la mayor coleccion de mutantes
en el mtDNA, ya que tenemos células con mutaciones en todos los complejos
respiratorios pero, de momento, no hemos conseguido transmisién estable de
mutaciones en el mtDNA en ratones.

MUTACIONES EN CITOCROMO B

Una de las particularidades de muchos de los defectos genéticos que afec-
tan a genes del sistema OXPHOS en humanos, es la variabilidad en las mani-
festaciones fenotipicas a nivel sintomatico, bioquimico, molecular y genético.
(DiMauro and Schon 2003). En particular la descripcion de defectos combina-
dos en los complejos I+III, en pacientes que solamente presentan un defecto
genético en el complejo I (Ubiquinol citocromo c¢ reductasa). Este fenémeno
no es simétrico, ya que en pacientes con un defecto genético en el complejo
I, éste nunca estd asociado a defectos en el complejo III.

La mayoria de los defectos genéticos asociados al complejo III, hasta la
fecha, son debidos a mutaciones en el citocromo b, (Andreu et al 1998, 1999;
Lamantea 2002) que es el tnico gen codificado en el mtDNA y que es esencial
para el ensamblaje del complejo III.

En la literatura hay descritos pacientes con mutaciones en el complejo IIT
con dos fenotipos diferentes, a saber: pacientes de tipo A sin actividad del
complejo IIT pero con actividad en el complejo Iy pacientes del tipo B sin
actividad del complejo III, y tampoco del complejo I.

Para investigar la causa molecular de estas observaciones hemos usado
modelos celulares de ratén y de humano, (Bruno et al 2003), deficientes del
complejo III, que presentan mutaciones en el citocromo b. Las células de raton,
tienen una mutacién que causa un cambio de base en la posicion G15263A,
que al traducirse a proteina cambia un glutimico por lisina en la posicion
373 (E373K), localizada en el extremo carboxi-terminal de la proteina. Para
este estudio, hemos empleamos células de raton 1929 a las que se les indujo
mutagénesis al azar, como hemos explicado anteriormente. Se seleccionan las
células mutadas en el citocromo b (a estas células las llamamos células A22).
Puesto que la mutaciéon se ha realizado al azar, es posible que el dafio en el
sistema OXPHOS pueda ser debido a una alteracion del DNA nuclear. Para
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descartar esta posibilidad transferimos las mitocondrias de A22 a una célula
receptora a la que se le han eliminado las mitocondrias, pero tienen el nicleo
intacto, a estas células las llamamos FA22. Por electroforesis del mtDNA trata-
do con la enzima de restricciéon Bbsl, concluimos que el defecto genético era
debido a la mutacién G15263A en el mtDNA. Esta mutacion no aparece en la
linea celular original 1.929.

Para ver si nuestras células A22 y FA22 mimetizaban alguno de estos fe-
notipos, A o B, analizamos independientemente, en mitocondrias aisladas, la
actividad del complejo 1y la actividad del complejo II, (complejo de origen
nuclear, por lo que no le afecta la alteracion mitocondrial), y la normalizamos
frente a la actividad de citrato sintasa (una enzima mitocondrial que participa
en el ciclo de Krebs de origen nuclear). Observamos que la actividad del com-
plejo T estaba severamente afectada en las lineas A22 y FA22, mientras que no
se modificaba en los controles isogénicos. Asimismo, y como era de esperar la
actividad del complejo II no estad alterada en ninguna linea Si analizamos por
electroforesis las células A22 y FA22 y las muestras de musculo del paciente
observamos que se comporta con un fenotipo de tipo B, es decir, al no ensam-
blar el complejo III, por llevar una mutacion, tampoco ensambla el complejo 1.

Con objeto de discernir si la falta de actividad del complejo I era debido a
la presencia fisica del complejo III, o a la falta de actividad de dicho comple-
jo, tratamos las células con antimicina y/o mixotiazol, dos inhibidores de la
actividad del complejo III. En ambos casos observamos que no hay actividad
del complejo IIT pero el complejo I no se ve alterado ni siquiera después de
dos semanas de tratamiento. Este hecho nos confirma que el ensamblaje y la
actividad del complejo I depende de la presencia fisica del complejo III, y no
de su actividad.

Estos resultados no son compatibles con el modelo fluido.

SUPERCOMPLEJOS RESPIRATORIOS

En el ano 2000 el grupo de Schigger (Schagger and Pfeiffer, 2000) con-
siguié purificar asociaciones estables de complejos respiratorios, y reformul6
el modelo sélido proponiendo que los complejos respiratorios estan organi-
zados en grandes estructuras que llamo “supercomplejos respiratorios” que
permitian un mas eficiente transporte de electrones. La Unica evidencia que
apoyaba la existencia de los supercomplejos respiratorios era la comigracion
en BNGE y que posteriormente, el grupo de Dudkina (Dudkina et al., 2005).
los separd por centrifugacion en gradiente de sacarosa. El principal obstiaculo
para aceptar la teoria de los supercomplejos, era la falta de evidencia de su
funcién “in vivo”.
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Ademas si para el estudio de los supercomplejos hay que desorganizar la
membrana con detergentes, con objeto de extraerlos, habia dudas razonables
de que su formaciéon fuera un artefacto experimental proveniente del trata-
miento con detergentes, ya que solo aparecen usando digitonina. Para despejar
esta incognita, en nuestro grupo tratamos las mitocondrias aisladas con varios
detergentes, y a distintas concentraciones, y observamos que la formacion de
los supercomplejos no era dependiente del detergente empleado para su ex-
traccion.

Si los supercomplejos son verdaderas estructuras funcionales “in vivo” de-
ben de cumplir los siguientes requisitos:

(D Su formacion debe ser posterior a la formacion de los complejos indi-
viduales, es decir deben cumplir una cinética de formacion.

(ID Los supercomplejos deben contener CoQ y citocromo c.
(ITD Deben transferir electrones entre ellos y entre el NADH y el O2.

Para comprobar la primera condicion, realizamos un experimento de mar-
caje metabdlico, (experimento de pulso-caza); para ello incubamos las células
con un aminodcido marcado radiactivamente (35S-metionina); las proteinas
sintetizadas in vitro incorporarin el aminodcido radiactivo, y se hardn visibles
al revelar las placas de la electroforesis. Transcurrida una hora de incubacion,
se retira el medio radiactivo y se sustituye por metionina sin marcar y se vuelve
a incubar durante 24 horas, y tomando muestras a distintos tiempos podemos
visualizar la cinética de formacion de los supercomplejos. Efectivamente, a
medida que transcurre el tiempo, van apareciendo las bandas de los super-
complejos.

La deteccion del citocromo ¢ y del CoQ se realiza por dos técnicas dife-
rentes. El citocromo ¢ se detecta por inmunodeteccion en una electroforésis
bidimensional de las bandas de supercomplejos, y vemos que aparece en to-
das las bandas donde hay asociacion de complejos individuales. Mientras que
la presencia del CoQ se detecta por el tiempo de retencion por HPLC (High
Performance Liquid Chromatografy) y aparece en la banda que se ha analizado,
que es la que tiene todos los complejos.

La ultima condicion que deben cumplir las asociaciones de los complejos es
la de ser capaces de transferir electrones entre ellos y al O2. Para confirmarla,
extraemos de un gel electroforético de BN la banda 3, que porta los cuatro
complejos, y medimos el consumo de oxigeno por método polarogrifico. Para
ello la ponemos a respirar en un electrodo de oxigeno (electrodo de Clark),y
se observa que cuando ponemos NADH empieza a consumir oxigeno, que se
paraliza al afadir rotenona, que es un inhibidor especifico del complejo I. Al
anadir succinato como dador de electrones que entra al nivel del complejo II,
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se vuelve a consumir oxigeno, hasta que se afade antimicina que es un inhibi-
dor del complejo III. Si en ese momento anadimos al medio TMPD (tetra metil
phenilen diamina) que es un dador de electrones del complejo IV, empieza
otra vez a consumir oxigeno hasta que se afiade cianuro potdsico (CNK), que
compite con el oxigeno por captar electrones; en ese momento se detiene la
respiracion. Con ello demostramos que los complejos extraidos de un gel son
funcionales y transportan electrones hasta el oxigeno.

Con objeto de confirmar nuestro modelo, estudiamos, en fibroblastos de
raton, las interacciones entre los complejos respiratorios CI + CIII y CIII + CIV.
(Lapuente-Brun et al. 2013). Las mitocondrias preparadas en presencia de di-
gitonina, que preserva la asociacion de SC, fue posteriormente fraccionada por
electroforesis BNGE y las bandas sometidas a métodos proteémicos. Al anali-
zar la interaccion entre los complejos identificamos una proteina, la citocromo
oxidasa subunidad VIIa2-like (Cox 7a2D), que estd presente solo en el SC CIII
+ CIV pero no en los complejos individuales.

Paralelamente y de forma fortuita descubrimos que la proteina Cox7a2l es-
taba mutada en algunas lineas celulares de diferentes estirpes de ratén, y apa-
recia con 6 nucledtidos menos (2 aminodcidos), por lo que existe una forma
corta de 111 aminodcidos, que permite la asociacion entre CIII y CIV, mientras
que la otra forma larga de 113 aminoacidos, si da lugar a la asociacion, de
ahi que a esta proteina que tiene como funcién ensamblar el SC CIII + CIV le
diéramos el nombre de SCAFI (SuperComplex Assembly Factor D).

La presencia de SCAFI define tres poblaciones de CIV: uno ensamblado
con CI+CIII, que recibe electrones desde NADH y que es un respirasoma; otro
ensamblado solo con CIII que solo recibe electrones desde el FAD; y otro libre,
que puede recibir electrones desde cualquier sustrato. Ademas comprobamos
que al incubar las mitocondrias respirando con sustratos que producen NADH
(piruvato mas malato) y FADH (succinato), el efecto es aditivo en aquellas mi-
tocondrias que proceden de células que tienen la forma larga de SCAFI. Esto
no sucede cuando proceden de células con la forma corta y, por tanto no pue-
den ensamblar CIII y CIV. Esta posibilidad dindmica de ensamblaje, permite a
las células adaptarse a diferentes fuentes de carbono. Un mayor conocimiento
de la regulacion de esta adaptacion nos ayudaria a comprender mejor las pa-
tologias mitocondriales.
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El modelo que proponemos seria:
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SECRETARIO GENERAL Y ACADEMICO DE NUMERO

*Publicado en tomo aparte.

45






SESION CIENTIFICA
DEL DIA 16 DE ABRIL DE 2015

PRESIDE EL
EXCMO. SR. D. MANUEL BUENO SANCHEZ

SANIDAD MILITAR.
CUARENTA ANOS DE MEDICINA
LOGISTICO OPERATIVA

POR EL

EXCMO. SR. D. JESUS RUBIO I1ZQUIERDO
GENERAL MEDICO DIRECTOR
DEL HOSPITAL GENERAL DE LA DEFENSA DE ZARAGOZA

PRESENTADO POR EL

ILMO. SR. D. FRANCISCO JOSE CARAPETO

Y MARQUEZ DE PRADO
VICEPRESIDENTE Y ACADEMICO DE NUMERO

47






Exmo. Sr. Presidente de la RAMZ
Exmos e Ilmos Sefioras y Sefores Académicos
Dignisimas Autoridades
Companeros y Amigos

Tengo la satisfaccion de presentar hoy en esta Real Academia de Medicina
de Zaragoza, al Exmo. Sr. D. Jesus Rubio Izquierdo, General Medico
Director del Hospital General de la Defensa de Zaragoza, quien nos ha-
blara de un tema de especial interés en la actualidad, “La Sanidad Militar:
Organizacion y Medicina Logistica Operativa”.

En mi opinidn, es este un aspecto de la Medicina de gran relevancia para
nosotros en este ambiente de la Real Academia de Medicina, porque aunque
inmersos e interesados por todos los aspectos generales de la Medicina y la
Sanidad en sus multiples facetas, que son tratados a lo largo de las numero-
sas sesiones que se celebran en esta RAM, la Sanidad Militar es un aspecto
de nuestra profesion que creo puede ser insuficientemente conocida para
nosotros los civiles, especialmente desde hace unos anos en que se reformé
su organizacion y gran parte de los aspectos practicos de su ejercicio, y muy
especialmente, una vez que nuestro pais entré de lleno en las organizaciones
militares y de ayuda sanitaria a nivel supranacional.

El General Don Jesis Rubio Izquierdo, es sin duda, quien por el cargo
jerarquico que ocupa, la persona idénea para exponernos los pormenores de
esta faceta Medico-Sanitaria desde el punto de vista militar, que hoy ocupa un
lugar preeminente tanto en las zonas de conflictos bélicos, como en aquella en
las que las circunstancias naturales adversas crean situaciones de compromiso
y devastacion, en las que nuestra Sanidad Militar, desarrolla una labor encomia-
ble y reconocida internacionalmente, dentro y fuera de nuestras fronteras, con
una historia que abarca 60 afios y que agrupa a un gran nimero de figuras que
llenan la historia de su desarrollo y prestigio, y que como en otros campos de
la medicina, se ha ido mejorando y adaptado a las necesidades del momento.

A nuestro conferenciante de hoy le adorna un curriculo pleno de distin-
ciones, que son la traduccion de un intenso trabajo a lo largo de los afios.
Como veremos, algunos de ellos realizados en zonas geograficas conflictivas y
situaciones para cuyo desemperio se necesita de una enorme vocacion y estoy
seguro que también, decisién y valentia.
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Don Jesds Rubio, nacié en Zaragoza en 1951. Estd casado con Dia.
Concepcion Tomds, de cuyo matrimonio tiene 3 hijas.

Realiz6 los estudios de Segunda Ensenanza en el Clg. Calasanz y después
continué los universitarios en la Facultad de Medicina de Zaragoza, que ini-
ci6 en Octubre 1969, siendo admitido como Alumno Interno Honorario en la
Catedra de Patologia General del Profesor Gabriel Guillén hasta el afio 1974,
en que por oposicion entré6 como Alumno Interno Pensionado en la Catedra
de Dermatologia del Prof. Luis Azua.

Los estudios de Medicina los finalizé en el afio 1975 y en el 1976 realizé las
pruebas para entrar por Oposicion en el Cuerpo de Sanidad Militar

Esta en posesion de los titulos de:

Licenciado en Medicina y Cirugia por la Facultad de Medicina de la
Universidad de Zaragoza, que obtuvo en Julio de 1975.

Médico Especialista en Cirugia General
Médico Especialista Diplomado en Medicina Intensiva

Licenciado en Bioquimica por la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Zaragoza.

La carrera Militar de D. Jesus Rubio, estd también jalonada por la su-
peracion de diferentes pruebas, hasta llegar a la relevante situacion que ocupa
actualmente

Aprobo la Oposicion a Sanidad Militar en Mayo de 1976, ingresando en
la Academia General Militar, continuando su educacién profesional en
la Academia Militar de Sanidad.

Promovido al empleo de Teniente Médico en Julio del afio 1.977, fue
destinado al Hospital Militar de Zaragoza para el Servicio de Cirugia
General, y al afio siguiente, a la Unidad de Cuidados Intensivos del ci-
tado Hospital.

Ascendi6 al empleo de Capitan Médico en agosto de 1.980 quedando
confirmado en su anterior destino y servicio hasta abril de 1.982, que
paso al Grupo Regional de Sanidad Militar n° 5 de Zaragoza.

En 1.982 y por haber superado el concurso-oposicion de especialidades
médicas, fue nombrado alumno de la Academia Militar de Sanidad para la
especialidad de Medicina Intensiva, realizando la residencia en los hospi-
tales Gregorio Marafién y Hospital Militar Central Gémez Ulla de Madrid.

En 1.986, una vez finalizada la residencia de la especialidad, se le con-
cede el Diploma de Especialista de Medicina Intensiva, haciéndose cargo
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de la Jefatura de la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital General
de la Defensa de Zaragoza en Mayo de ese afio de 1986.

En julio de 1.987 es promovido al empleo de Comandante Médico del
Cuerpo Militar de Sanidad.

En julio de 1.997 fue promovido al empleo de Teniente Coronel Médico
del Cuerpo Militar de Sanidad.

En diciembre de 2006 ascendié al empleo de Coronel Médico del
Cuerpo Militar de Sanidad.

En febrero del afio 2.011, es destinado al Hospital General de la Defensa
(Zaragoza), como Coronel Subdirector del mencionado Hospital.

Por Real Decreto 1.394 / 2012 de 5 de octubre, S.M. El Rey, le promueve
al empleo de General de Brigada Médico del Cuerpo Militar de Sanidad.

Por Orden 430 / 15. 045 de 8 de octubre de 2.012, por el Ministro de
Defensa, es nombrado General Médico Director del Hospital General de
la Defensa en Zaragoza.

El General Rubio Izquierdo esta en posesion de numerosas condeco-
raciones, que paso a resumir:

Cruz del Mérito Militar con distintivo blanco (1990).

Cruz de la Real y Militar Orden de San Hermenegildo (1996).

Medalla OTAN “Kosovo” (2000).

Encomienda de la Real y Militar Orden de San Hermenegildo (2001).
Placa de la Real y Militar Orden de San Hermenegildo (2006).

Medalla OTAN “Respuesta Solidaria IT Apoyo Terremoto Pakistan” (2007).
Cruz del Mérito Militar con distintivo blanco (2010).

Gran Cruz de la Real y Militar Orden de San Hermenegildo (2012).

Medalla al Mérito Profesional concedida por el Excmo. Ayuntamiento de
Zaragoza (2014).

Diploma de reconocimiento de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Zaragoza. Octubre 2014.

Hay que mencionar también entre su densa actividad Medico-Militar, el
haber participado activamente en misiones internacionales: Valgan como ejem-
plo, la de haber formado parte del equipo quirdrgico en la mision KNSE IV
PETROVEC-FYRON en Kosovo, entre Junio y Noviembre del afio 2.000, asi
como participar también en la Mision “RESPUESTA SOLIDARIA II”, en apoyo
al Terremoto de Pakistdn, de Noviembre de 2.005 a Enero 2000.
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El ejercicio profesional medico de nuestro conferenciante, ha sido ejercido
desde la especialidad fundamental de Medicina Intensiva, especialidad a la
que ha dedicado 33 afios de vida profesional, antes de acceder a dreas de
gestion. Esta especialidad médica, la Medicina Intensiva, viene determinada
por la necesidad de agrupar y tratar a los enfermos en situacion critica de una
forma diferenciada y mas eficaz, lo que se ha transformado hoy en un pilar
fundamental de la Medicina en sus aspectos tanto médicos como quirdrgicos.

Tras la exposicion de este intencionado breve resumen de su curriculo,
no creo que quepa duda, de que el General D. Jestis Rubio Izquierdo, es la
persona idonea para que nos analice e informe sobre la Sanidad Militar, en
estos momentos en los que sus servicios son requeridos dentro y fuera de
nuestras fronteras, siempre en situaciones comprometidas y peligrosas, pero
cuyo prestigio y bien-hacer ha sido siempre reconocido en todos los dmbitos
de actuacion tanto nacionales como internacionales.

La relativa corta historia de nuestra Sanidad Militar, como eslabdon funda-
mental en estas situaciones adversas, se remontan al afio 1960, en que un fuer-
te terremoto provoco una enorme catastrofe entre la poblacion marroqui de
Agadir, cuyo recuerdo esta en la mente de muchos de los aqui presentes, y en
cuya ayuda acudieron las Fuerzas Militares Espanolas. A partir de ese momen-
to, con criterios que se han ido renovando en el sentido de un mayor grado de
organizacion del Ejercito Espafiol y por supuesto de su rama Medico-Sanitaria,
han intervenido con una enorme eficacia en numerosos conflictos, en los que
el ser humano, por causas naturales unas veces o por conflictos armados en
otras, ha estado comprometido.

Naturalmente, le corresponde a nuestro conferenciante de hoy exponer
los aspectos de logistica medico-sanitaria que permiten llevar a buen fin estas
misiones, la gran mayoria de ellas en ambientes hostiles y en todo caso de
precariedad y dificultades de todo genero, y a nosotros, agradecer su presencia
hoy en esta Real Academia de Medicina, dandole por anticipado las gracias por
lo que con toda seguridad serd una muy interesante conferencia, y supongo
que para la mayoria de nosotros, desconocida faceta de nuestro Ejercito, en su
vertiente Medico-Sanitaria.

A mi, y para concluir, me resta dar las gracias a la Junta Directiva de la Real
Academia de Medicina, por la confianza depositada, al permitirme presentar a
este Ilustre Conferenciante asiduo asistente a nuestras sesiones, que desde hoy
es un miembro mas de esta casa, en la que siempre es bien recibido.

Muchas gracias!

Ilmo. Sr. D. Francisco José Carapeto y Marquez de Prado



SESION CIENTIFICA
DEL DIA 7 DE MAYO DE 2015

PRESIDE EL
EXCMO. SR. D. MANUEL BUENO SANCHEZ

DESAFIOS EN LA ENSENANZA
DE LA MEDICINA

POR EL

PROEF. DR. D. FERNANDO CIVEIRA MURILLO
ACADEMICO CORRESPONDIENTE.
CATEDRATICO DE LA FACULTAD DE MEDICINA
DE LA UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA.

*No facilitado.
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I JORNADA TEMATICA:
EMBARAZO, PARTO Y LACTANCIA
DEL DIA 14 DE MAYO DE 2015
PRESIDE EL

EXCMO. SR. D. MANUEL BUENO SANCHEZ

EMBRIOLOGIA DE LA EMBRIOLOGIA

POR EL

ILMO. SR. D. HERACLIO MARTINEZ HERNANDEZ
ACADEMICO DE NUMERO
CATEDRATICO DE GINECOLOGIA Y OBSTETRICIA
DE LA UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

ANTROPOLOGIA DEL PARTO

POR EL

DR. D. SERGIO CASTAN MATEO
JEFE DE SERVICIO DE OBSTETRICIA DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO MIGUEL SERVET DE ZARAGOZA

LA LACTANCIA MATERNA EN EL ARTE

POR EL

EXCMO. SR. D. MANUEL BUENO SANCHEZ
PRESIDENTE Y ACADEMICO DE NUMERO
CATEDRATICO DE PEDIATRIA DE LA UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

*Publicado en tomo aparte.
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SESION CIENTIFICA
DEL DIA 21 DE MAYO DE 2015
PRESIDE EL
EXCMO. SR. D. MANUEL BUENO SANCHEZ

EL LENGUAJE DE LOS MEDICOS

POR EL

PROF. DR. D. HUGO LIANO MARTINEZ
PROFESOR DE NEUROLOGIA

PRESENTADO POR EL

ILMO. SR. D. EDUARDO COSCOLIN FUERTES
ACADEMICO DE NUMERO
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Excelentisimo Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza.
Excelentisimas e ilustrisimas Autoridades.
Excelentisimos e Iustrisimos Académicos de esta
docta Institucion, queridos companeros.
Respetable auditorio.

Cautivados por la responsabilidad de dirigir unas palabras de bienvenida a
nuestro companero y sin embargo amigo, el profesor Hugo Liafio, nos vemos
en la necesidad de solicitar benevolencia por considerar que no somos la per-
sona de mayor solvencia para estos menesteres.

En 50 anos no nos hemos visto.

Si que sabemos de su trayectoria en forma de relampagos o fogonazos, No
sabemos de la vida del amigo mas que lo que convivimos. Yo he podido saber
de la vida de Hugo sin saber a qué colegio fue, donde aprendi6 sus primeras
letras, y sin embargo, jcasi es poeta!

iQué digo! ES un poeta. Y también un literato. Y también médico. Y tam-
bién neurdlogo. Y también profesor. Ahora se cumplen 50 anos que comenzoé
una trayectoria brillante, polifacética, exuberante a veces. Aquel delegado de
curso nuestro, prometia. Si, que prometia...

Prometia y cumplio.

Hablar de Hugo Lianio lleva sin querer al neurélogo, Profesor de Neurologia
de la Auténoma de Madrid durante 41 afios, Jefe de Neurologia de Puerta de
Hierro 32 afios, Presidente de las Sociedades Neurologicas de Espafa y de
Europa, Vicepresidente de la Mundial, Presidente de la Asociaciéon Hispano-
Arabe de Medicina, fundador de la Asociacién Madrileha de Neurologia,
Presidente de la Comisién Nacional de su especialidad, y un largo etcétera. Su
prestigio internacional arrancé muy pronto en su biografia, cuando en 1969
publicé por vez primera hallazgos trascendentales en las proteinas del liquido
cefalorraquideo y su aplicacion al conocimiento de enfermedades, tales como
la esclerosis multiple entre otras; por estas investigaciones fue conocido en
todo el mundo neurolégico y fué el primer espafiol que publico en diversas
revistas cientificas de habla inglesa en los principios de los 70.
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Ha sido Profesor Visitante de las Universidades de Oxford, Londres y Los
Angeles, y Profesor Invitado en varias de Europa, América, Oriente Medio y
Africa del Norte. Tiene en su haber el Premio Nacional de Investigaciéon en
Neurologia (1969), la Medalla de Honor del Ministerio espanol de AAEE (1986),
es especial Miembro de Honor de la Federacion Mundial de Neurologia (2000)
y Gran Cruz de Honor de Oro de la Comunidad de Madrid (2011D).

Pero el otro “yo” de Hugo Liano, el escritor, me consta que protesta siem-
pre que no se le tiene en cuenta. Y es que, aunque no ha tenido tiempo de
hacer de la literatura una profesion, ha andado cerca. Ha publicado ensayos,
como “El lenguaje de los médicos”, “Cerebro de hombre, cerebro de mujer” y
el reciente “El conflicto de los sexos”. Ha escrito una novela histérica, califi-
cada por Miguel Delibes como la mejor del género en lengua espafiola, pero
cuyo rigor “cientifico” en el tratamiento del lenguaje y la historia de un tema
acaecido entre los siglos XVI y XVII la hicieron inasequible a muchos lectores
de hoy. Su mayor éxito ha sido en el relato, cuento largo de unas 15 paginas
impresas; su estilo trepidante, a modo de thriller, le valié en dos ocasiones el
primer premio de certdimenes nacionales. De la poesia, publicé en revistas de
la época, en diarios y semanarios; a la peticion de alguna editorial de todo su
poemario, responde siempre que estd en ello, pero no es capaz y se angustia
al rescatar y releer sus versos.

Nacido en Zaragoza en 1941. Se licencia en Medicina y Cirugia por la
Universidad de su ciudad natal en 1965 recibiendo el grado de Doctor por la
Universidad Complutense de Madrid en 1969.

Actividades asistenciales

- Asistente Extranjero, Hospital de Saint Joseph (Paris), Service de
Neurologie (1965).

- Ingreso por Concurso Nacional en la Clinica Puerta de Hierro, Madrid

(19606).

- Jefe Adjunto de la Seccion de Neurologia, Clinica Puerta de Hierro
(1969-1970).

- Jefe de Seccion del Servicio de Neurologia, Clinica Puerta de Hierro

(1970-1979).

- Jefe del Servicio de Neurologia, H.U. Puerta de Hierro, por concurso
oposicion nacional desde 1979 hasta 2010.

- Director-Asesor de la Unidad de Neurorrehabilitaciéon del Instituto de
Neurociencia y Catedra de la FUAM, Hospital Los Madronos, Madrid
(Brunete), desde 2010.
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Actividades docentes

Profesor Honorario de Fisiologia de la Universidad Auténoma de Madrid
(UAM) (1969-1970).

Profesor Adjunto de Medicina UAM (1971-1983).
Catedritico de Medicina UAM (excedencia en 1984).
Profesor Titular de la Catedra de Neurologia Médica (1984-2010).

Coordinador de la docencia de pregrado en Neurologia y Neurocirugia
de los 4 hospitales clinicos de la UAM (2004-2010).

Profesor Visitante de la Universidad de Oxford (R.U) 1982.
Profesor Visitante de la Universidad de Londres (R.U) 1983, 1984.

Profesor Invitado de las Universidades de Coérdoba (Argentina), La
Sapienza de Roma, Rabat (Marruecos), Auténoma de San José de Costa
Rica. La Habana y Burdeos.

Profesor del Mister en Neurorrehabilitacion, U. Rey Juan Carlos, de
Madrid (2011 y 2012).

Profesor del Miaster en Neurorrehabilitacion, Universidad Europea de
Madrid (2010-2015).

Director de Tesis doctorales: 17 en Espana y 1 en Austria.

Actividades en Sociedades Cientificas

Presidente de la Sociedad Espafiola de Neurologia.

Co-Presidente de la EFNS (European Federation of Neurological
Societies).

VicePresidente Electo de la WFN (World Federation of Neurology).
Presidente de la Asociacion Hispano-Marroqui de Ciencias Médicas.
Fundador de la Sociedad Madrilenia de Neurologia.

De la Junta Directiva de la extinguida Asociaciéon Espafiola de
Neuropsiquiatria.

Presidente de la Comisiéon Nacional de la Especialidad de Neurologia,
del Consejo Nacional de Especialidades Médicas.

Delegado por Espana de la UEMS (Uniéon Europea de Médicos
Especialistas).

Delegado esparfiol de Medicina en UNESCO.
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Experto en los paneles de Cefalea y Epilepsia por la EFNS.
Experto en Cefalea por MEDED (Medical Education) USA.

Investigacion
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Investigador que confirmé por vez primera, por un nuevo método, la
existencia de inmunoglobulinas en liquido cefalorraquideo no prove-
nientes del plasma (primera publicacién en 1969).

Estudios de las inmunoglobulinas en ciertas enfermedades, en especial
en la esclerosis multiple (principales publicaciones entre 1969 y 1974).

Director de 28 proyectos de investigacion subvencionados.

Colaborador en otros 16 proyectos.

Este es nuestro conferenciante, delegado de curso hace 50 afios que estudio
en los Escolapios de General Franco.

Eduardo Coscolin Fuertes



EL LENGUAJE DE LOS MEDICOS
PROF. HUGO LIANO

El lenguaje constituye el retrato mas preciso del ser humano, de su perso-
nalidad y cultura. Dice un antiquisimo proverbio persa: “El hombre estd oculto
bajo su palabra”. De sus diversas modalidades, la cientifica es la que se emplea
en los escritos médicos. Y de este asunto, del lenguaje médico, he tratado en
numerosas ocasiones, de viva palabra o por escrito, y siempre insisto en que
no pretendo “leer la cartilla” a nadie, que no soy proclive al apostolado, y
que simplemente me divierto y deseo entretener a la concurrencia, analizando
nuestros vicios idiomaticos.

Por otra parte, los médicos somos un extracto de la sociedad a la que per-
tenecemos y por ende de los tiempos en que nos encontramos. No debemos
olvidar que ciertos sistemas e instrumentos de comunicacion se han instalado
en nuestras vidas y que han modificado de forma importante el lenguaje, no
ya médico, sino general. ;Quién puede negar que nuestra escritura a mano se
ha deformado y es cansina para quien la pone en juego en contadas ocasiones,
desde que hay teclados de todo tipo? Ademas, internet cambia el proceso cere-
bral del lenguaje e incluso la elaboraciéon del pensamiento, y otro tanto pode-
mos decir de los “smartphones”, las “tablets” y la mensajeria por “WhatsApp”;
Nicholas Carr escribfa en 2011 un jugoso ensayo titulado “;Qué estd haciendo
Internet con nuestras mentes?” y yo mismo dedicaba un capitulo del ensayo
“El conflicto de los sexos” (Ed. B. 2014) a lo que denominaba “La comunicacién
de los pulgares agiles”.

No carece de interés, en lo que a influir en el lenguaje actual se refiere, el
efecto de lo que yo denomino “buenismo socio-politico” o lo que hace afos se
tildé de “lenguaje politiqués”; es la consabida introduccion en “os-as”, “ciuda-
danos y ciudadanas”, “companieros y companeras”...y hasta el famoso tandem
“miembros y miembras”; es aquello de que no haya personas negras, ni siquie-
ra “de color” —como si los caucasianos fuésemos incoloros como el agua- sino
“afroamericanos” o “subsaharianos”; es que hayan desaparecido los “sexos”,
sustituidos por los “géneros”, que da pie a recordar el “género” que aportaban
los representantes, hoy comerciales, a las tiendas; es el que no haya hombres
homosexuales, sino “gays”, o sea etimoldgicamente “alegres”. Y tantos y tantos
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ejemplos que podrian ponerse sobre lo que recae en el lenguaje de lo que ha
venido en llamarse lo “politicamente correcto”.

Hechas estas puntualizaciones, hay que reconocer que a menudo los médi-
cos hablamos y escribimos con malas maneras. Pero no lo hacen mejor los po-
liticos, los economistas, los abogados, y lo que es mas grave, por su difusion,
quienes hablan por radio o television, diciendo que “nos mandan tal cosa en

Europa”, a nosotros los "asiaticos”, los que “preveen”, y quienes nos atienden
en “breves minutos...o instantes”.

Sobre la base de lo antedicho hay motivos afiadidos del mal empleo del
lenguaje. En primer lugar, la falta de beneficio inmediato por escribir o hablar
bien. La segunda razén es nuestra cada vez mds exigua preparacion huma-
nistica; mientras el 73% de los vocablos proceden del latin, éste ha quedado
practicamente eliminado de la ensefianza; a los estudiantes de Letras se los
toma casi por disminuidos intelectuales, y no hace muchos afios un Ministro
de jCultura! Dijo “catorceavo” por “decimocuarto”.

3

“Dicho lo cual” y “en base a..”, al decir de los tertulianos “intelectuales”,
no dejemos atrds a algunos de nuestros académicos de la Lengua, que ora por
desconocimiento, ora por pretender un maquillaje juvenil, incurren en parado-
jas tales como calificar un dia, justamente, de dislate al término “analitica” del
lenguaje vulgar médico, y pocos afios después incluirlo en su diccionario como
tercera acepcion; y la turba de extranjerismos que se admiten, aunque tengan
una muy sencilla traduccion.

También se nos ha acusado de que abusamos de términos técnicos para
hacer incomprensible nuestro lenguaje a los profanos. Asi, Amando de
Miguel en “La perversion del lenguaje” escribié acerca de la oscuridad en
la terminologia médica y la atribuy6 a la vanidad de los médicos. Garcia y
Gracia decian en “Antropologia de la Medicina” que ‘el médico se ha ca-
racterizado siempre por un lenguaje artificial y hermético”, debido, segin
ellos, a un oscurantismo deliberado. Yo creo que estas opiniones no son
justas ni selectivas de la Medicina. Cuando se escuchan las informaciones
por television, los coches no chocan sino que son “vehiculos que colisionan
por alcance”; todos los gremios ponen en marcha “el protocolo”; y por mas
que se apliquen con interés los sanitarios que atienden a un accidentado, a
menudo no pueden salvarlo e “ingresa caddver”; nunca muere nadie, sino
que “fallece” o es “éxitus”, y no se caen desde una ventana sino que “se
precipitan”; y de esta guisa podriamos citar numerosas expresiones reviradas
y pomposas. Yo pienso sinceramente que el lenguaje médico es menos her-
mético y engolado que el de juristas y economistas, por ejemplo; y mucho
menos acompanado de aspavientos que el de quienes nos informan de la
prevision meteorologica tras los telediarios.
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Finalmente, este tipo de autocritica que estoy haciendo no es excepcional en
Medicina; no conozco que se haga en otras profesiones técnicas o cientificas.

La clasificacion de los defectos lingtiisticos médicos puede hacerse siguien-
do su “etiopatogenia” o mediante su “semiologia”. Lain Entralgo empled la
modalidad primera, y lo hizo en 1958; o sea que somos bien veteranos los
médicos en esta modalidad de purga interna.

A mi me resulta mds prictica la segunda forma, la semiolégica, y los ordeno
porque se usen mds en el lenguaje hablado o en el escrito, y éste — a su vez-
en historias clinicas, informes o publicaciones.

En el lenguaje hablado cotidiano, los defectos mas corrientes son: extran-
jerismos, cambios de género, perifrasis y eufemismos, pleonasmos, modismos
y barbarismos.

La mayoria de los extranjerismos no sélo no desaparecen, sino que
muchos adquieren “nacionalidad espafiola”, a pesar de que tengan ficil tra-
duccioén; ejemplos de ello son: “shock”, “by-pass”, “kit”, “pool”, “shunt”, “bor-
derline”, “look”, “test”, “toilette”, “platean”, etc. Y de la adopcion de algunos se

ha arrepentido la RAE en su 23* edicién..

Los cambios de género son frecuentes en el lenguaje médico. Algunos
se han formado por la cacofonia del articulo cuando la palabra comienza por
“a” y después se han olvidado de respetar el género del adyacente. Ha pasado
de ambigua a masculina la palabra “acné”, sigue ambigua “acmé” pero con
claro predominio masculino; han sido y son femeninas “anasarca”, y “asma”; el
error aparece cuando se las adjetiva en masculino, pues el asma tiene que ser
cardiaca, cronica, atopica o extrinseca; o la anasarca debe ser intensa. En otros
casos, no estd claro el porqué de la mutacion hacia el masculino al usar algu-
nos médicos de términos femeninos como “las extrasistoles” o “la psoriasis”.
Como puede verse, en la tendencia transexual predomina la masculinizacion,
lo cual puede interpretarse como un signo mas del secular machismo.

Los eufemismos, perifrasis y circunloquios se suelen escuchar cuando
los médicos se dirigen a los familiares de los enfermos, con expresiones como
“nos tememos lo peor” o “puede pasar cualquier cosa”, por no decir abierta-
mente que lo mids probable es que se muera. Pero, tras eufemismos de este
corte, un médico le puede hablar a otro de que al paciente equis con fiebre
y confusion, va a “pincharle la raspa, no vaya a ser que haya cogido una me-
ningitis” y suelen pedir “analitica completa con coagula’.

Los pleonasmos son especialmente frecuentes en el lenguaje hablado de
sesiones y reuniones cientificas. Se dice que “parece verosimil”, se pretende
la “erradicacion total”, se llega a unas “conclusiones finales”, se busca la
‘causa etiologica”, se emplea un ‘“tratamiento quimioterdpico”, se exponen
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I3

rerrequisitos” para un ensayo clinico, o se pretende conocer el ‘porvenir
ulterior” para lograr un “buen éxito”, ya que el tema objeto de estudio esta en
‘auge ascendente”, si bien algo permanezca “como un enigma no resuelto”.
“Prerrequisito” estd aceptada por la REA con la acepcion de “requisito previo”;
cuando no hay duda de que un requisito es una condicién per se previa o
necesaria para alcanzar algo.

A veces se escucha de entre las conclusiones de unos comisionados que
“‘todos concordamos en estar de acuerdo” y que hemos elaborado un “proyecto
de futuro”; menos mal que el comité lo forman personas vivas y cultas, pues
¢qué podria haberse esperado si se hubieran reunido “muertos” o “tumores”,
que son los que supongo que se sientan en torno a una mesa en los llamados

“Comité de fallecidos”y “Comité de tumores”?

De cuantos modismos invaden nuestro lenguaje, el mas mondétono es el
que “se hace con el verbo hacer”. Nuestros enfermos, ademas de estar sufrien-
do, deben tener la culpa de lo que les pasa, porque todo lo “hacen” ellos.
A saber, “hacen una bemiparesia, hacen un cuadro de tal o cual tipo, hacen
una recaida, hacen meldstasis...”; cuando la verdad es que estos sucesos les
sobrevienen, les aparecen, los sufren o se desarrollan en ellos, muy a su pesar.

Una palabra comodin en la Medicina es “control”, término de origen francés
en el que confluyen “contre” y “role”, y que, traspasada al inglés, la hemos
recogido. Desde hace menos anos, supera al comodin anterior la palabra
“protocolo™; hoy existe un “protocolo” para todo, y me gustaria saber como
ha llegado al dia de hoy el uso del término “protocolo”, que nacié de ser la

rimera hoja pegada “proto collo” en un libro, para que un notario autentificase
)
la autoria del mismo.

Barbarismos hablados son los que mezclan el instrumento o método téc-
nico con el resultado del estudio que con ellos se hace. Se “hace un doppler
o un escdaner” en vez de hacer una exploracion circulatoria o craneal, respec-
tivamente, con el método doppler o con un “escaner”.

Otro muy frecuente es el uso de “a nivel”, que es un concepto de altura
u horizontalidad o de situacion social, para indicar la naturaleza del tema del
que se habla. Por ejemplo “a nivel neurologico, diriamos que este enfermo...”

Hay algunos términos que son mal empleados o topicos, como “asumir’,
untual”, “flecos”, “retomar”, etc. De nuevo, dos de ellos, “‘puntual”y “flecos”
estan oficializados en el sentido espurio al que nos referimos. Otros, como el
ya citado y y

“«

‘preveer” por ‘prever”, viene a dar en el ridiculo gerundio “preveyen-
do”. Finalmente, uno que decimos con frecuencia sin analizar los componentes
de la palabra, es “antibioterapia”, o sea un tratamiento con sustancias antibio-
l6gicas, cuando debiamos emplear “antibioticoterapia”, pues nos referimos a
un tratamiento con antibioticos.
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LENGUAJE DE HISTORIAS E INFORMES MEDICOS

Comienzan con tépicos como “encontrdandose previamente bien”, hoy in-
cluso puede ser “paciente con BEG” (jBuen Estado General)), sigue con “buena
coloracion de piel y mucosas”, “abdomen blando y depresible”, “cuadro de...”,
‘evolucion lentamente progresiva”. Se confunde ‘grave” con ‘severo”, “leve”
con “ligero”, y peor ain con otras cualidades como “discreto” o “moderado”.
Los gerundios incorrectos abundan, empleados en tiempo posterior al de la
accion principal o con significado de accion permanente, tales como los que
vamos a imitar: “tuvo una reaccion, suspendiendo dicha medicacion” o “les
vive un hijo, siendo epiléptico”.

El uso de siglas llega al extremo de hacer incomprensible el texto, si no se
hace uno experto en esta jerga. También se olvidan de que las siglas tienen
género y todo el mundo habla o escribe de “un TAC” en vez de “una TAC”,
de “un PET”y no de “una PET”; olvidamos que hablamos de unas tomografias,
no de “unos” tomografias. Sorprendentemente, TAC y PET estan sefialadas con
género masculino en la XXIII edicion del DILE. Otro error es poner las siglas
en plural y escribir que a un paciente se le han hecho “3 EEGs”.

Un barbarismo “clasico” de los informes es el uso improcedente del verbo
‘objetivar” y con €l se escribe a menudo la siguiente retahila de inconve-
niencias: “no se objetiva patologia neurolégica (o de lo que sea) orgdnica’.
Es decir, se ofrece como diagndstico una negacion, lo que no se encuentra.
Se hace uso de un verbo, “objetivar”, con el significado de “hallar, encontrar,
ver” que son expresiones bastante mas sencillas y adecuadas, y no la de “ob-
jetivar”, que querria decir “dar cardcter objetivo a una idea o sentimiento”. El
engendro continua empleando el binomio “patologia orgdnica”, queriendo
decir “enfermedad encontrada con criterio organicista”. Siembra la duda de
si en Neurologia, que es el ejemplo puesto, habra enfermedades que no sean
patolégicas o que no sean orginicas, es decir que no afecten a algin 6rgano.

Lleva ya afos instalada otra petulancia: “visualizar”. En los informes de los
eufemisticamente denominados “estudios por imagen”, los médicos no “ven”
las imdgenes obtenidas, sino que las “visualizan”; o sea que los médicos infor-
mantes cierran los ojos y se las representan de modo virtual para analizarlas.
Tampoco los profesionales del cine o de la television “ven”, sino que “visio-
nan” las peliculas e imdgenes. En la linea de poner “izar” como desinencia a
las palabras, también se “optimizan” métodos de tratamiento, procedimientos
diagnosticos, etc, cerrando el paso a mads mejoras, pues lo 6ptimo es inme-
jorable. No se “sefala”, sino que se “sefializa”. Me recuerda aquel libro de
Cela, titulado “Izas, rabizas y colipoterras” ;estaremos empenados en “izar” o
“rabizar” la lengua espafiola? Y ya saben a qué gremio aludia don Camilo con
estos términos. Eso si, con la aquiescencia de quienes tienen que “limpiar, dar
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brillo y esplendor”; ;no es el inglés la lengua mas hablada en el mundo? Creo
que no hay ninguna Real Academia de la lengua inglesa.

En las historias y exploraciones se repiten pleonasmos del tipo de los
“dolores neurdlgicos” o de las “pupilas isocoricas”, éste formado por el griego
“kore” (pupila o nina), “iso” (igual), y de nuevo “kérico”, que conforman algo
asi como “pupilas de iguales pupilas”. Seria suficiente hablar de “isocoria” o

de ‘“pupilas iguales”.

LENGUAJE DE PUBLICACIONES

En esta modalidad de lenguaje médico, el vicio mas arraigado es el extran-
jerismo y los principales defectos el agramatismo y la mala sintaxis.

<5

Toda exploracién comienza por ‘el paciente mostré”, o sea ‘the patient
showed”,

" en pretérito indefinido narrativo o pasado simple ingles. En mis pri-
meros tiempos, ‘el paciente presentaba...”, es decir “le malade presentait...”,
en pretérito imperfecto como en francés. Con esto de que “el paciente mostrd”,
he llegado a leer que “mostré leucopenia”, lo que me hace pensar que, al ser
explorado, el enfermo exhibié un papel con un analisis de sangre en el que
las cifras de leucocitos estaban bajas. Ademas, en espanol, eso de “mostrar”
da idea de poner algo a la vista, como un escaparate, un mostrador, o de
ensefiar algo de forma practica, de la manera que un técnico nos “muestra”
el funcionamiento de una maquina. La exhibicién continda por la exploracion
y el paciente “mostraba hemiparesia, hepatomegalia...” o 1o que sea. Con lo
sencillo que es decir “el paciente tenia tal o cual anomalia” o “en la exploracion
encontramos hipoestesia en el lado izquierdo del cuerpo...”

En la introduccién o en el “abstract”, antes “resumé”, hoy se construye asi,
al britanico modo: “Veinte casos de sindrome de Bebcet ban sido estudia-
dos”, como aquello de que los pasajeros permanezcan sentados “hasta que las
puertas bayan sido abiertas”.

Hace afios hubiera sido asi: “Se estudian 20 casos de sindrome de...”, por-
que los franceses dirfan “On etudent...”.

Lo espanol seria decir que “los autores han estudiado 20 enfermos con....”
O que “en 20 casos de sindrome de ...los autores han estudiado los siguientes
aspectos”

Un analista de un trabajo publicado escribe a veces que el autor referido
“ha realizado un elegante estudio”, cuando el término sacado de forma esno-
bista del inglés nada tiene que ver con la elegancia espanola.

Otra confusion es la de los “potenciales evocados”. O sea que “sirven para
recordar hechos pasados” o incluso para “invocar las almas de los muertos”.
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Lo cierto es que son potenciales provocados o desencadenados por un
estimulo.

También “se invoca una patogenia autoinmune...” Se puede “invocar”
para llamar o pedir auxilio a Dios, a los santos, etc, o también para recurrir o
apelar a una entidad o una cualidad de ella. Es de sentido comin que quienes
“invocan” lo que hacen es “atribuir” a una cierta patogenia lo que sea. Otro tan-
to se puede decir de cuando a menudo “se asume” que un mecanismo produce
algo, ya que el contexto indica que lo dicen en vez del correcto “se supone”.

Por cierto que el término “patogenia autoinmune”, literalmente quiere
decir que es “invulnerable para uno mismo”. O sea justamente el significado
contrario al que se pretende.

Tanto en uno como en otro modo de lenguaje médico hay muchos erro-
res desinenciales: “metastdsico” o “nefrosico”, en vez de los mas correctos
“metastdticos” o “nefréticos”.

Una frecuente incorreccion es hacer sinénimos una cualidad del sujeto
del método de estudio determinante del mismo; una alteracién psiquica no
tiene que ser psicologica. O la identificacion del término activo con el pasivo;
“carcinogeno” es lo que genera cancer, o “neurogénico” esta producido por el
sistema nervioso.

Se atribuye el nombre de una gestién o accion, al producto de la misma. De
modo que hoy dia a nadie le dan una “cita” mediante la “citaciéon” que elabora
una persona de la secretaria, sino que directamente reciben una “citacion”. Y
esto vuelve a ser, como la “serializacion” en vez de las ‘“serniales”, con el visto
bueno de la RAE.

Hay muchos defectos fonéticos. Entre los mas frecuentes es emplear el
término “estadio” (con tilde) en vez del correcto “estadio” (sin tilde, como los
de futbol). Hasta muchos especialistas en Oftalmolologia llaman erréneamente
“diplopia” (sin tilde) a la visién doble, en vez de “diplopia” (con tilde). O ;es
que hay “miopia” o hipermetropia sin tildes? También se confunde lo “salival”
o propio de la saliva y que es la diccion correcta, con “salivar” que es la accion
de arrojar saliva.

Es habitual utilizar el latinismo “versus”, es decir “contra”, como disyuntiva.

Otro tanto pasa con las expresiones incorrectas por pronunciar con “equis”
lo que es con “ese”; los hay que pronuncian “expontdneo”, como dirfan “ex-
pectador”, y que dicen “exotérico” cuando lo que quieren decir es lo contrario,
lo que sélo conocen los iniciados, lo “esotérico”, con “ese”.

Me permito, para terminar, aconsejar, por una parte, mas personalidad al
hablar y escribir de Medicina y menos gregarismo, imitacion y empleo de frases
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hechas; y por otra hacer gala de sencillez, hablar de forma natural, sin preten-
siones retoricas, y escribir en espanol normal, ya que no se trata de utilizar un
lenguaje literario o esotérico; en ese espanol cuyas oraciones suelen comenzar
con un sujeto y seguir con un predicado, y en cuyo interior no debe faltar el
verbo apropiado a la accion.
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EL ERROR DE LA MEDIDA EN LA INVESTIGACION MEDICA
Sres Miembros de la Academia y distinguidos asistentes:

Ademas de constituir este acto un honor para mi, supone también un privi-
legio, ya que hace mas de cincuenta anos que, con motivo de haber obtenido
el premio Gari de esta Institucién, pronuncié mi primera conferencia en este
mismo local.

Entrando en materia, conviene ante todo que recordemos los tipos de
mediciones con los que vamos a tratar y que aparecen detallados en la figura
2/28.! En ella vemos que la talla por ejemplo se mide directamente aplicando

2/28
TIPOS DE MEDICIONES

1) M. DIRECTAS (Mo requieren cdleulos ni formulas)
1.1.- Primarias (Ejs Talla, Espesor de una lamina)
1.2.- Secundarias (Ejs. Peso, Temperatura)

2) M. INDIRECTAS (Requieren formulas de calculo)
2.1.- De una variable (Ej Glucemia)

2.2.- De varias variables (E| Superficie corporal)

EVALUACION DE ERRORES (valores absolutos)
M. DIRECTAS.- Procedimientos estadisticos: Media
Desviacidn tipica , Error estandar de la media, etc.

M. INDIRECTAS.- Evaluacion de derivadas, Calculo
diferencial, Derivadas parciales, etc.

1. Las Figuras forman parte del texto por lo que hay que examinarlas detenidamente y en su orden.
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una escala de longitudes, mientras que para medir el peso suele utilizarse el
grado de distension de un resorte. De la glucemia y de la superficie corporal
trataremos en sendos ejemplos.

En esta exposicion tan solo nos vamos a referir a medidas cuantitativas, en-
foque bastante diferente del que se hace cuando se habla de la lectura critica
de un trabajo. En la figura 3/28 podemos apreciar graficamente las caracteristi-
cas principales de las medidas asi como de los aparatos de medicion.

3/28
EL ERROR EN LA INVESTIGACION

Sesgoy error. Tratamos agui de la medicion, no de la Lectura Critica.
LAS MEDIDAS (Cuanti)
Exactitud, Fiabilidad, Precision o Validez.

*@: O:; )

i Repeticion de
mediciones !

Blancos, Patrones, Testigos.

CLASES DE ERROR:
Absolute v Relativo. (Ejemplos)
Errores sistematicos. (Error de cero, de escala, etc.)
Errores groseros. (Cansancio, paralaje, etc.)
Errores aleatorios: Media = l]j_Desu. tipim=o
Indice de precision = 1/0+/2

LOS APARATOS DE MEDIDA
Sensibilidad (Variacion cuando Ax = Una unidad)
Resolucian (Min. division de escala){Analdgicos y Digitales)

De las clases de error que aparecen resefladas, tan solo ilustraremos con
un ejemplo la primera de ellas. Asi, medir la distancia de la tierra a la luna
con un error absoluto de un metro es una maravilla de precision, mientras que
este mismo valor de error de un metro, aplicado a la medida de la talla de
una persona es sencillamente inadmisible. El llamado error relativo, que es
el cociente del error absoluto y la verdadera magnitud de la medida tomada,
es en la mayoria de las ocasiones mds util a todos los efectos.

La diferencia entre las escalas de medida analégicas y las digitales la vemos
en la figura 4/28. En las presentaciones digitales aparecen tres conceptos: su
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4/28
ANALOGICO v. DIGITAL y VICEVERSA

- - . ~
Senal analogica
L [ e—-_—
as
o
DSk
: : :
4 -3 4 1 IU‘ : 1 s 3 £
Senal Digital
1r = cdEdimiwpaE i ..._-,_-...‘.-3_:__-..
ost i : MAESRRNER -8
o} ...*:.,-.T‘,._,_TL,.,,.T.',.:..-.._“..___.:'.
05 _«
4 Y.
AE B e L 1 J
4 3 - i 1] i - 3 4
AJG ELECTRONIC

presencia o ausencia, su signo y su intensidad cuando procede. Las mediciones
anal6gicas se equiparan a las magnitudes continuas, aunque de hecho no lo
sean, mientras que las digitales se equiparan a las discretas.

Merece la pena insistir en el efecto beneficioso que tiene la repeticion de
mediciones en cada caso, siempre que sea posible. En efecto, de esta manera
se pueden corregir en gran parte los inevitables errores aleatorios que se pro-
ducen en las medidas, ya que el valor de la media (o de la mediana) por lo
general estd mas proximo a la realidad que el de medidas aisladas.

Comentamos a continuacion, casi por via introductoria, un ejemplo que es
muy corriente en las mediciones ambulatorias de la glucemia para el control
de la diabetes: la fiabilidad de las repeticiones disminuye al elevarse las cifras
de glucemia.

¢Cudl es la explicacion de este fendmeno? En la figura 5/28 podemos atisbar
una respuesta. En ella vemos que un mismo incremento en la absorbancia, D,
y D,, con D, = D,, tiene mucha mayor repercusion sobre el valor de la gluce-
mia en D,. Es decir, E, > E . La curva roja es una modelizacion de los valores
de la glucemia en funcion de la absorbancia (medicion indirecta, con una sola
variable en este caso). La ecuacién exponencial de la curva de absorbancia,
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5/28
VARIACION DEL ERROR

Un ejemplo muy corriente: Determinacién ambulatoria de la glucemia.

Ay
Gluc. ¥=— = Ay=3 Ax| Cvando Ax—0D
' Ax
04x
_'f'!":_'p"z }'—Gj &

Di=D2z
E1<E2

D1 D2 1001 Tré%

Absorbancia = 2 — log:e de la Transmitancia % i ojo !

en el caso hipotético del ejemplo, es la que aparece sobre fondo amarillo en
el recuadro rojo de la derecha de la imagen. El incremento del valor de y,
4 (glucemia), es el producto de dos factores (recuadro azul): el valor de la
derivada de la funcién, y’, en el intervalo de que se trate, y el del error (incre-
mento de x, A) en el mismo intervalo.

Ahora bien, el valor de la derivada a una funcién, en un punto dado, es
el valor de la tangente trigonométrica del angulo que forma la tangente a la
curva de la funcién en ese punto con la direccion positiva del eje de abscisas
(aqui marcados en verde). Es evidente que este dngulo, asi como la tangente
trigonométrica, son mayores en D, que en D,, quedando por lo tanto explicada
la raz6n de nuestra desigualdad: E, > E,.

Habra quien pueda pensar que empleando en el eje de ordenadas, en lugar
de los valores de glucemia, sus logaritmos (naturales o decimales), la funcion
exponencial se convierte en una recta, como asi es y asi lo muestra la figura
6/28. Esto es cierto pero tiene el inconveniente de que las diferencias de los
valores de los logaritmos de cantidades equidistantes (con la misma diferencia)
se van reduciendo a medida que aumentan tales valores. Basta ver la parte
inferior de la figura 6/28 para comprobarlo, tanto en el caso de logaritmos
naturales como en de logaritmos decimales.
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6/28
TRANSFORMACION EXPONENCIAL — LINEAL

y=03e"" = Iny=mn03+04x=04x—-1.204

Ya no esuna curva, sino una recta:
(10, 2.756)

Pero... 1adiferencia

entre iguales intervalos

Iny quarl'tmioos se va redu-
ciendo ...

/ 10
“T0.-1.209
Por ejemplo: In log
In8—In7 2.079 - 1.946 0.134 0.058
In18—In 17 2.890 — 2.832 0.057 0.025
In 108 - In107 | 4.682 — 4.673 0.009 0.004

La confirmacion de lo que estamos diciendo se puede apreciar en la figura
7/28, en la que vemos que un valor de x correspondiente a 14.52 se traduce en
una glucemia de 100 mg/dl, mientras que un valor de x de 17.27 corresponde
a una glucemia de 300 mg/dl. Si ahora consideramos un error positivo Ax =
0.5 %, y sumamos su mitad (para situarnos en el centro del nuevo intervalo
Ax), se observa un error en la determinacion de la glucemia que es el triple
en el segundo caso que en el primero. El error también se ha multiplicado
por 3. Esto nos confirma que el valor de la derivada varia segin el lugar que
consideremos en la funcién que estemos manejando en cada caso.

Esta ultima figura termina con una interrogacion sumamente interesante: el
calculo de la precision de un determinado aparato de medida. Para responder
a dicha pregunta consideremos la figura 8/28.

Aqui hemos utilizado la técnica “Ji-Cuadrado” en su variedad de compara-
cién de un resultado experimental con una teoria, ya que se trata de comparar
los resultados de la medicion de 5 patrones de glucemia con una teoria (la
precision del aparato). Aunque la prueba y? estd disefiada para frecuencias, es
perfectamente utilizable aqui. No faltan quienes prefieren el llamado test G, de
maxima verosimilitud, pero éste da el mismo “peso” a los patrones que a los
resultado de las medidas en el aparato. Hay que aclarar que ambos procedi-
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7/28
MAGNITUD RELATIVA DEL ERROR

Sea la ecuacion |y =ae | Cona=03y b=0.4

Su derivada es |,'— bx| La variacion F= !
v'=abe dey es Vv=y'Ax
Consideremos un Ax = 0,5 % para | ¥: = 100 mg/dl
Y=z = 300 mg/dl
Y1 —Xr =1452 (+ Ax/2 = 14.77)
Vo —X2 = 17.27 (+ Ax/2 = 17.52)

. . Iy, =012x e 2 0.5=22.078
Aplicando la formula: | et o
My, =0.12xe ~x05=66.326
Error= 22.1mg/dl Los valores de las derivadas
Error ,= 663mg/ dl pueden verfiarsegiln las “partes”
= de la funcion sobre las que

. _1 estemos trabajando. ESTO ES
i Diferencia notable ! | MpPORTANTE EN INVESTIGACION

; Podemos evaluar de alguna manera la precision de los aparatos de medida ?

8/28
PRECISION DE LOS APARATOS DE MEDIDA

Se trata de determinarla glucemia ens patrones.  He agquilos RESULTADOS:

Patrones mg/dl mg/l mg/DI
80 mg/dl 84 836 8357
90 mg/dl 88 882 8815
100 mg/dl 98 983 9826
10 mg/dl 112 1119 11190
120 mg/dl 118 1183 1833
g.l. 4 4 4
Valor ji-2 0.35 2.84 28.37
Valor p 0.986 0.585 0

CONCLUSION: Con el aparato utilizado son aceptables los mg/d|,
algo menos los mag/l, e inaceptables los mg/DI.
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9/28

METODOS PARA EL ESTUDIO DE
LOS ERRORES
a ) Evaluarlos (Estudios
de sensibilidad)

b ) Acotarlos (Calculos
matematicos)

1 - Conducta a seguir

Lo= Profesionales de Ciencias de la Salud estan en general
capaditados para evaluarlos, con un minimo conocimiento
de procedimientos informaticos v de programacion sendilla

2 - ;En qué medida podemos evitar los errores?
a) Conocimiento de procedimientos v fundamentos
b) Conocimiento ¥ pericia en manejo de aparatos
c) Huir de calculos complicados v reiterados !

Veremos un ejemplo comentado de este dltimo apartado

mientos coinciden sensiblemente. El valor p, que figura en la uGltima fila puede
interpretarse como /la probabilidad de que no sean diferentes los valores de
los patrones y los resultados de las correspondientes medidas con el aparato en
cuestion. Queda claro que la precisiéon del aparato es mg/dl, siendo ya dis-
cutible la de mg/I.

La figura 9/28 establece una clara distincion entre lo que es evaluar los
errores y acotarlos, es decir ponerles limites. A lo largo de esta exposicion se
muestran ejemplos de ambas formas de proceder.

PASAMOS AHORA A COMENTAR CUATRO EJEMPLOS que nos ayu-
daran a fijar ideas. En primer lugar abordamos, figura 10/28, una medicién in-
directa y que por lo tanto utiliza férmulas, cual es la estimacion de la superficie
corporal de un sujeto adulto a partir de su estatura y de su peso, estimacion
con varias aplicaciones médicas.

El hecho de que en la primera férmula figure un coeficiente multiplicador,
71.84, nos hace pensar que, al estar las derivadas afectadas por ese coeficiente,
el posible error vendra multiplicado por ese mismo valor, lo cual es cierto. En
cambio, en la segunda férmula aparece un divisor, 60, que no es una “divi-
sion” del error, ya que el resultado se ofrece en el primer caso en centimetros
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10/28

Veamos ahora algunos ejemplos

1) FORMULAS PARA EL CALCULO DE LA SUPERFICIE CORPORAL

1.1) DuBois y DuBois SC(cml) = 71.84 x pU435,, 70725

Pecso, en Kg; Talla encm.

1
1.2) Mosteller gc (m?) = av@em(en kg)=Talla(en cm)

e —
ANTES DE SEGUIR ... Goooo /0= 1677

a) En la primera hay un coeficiente, en la otra un divisor ;7

b) ; Distintas unidades de medida!

c) Las dos funciones han de estudiarse “a trozos”

d) La derivada de una funcion potencial también loes a
e) Una raiz cuadrada es potencial de exponente 'z (G = 0_5"5
f) Puede emplearse el calculo de la “sensibilidad” —
g) Esta claro que interesa un estudio comparativo

|Con5iderem05 ahora ambas formulas por separado ... |

. - 11/28
FORMULA DE DUBOIS Y DUBOIS Varonde FO0Kgy 170 cm
Ep=01 Kg; Et=1cm
SC(cm*)=71.84 x PY# x5 )
1.8007 ]'I].2 E=?1.84XU_425XTG._ —1000
Derivad ial °r - -
erivadas parciales: -
Variacion: g Gy _TL84x0T25x P o
arlaimn. A EY ToTs -
cy gy 5
Vyv=——¢&,+--8  vy=(109.9x0.1) + (77.18 x 1) = 88.2 cm
cp ct
FORMULA DE MOSTELLER g~ f’mf]=i.\jPeso(en kg)=Talla(en cm)
L8181 m” 3s¢ _ 1 [T o sc_ 1 (P
Derivadas parciales: b LS LR 5 - I L=—J:=D.DD33
L aP 120V7 a7 10T
Variacion:

asc X .
"T ®z, |= (0.013 = 0.1) + (0.0033 = 1) = 0.0066 m° = 66 cn”
A

(85C (
Far 5C=| c—xe_ |+I
| 8P ; |

|EI % de variacion en la primera es el 0,49 %; en la segunda el 0.36 %
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cuadrados, mientras que en el segundo se proporciona en metros cuadrados.
Basta considerar que un m? tiene 10000 cm? para deshacer el equivoco: si el
resultado de la formula de Mosteller lo diéramos en cm?*, el coeficiente seria
igual a 10000/60, o sea aproximadamente 167.

En la figura 11/28 se comparan ambos resultados tomando como referencia
un varon de 70 kg de peso y de 170 cm de estatura, admitiéndose un error de
0.1 kg en el peso y de 1 cm en el tallaje. Los resultados, en metros cuadrados
de superficie corporal, se presentan en rojo en cada apartado. De la misma
manera se detallan las derivadas parciales. Para la acotacion de errores se ha
utilizado la férmula de la figura 12/28, en la que los trazos verticales que apa-
recen denotan valores absolutos, es decir que si resultasen ser negativos habria
que cambiarles el signo. Asi, por ejemplo, | =7 | = | 7 | =7.

Puede comprobarse que el porcentaje de error relativo es muy aceptable
en cualquiera de ambas formulas. Una advertencia interesante es hacer constar
que, dada la variabilidad de las derivadas en distintos tramos de la funcion
estudiada, es decir las formulas que aqui hemos empleado, estas mismas for-
mulas no serdn aplicables por lo general en nifos, ancianos, desnutriciones
extremas, grandes obesidades y muy diversos tipos de patologias que afecten
al estado nutricional. En la figura 12/28 se precisan otros aspectos del tema.

12/28
REFLEXIONANDO
oy oy
LA FORMULA DEFINTVA DE _ |V¥Y =3 |'9p‘+ - |Sr|
LA VARIACION QUEDA ASE: op ot

HAY DOS SUMANDOSSIMILARES, YEN CADAUNODEELLOS DOSFACTORES:
a) El error £ de cadaunadelas dos mediciones
b) La correspondiente derivada parcial

DE DONDE PODEMOS AFIMAR:
a) Laimprecizion enla medida ha de serreducida todo lo posible
b) La magnitud dela desviacion total variacon la zona de la funcian

Importante !

¢ Por qué tomamos valores absolutos ? : ACOTACION
Luego, podemos conocer los limites del error total
La verdadera magnitud del error es mas dificil de saber

Dos observaciones

Otra cosa es estar seguros de la validez de la formula empleada
Cuanto mas complicada es ésta, tanta mayor posibilidad de error

81



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

Vamos ahora a un NUEVO EJEMPLO que nos resulta conocido: los inten-
tos de estimacion de la fraccion de filtracion glomerular renal, expresada en
ml/minuto. En la figura 13/28 se presentan las dos férmulas mas empleadas a
este fin en la actualidad, basadas en el uso simultaneo de dos variables: la crea-
tinina en plasma en mg/dl, y la edad del sujeto expresada en afios. También
aqui aparecen elevados coeficientes multiplicadores, lo cual obliga a exigir alta
precision en la determinacion de la creatinina y en la evaluacion de la edad,
en la que puede inducir a inexactitud el manejar “afios cumplidos”. Al igual
que hemos hecho en el anterior ejemplo, vamos también ahora a aplicar ambas
férmulas a un caso determinado, tal como nos lo muestra la figura 14/28, un
varén de 50 afios con 1 mg/dl de creatinina plasmatica. Suponemos un error
de 0.1 mg/dl para el valor de la creatinina y de un ano para la edad.

La figura 14/28 nos explica el cilculo de la acotaciéon de errores en am-
bas formulas. También hemos apuntado las derivadas obtenidas. En la figura
siguiente nos ocuparemos del estudio de la sensibilidad. Los porcentajes de
error relativo resultan ser muy similares como podemos apreciar.

En la fila superior de la tabla de la figura 15/28 encontramos los resulta-
dos obtenidos al aplicar cada una de las férmulas. En las dos filas siguientes
hemos mantenido fija la edad pero hemos variado la creatinina en 0.1 mg/dl,

13/28
VOLVAMOS S0OBRE UN CONOCIDO TEMA ...

2) LA FRACCION DE FILTRACION PLASMATICA

FORMULAS ACTUALMENTE UTILIZADAS

MDRD (MModification of Dist in Renal Diseaze Fige=Filtr. Glom, estinndo
CKD-EPI (Chronic Kidney Disease Epidemiology...

C = Creatinina serica(mg'dl)

MDRD E =Fdad, en afios

Cogf=141 s1 V, 1435 s1 M
Div=0.9 =i F, 0.7 s1 M
exp=—1209 =i (/D) =1

FGe =175 x C7H* % B0 50 742 (si Mujer) ’

* _—— - e
Para raza negra multiplicar por 1.212

M Si(CHdE]: exp=—041 sV,
FGe= Coef < (C/Divy ¥« 0.99% obien: exp=—0.329sil
COMENTARIOS

1) Necesidad de un factor multiplicador
2) En consecuenda, multiplic. del error
3) éCoinciden ambos procedimientos?
4) Representan superfides alabeadas

Recordando el
Articulodelos
20,000 casos
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14/28
Vayamos por Partes |yupin. Crp = 1.Edad =50. €c=0.1 fed =1 |
MDRD FGe=175x 113, g-0203 Eu las condi-
- ciones dadas,
Deriv. Parc. FGe=T0.1
dy| 173 x1.154 Fy|  175%0203
Jc| cHHwETE GE| CTxE™
E total
(Acotacion)  |[7¥]=(91.28x0.1)+(0.32x1) =9.45| (11.9 %)
C \I—I.J-L'G'
CKD-EPT ~ FGe =141x [ﬁ | % (0.99)F | Enlascond-
Deriv. Parc. 2/ FGe=87.4
vy 141=1209 -
| = —————— = (.99} =90.80
se| w0
Sv [c ~..|—1 09 ) B
*|=141x — | =(009% =ln (0.99)=0.755
SE 05, (0.99)° xIn (0.99)
Error tota

(Acotacion)  ||73] = (90.8x 0.1) +(0.755x1) = 9.84/ (11.3%)

tanto por exceso como por defecto. En las dos ultimas filas la creatinina es
constante y lo que han variado han sido los anos de edad. Puede apreciarse
la considerablemente mayor variacién del filtrado glomerular estimado, tanto
absoluta como porcentual, cuando el error corresponde a la determinacion de
creatinina plasmatica.

La siguiente figura 16/28 tiene por objeto presentar de forma gréfica la
variacion de los valores de la derivada de una funcion, que es una curva ex-
ponencial decreciente en este caso, segin los puntos y las zonas de la misma.

Teniendo en cuenta que aqui va disminuyendo el valor absoluto de la
tangente trigonométrica (negativa en todos los puntos de este ejemplo) de los
angulos que forman las distintas rectas tangentes a la curva con la direccion
positiva del eje de abscisas, por lo que si consideramos que el signo negativo
de dicha tangente es negativo es estos casos, resulta que su valor real va au-
mentando a medida que nos alejamos del origen de coordenadas.

UN NUEVO EJEMPLO se nos presenta en la figura 17/28 a propdsito de
los errores que se pueden cometer en los implantes de lentes intraoculares
(LIO), si las mediciones previas no han sido correctamente tomadas e incluso
repetidas en su caso. Nuestro objeto ahora es mostrar la validez de la formula
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COMENTARIOS

Sensi-
bilidad

15/28
|'i-'arﬁnde5l} afinsy Crp=1 |

Se presentan los resultados, realizados uno a uno, con programa informatico

Edad | Crp MDED CKD-EPI
50 1 79.09 87.37

50 | 0.90 | 89.32 (+12.9%) 99.24 (+13.6%)
50 1140 | T0.86 (-10.4%) 77.80 (-10.9%)
49 1 79.42 (+0.4%) 87.99 (+0.7%)
| 1 T8.78 (-0.4%) 86.76 (-0.7%)

Las variaciones porcentuales en la medicion de la creatinina influyen,
por lo general, mas que las que =e producen enla evaluacionde la edad

También hay que tener en
cuenta que no seha hecho
uso aqui de la longitud de
los intervalos formados al
sumar o restarel error

En este punto no
hemos hecho uso

de derivadas

16/28

EJEMPLOS DE DERIVADAS E INTERVALOS

El valor de la derivada es el de la tangente trigonométrica que
forma la recta con la direccion positiva del eje de
abscisas. Aquies negativa, por lo queal ir

Los intervalos
AB v CD son
iguales

Puntosde
+ comtacto

aumentando el angulo (obtuso)
=u valor también lo hace

Obsérvese (en ese caso) la
"reducdon” del valor
absoluto de la derivada a
medida que nos alejamos
del origen, tanto entre los
extremos de los intervalos
como a lo largo del eje
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17/28

3) OTRO ASPECTO DEL TEMA: LAS
LENTES INTRAOCULARES

Fundamento y primeros pasos: ;Como Aclaraciones
calcular la potencia de la lente intraocular?

FORMULA de Fvodorov 1336 1336
D, potencia en dioptrias de I.IE}\""- =

L. longitud axial globo ocular P, L-F ﬁ -P
posicion lente intraocular K, K
curvatura corneal en dioptrias
13346, ind. refrg, humores del ojo Unidad: el mm (salvo indicacion contraria)
Tres variables: L, P, K. Sus derivadas parciales som
ép__ 1336 | |aD_ _ (1336)° 8D 1336 1336 K
8L (L-F) 8K (1336 -KEP) 8P (L-Py (1336 -KP)°
= = = Porlo que en erroren la
Engeneralse  [6D 3D 2D|  piiiaade L repercute
cumple que: = © >

&L 2K &P masque elde Ky P

de Fyodorov que continta siendo util pese al medio siglo transcurrido desde
su obtencion y a los indiscutibles adelantos técnicos, e incluso los avances
conceptuales, en nuestros dias.

La medicion de la longitud axial del globo ocular sigue siendo primordial
a estos efectos ya que de los errores en su medida proceden los mayores
desajustes de las lentes intraoculares. Los indices de refracciéon de los me-
dios transparentes del ojo tampoco son iguales pese a que asi figuran en la
férmula de Fyodorov, pero sus diferencias no influyen sensiblemente en los
resultados.

En la figura 18/28 realizamos un estudio de sensibilidad similar a los pre-
sentados anteriormente.

Suponiendo constantes la curvatura corneal y la posicion de la lente intrao-
cular, ambas con los valores que se les asignan en la figura, el error maximo es
tanto mas elevado cuanto mayor haya de ser la potencia en dioptrias de la LIO.

Sin embargo no sucede lo mismo con el error relativo, que se va reducien-
do mucho menos en proporcion a la reduccion de la potencia de la LIO.
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13/28
ERROR MAXIMO SEGUN LONGITUD AXIAL
(LIO)
95 - Curv. Corneal = 45 Diopt
Pos. Relat. Lente = 5 mm
20 201 Err. medida axial =1 mm
16,2
% 15
E 12,7 OPLIO
2 10 95 BEmax
e 6,6
5 - 1 Ni 3 3 ia 4 5
U T T T T T
23 24 25 26 2_'1' 28
0Ojos cortos Longitud Axial {mm) Ojos largos
19/28

VARIOS COMENTARIOS ...

1) Se han desarrollade multitud de formulas para el cdlculo de D

1) Han sido muy “populares™ las formulas de regresiinlineal, como
D=A4-(25xL)—(0.5xK) SRK

Donde A esuna constante gque varia alrededor de 117, segin
tipo de LIOQ v segun los valores de las variables L, P. K.

3)La magnitud absoluta del error es en general mavor en los llamados
“Qjos cortos®” (L < 212.5mm) que en los normales o en los
“Qjos largos™ (L = 24.5mm). La relativa es al revés.

4)Los avances de las técnicas de implante de LIO han proporcionado
una practica exactitud total a estos tratamientos, a laque ha
contribuide la informatica aplicada a los aparatos utilizados

5)El empleo de las denominadas “matrices dpticas™ (de traslacidn,
refraccidn v reflexién) ha supuesto una espectacular herramien-
ta de trabajo v de cdlculos informdticos instantineos
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De aqui que las férmulas, que sucesivamente han sido empleadas en estos
dltimos 40 6 50 afos, muestren una gran variabilidad, hasta el punto de hacerse
altamente conveniente el uso de aparatos de medicion precisos tanto preope-
ratorios como intraoperatorios?.

En la figura 19/28 completamos los comentarios relativos a este ejemplo®.

Abordaremos, acto seguido, un ULTIMO EJEMPLO en el que no vamos a
utilizar derivadas ni a realizar pruebas de sensibilidad. En €l tratamos uno de
los problemas palpitantes de la moderna Farmacocinética, en el que también
es obligado citar a los Profesores Pla Delfina y Del Pozo Ojeda, asi como a los
geniales Loo y Riegelman que en la década de los setenta le suministraron una
solucion perfecta y llena de ingenio, pese a no disponer ain de los medios
de precision que actualmente nos proporcionan los anilisis quimicos ni de los
potentes medios informaticos de que gozamos hoy dia.

En la figura 20/28 suministramos los elementos precisos para enfocar el
problema. Se trata de un aspecto de la farmacocinética bicompartimental
de medicamentos administrados por via extravasal, es decir: intramusculares,
subcutineos, en soluciones orales, en comprimidos, cipsulas, supositorios y
un amplio etc.

En este modelo se considera al organismo formado por dos compartimien-
tos: el llamado central, que es la sangre, y el denominado periférico, que
abarca al resto del organismo. El aporte del farmaco puede realizarse por via
intravasal, es decir endovenosa por lo comuin, o extravasal segin queda ex-
plicado.

Las flechas rojas sefialan el paso del medicamento de un compartimiento a
otro. Las letras mintsculas que aparecen junto a las flechas son las “tasas” de la
velocidad de paso en cada uno de los casos indicados. Aqui son equivalentes
ky k,, asi como Ay k.

o1’

En el recuadro inferior de la figura se muestran las ecuaciones que proporcio-
nan en cada tiempo ¢ las concentraciones del producto administrado en el com-
partimiento central, y son el resultado de resolver las correspondientes ecuaciones
diferenciales planteadas en condiciones de administracion intravasal (i.v.) o ex-
travasal (e.v.). Ahi la ¢ que figura en los exponentes indica el tiempo transcurrido
desde la administracion (horas o minutos). El resto son valores, constantes para
cada situacion, que surgen en las soluciones de dichas ecuaciones diferenciales.

2. Agradecemos al Profesor y Académico de Numero, Dr. D. José Angel Cristobal Bescos su autorizada apor-
tacion en el coloquio que siguid a la exposicion de este tema.

3. Igualmente el autor agradece al Profesor de Optica Fisica D. Justiniano Aporta las valiosas orientaciones
recibidas, sobre todo en lo referente a las matrices 6pticas.
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20/28
4) FARMACOCINETICA, MODELO BICOMPARTIMEMNTAL

k COMPTO 7

Aporte ———* CENTRAL %. Eliminacidn

Admon

k12 l ] ka1 inlral:asal
Exlriiﬂsal
C% en Comp.
CENTRAL COMPTO
PERIFERICO C, concentracones
t, tiempos
T ___
LY. C,=dje ™ +Be ™

ev. C,=Ck(Me ™+M,e*+Me™)

Tiene especial importancia saber que a la solucién de la i.v. se llega con
relativa facilidad a partir de dos o mas concentraciones sanguineas determina-
das en tiempos diferentes. La gran incognita es k 6 k,, cuya resolucion puso a
prueba el ingenio de los autores citados y de sus asesores matematicos.

Es esencial conocer el hecho de que las constantes y valores que entran
en la ecuacién de la cinética i.v. son las mismas que las homoénimas de la
cinética e.v. Es decir, administrando a un mismo individuo una dosis deter-
minada de un medicamento por via i.v. y dejando el tiempo suficiente para
que se elimine totalmente, si repetimos la misma dosis por via e.v, los valores
comunes de ambas ecuaciones son iguales, lo cual facilita la resolucion de
problemas.

En la figura 21/28, en cuya parte superior se encuentra de nuevo la ecua-
cion que es ahora objeto de nuestro interés, se bosqueja el camino para resol-
verla (ja partir de una sola determinacion de su concentracion en sangre!) Pero
ya anticipamos que el problema al que tendremos que enfrentarnos para ello
es disponer de medios de anilisis quimico con la suficiente precisiéon. Estamos,
por lo tanto, ante un tipo de comentario totalmente distinto al de los de los
ejemplos anteriores.
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21/28
La ecuacion ...

(kesko) ¢ =C k(M e™ + M, e +M;e™)

Dado que Af1+Ad2+ AMz=0, hay aquib incognitas: a, B, k, Ad1, A2, Puede
resolverse a partir de s concentraciones en sangre, conocidos sus tiempos
después de la administracion asi como la dosis administrada. (Complicado)

Pero, si disponemos de un ensayo previo i.v, conocemosya Co, a,
B, k21, podemosreducirdaa ecuacion con una incognita, k, ya que

M- fme gy Rn-B o ik
(k- (B-a) (k= B)(ec— B) (e— o) (= )

Con lo que la ecuacion de arriba, debidamente “manipulada™, puede introducirse
enun programa de ordenador ¥ resolverse por un procedimiento iterativo, va sea
eldenominado “de la secante™, va el “regula falsi™ u otro cualquiera

Xpn =X, f(xn} i Iteraciones !

Ello implica conocer un determinado tiempo v la correspon-
diente concentracion, lo que permite realizar facilmente
varias soluciones. Hay que tener en cuenta también que el
valor de ko1 sera diferente segin forma vy via de aplicacion

Para tratar correctamente este nuevo problema, el de la precision necesaria,
o sea el nimero adecuado de decimales que hemos de tomar, nada mejor que
examinar la figura 22/28.

En ella vemos, en las cuatro primeras filas de resultados, los valores calcula-
dos en nuestro modelo de los pardmetros que intervienen en la concentracion
plasmitica de un medicamento administrado por via intravasal: C,, o, B, k,,.
Ya hemos dicho que para ello se necesitan varias determinaciones de concen-
traciones en sangre, que aqui oscilan entre la media hora y una hora a partir
de la aplicacion de la dosis. En las tres columnas de resultados figuran los va-
lores calculados cuando hacemos uso respectivamente de 2, 3 y 4 decimales.
Los datos de la ultima columna coinciden exactamente con los del modelo,
construido de forma artificial tal como dijimos.

Los datos de la tabla de la figura 23/28 proceden de una construccion ar-
tificial realizada por Pld y Del Pozo?, correspondiente a dos administraciones
e.v. de una misma dosis de medicamento, una en forma de solucion acuosa y
otra en capsulas. Las concentraciones del firmaco en sangre aparecen con dos

4. Pld Delfina, J.M; Del Pozo Ojeda, A. “Manual de iniciacion a la Biofarmacia”. Universidad de Barcelona. 1974.,
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22/28

PANORAMICA DE RESULTADOS

Recordemos que &5 una ecuacidén
con una incognita

i | Con 2 decimales | Con 3 decimales | Con 4 decimales
ewd |t=05h. t=1h.|t=05h t=1h.|t=05h. t=1h.
Co 15.90 15.694 15.70
Alfa 1.16 1.119 1.12
Beta 0.06 0.05 0.05
K | 0.49 0.471 0.4725
K o1 1.17 147 | 1474 1176 | 14735 1.1735
lterac. | 5 7 5 7 5 7

¢ Con qué precision contamos ? (Decimales)

decimales por lo que tenemos que operar exclusivamente con esas cifras. Los
valores de k,, que en la tabla figuran, han sido calculados por nuestro método.
Los valores exactos para la solucién acuosa y las cipsulas estin detallados en la
parte superior a la izquierda de la figura en rojo y subrayados. Los valores ob-
tenidos por Pla y Del Pozo, aplicando el método de Loo y Riegelman aparecen
en la parte superior derecha. Es digna de observar la gran exactitud de estos
dltimos resultados, que discrepan tal solo en una diezmilésima de los nuestros.

En la figura 24/28 anotamos tan solo los resultados de nuestro ejemplo.
Arriba, en negro, se incluyen los datos de que nos hemos servido para la cons-
truccion del modelo. En rojo esta el valor de &, inicial del mismo modelo. Ya
hemos dicho que, a partir de la concentraciéon en sangre en un solo tiempo
determinado, podemos nosotros calcular el valor de k,_,. Todos estos datos se
muestran en la tabla de esta figura.

Llaman la atencion varios hechos. En primer lugar, el valor exacto de k,,
solo lo hemos obtenido en los tiempos iniciales: 0.5 y 1 horas. Esto se interpre-
ta como que la precision exigida idealmente al procedimiento no es suficiente.
Ademas, es logico que asi sea, como lo suponen Loo y Riegelman, que este
valor influye precisamente en los momentos iniciales de la cinética del medi-
camento: el paso del depdsito extravasal al compartimiento central.
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23/28
VARIABILIDAD DEL VALOR DE Koi (Pla y Del Pozo)
Sobredatesde Play Del Pozo (Barcelona, Las valoraciones de Ki s han
1974,p-206) Construccion artificial. sobre realizadocon el método nuestro,
Ko stunaom 1181 Kucipmacosig | SO0 b RiegeIman obtienen respect
(Los asteriseos marean EXACTITUD) : :
En solucidn acuosa En capsulas
t(h.) Ct.mgiL K01 Iter Ct Ko1 Iter
0.5 4.94 1.2023 G 3.96 0.8950 |
1 6.42 1.1877 7 5.48 0.8800 10
2 6.19 11572 © 12 587 0.8746 18
3 533 1.1732 8 533 0.8503 38
4 4.7 1.1485 3 4.82 0.8204 13
6 4.03 1.1692 T 4.1 0.9014 4
8 3.64 1.15437 T 3.70 0.8685 1
12 3.03 1.1854 T 3.07 0.8937 16

24/28
VARIABILIDAD DEL VALOR DE Ko1 (Nuestro caso)

Co=157, a=112, [=0.05, Kn=04725; Valor previo de Ku=1.1735

t, en h. Ct (mg/l) Val Kin Nim. iterac
0.5 5.8562 1.1735 5
1 7.6989 1.1735 [
2 7.4912 1.1740 13
3 6.4556 1.1715 9
4 5.6978 1.1722 4
5 5.2060 1.1720 6
6 4.8609 1.1714 7
8 4.3497 1.1710 9
9 4.1324 1.1707 I
12 3.5542 1.1706 T
18 2.6329 1.1707 T
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25/28

COMPARACION DE PROCEDIMIENTOS

Datos “linealizados™

Cinética bicompartimental. Administracidn extravasal

250

'EE 200
e
% 150 gy —HNuestro
1]
= —Acuosa
= .
= —Capsula
=
X
Tiempo en horas
26/28

Calculo de Koz

COMENTARIO ANALITICO

Nosdaremos cuenta mejor sometiendo los datos anteriores a un tratamiento
estadistico muy simple. Veamos la Tabla de valoresde k:

Observ Nam. Ct Media Desv tip Valor real

Nuestra 1 1.1719 0.00132 1.1735

Acuosa 8 11722 0.0187 1.1551

Capsula 8 0.8730 0.0269 0.8851
COMENTARIOS

1) La media es logico que esté algo por debajo del valor real
2) La desv. tip. es mucho mayor en los dos (ltimos casos

3) El "descenso” es "suave” solo en la primera observadon
4) Mayores diferendas en las dltimas observadones

%) £Tuvieron Pla v Del Pozo un buen asesor matematico?

6) La precision en las medidas es fundamental

7) Este es el problema actual, que nos coloca ante -m"

&) Alabanza a Loo v Riegelman.
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¢Significa esto que “fallan” las matematicas? No ciertamente, sino que hacen
falta mas decimales para optimizar el modelo y por consiguiente para actuar
en la realidad. Los valores, a medida que aumenta el tiempo de control, se van
alejando de lo real y esto nos introduce plenamente en la teoria del caos, a la
que nos referiremos brevemente antes de terminar.

En cuanto al nimero de iteraciones, que constan en la ultima columna, no
hay que darle demasiada importancia ya que dependen del intervalo de valores
que nosotros prefijemos al iniciar la resolucién de la correspondiente ecuacion.

En la figura 25/28 se compara graficamente la uniformidad de los resulta-
dos en los diferentes tiempos de los valores de k&, _, destacando evidentemente
nuestro procedimiento.

or

Finalmente, en la figura 26/28, se evalian y comentan estadisticamente
estos mismos resultados, que arrojan los datos que a continuacién mostramos.

No podemos dar por terminada nuestra exposicion si no retomamos la
cuestion del caos que ya se deja ver en las lineas precedentes y que tanta
importancia creemos que tiene en Medicina. Veamos la figura 27/28.

27728
TRAZADO CAdTICD
a) xo = 0.900
F ( Xn = 4 Xn I1- xn
1.2 (Xees) ( ) b) xo = 0.901
1 -
0,8 -
L 06 1
2 —3a
m
> 04 - —b
0,2 -
U T T T T T T T T T T T L™ ol | T T T T T 1
5 10 15 20
0,2 -
Iteracion es
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Las dos lineas de distintos colores de trazado obedecen a los valores que
adopta la ecuacion senala en negro en la parte superior de la figura. Cada
punto es obtenido del Gltimo valor hallado sin mas que aplicar dicha ecuacion.
Tan solo se diferencian en el valor inicial, que es una milésima superior en la
linea azul. Se ve que hasta la iteracion 7 existe una apreciable coincidencia,
pero a partir de ella los trazados son mutuamente cadticos. Estos conceptos
dan lugar a introducir en la teoria de errores las orientaciones que vemos en
la figura 28/28.

28/28
NUEVAS DIMENSIONES

NUEVAS TECNICAS: EL LABORATORIO CLINICO:
Micro, Nano, Pico-ERROR Digitalizado, Informatizado.
Técnicas Fisicas y Quimicas.

LA IMPARABLE GENETICA:
Mas bioinformatica que biomatematicas.
Distintos procedimientos estadisticos.
Diferentes concepciones de los problemas.

EL ERROR FRACTAL:
Estadistica robusta.
Teoria de la seiial.
El caos ordenado.

GRACIAS POR SU | c_mait
ATENCIéN miguel.anderiz@gmail.com

Casi todos estos aspectos de la cuestion son otros tantos puntos de mira
del tema que nos ha ocupado. Esperamos poder desarrollar algunos de ellos
en fecha relativamente proxima.

Solo me resta agradecerles la inmerecida atencion que me han dispensado
y ponerme a su disposicion.

Muchas gracias.
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Exmo. Sr. Presidente,
IImas. e Ilmos. Companeros miembros
de esta Real Academia de Medicina de Zaragoza.
IImas. Autoridades que nos acompanais
y honrdis con vuestra presencia,
Sras. y Sres.

Es para mi un honor pero también un gran placer, sin duda, comparecer
ante este docto auditorio para presentar al Profesor Doctor D. Manuel Lahoz
Gimeno.

Vaya por delante que se trata del Catedriatico de Anatomia Humana
que ocupa la Citedra que dej6é vacante el inolvidable Profesor René Sarrat
Torreguitart, miembro que fue de ndmero de esta Real Academia de Medicina
de Zaragoza y que en paz descanse.

En consecuencia, el Profesor Lahoz es mi compariero en la docencia de
Anatomia Humana de la Facultad de Medicina de Zaragoza quien ademas de
compafero Universitario, desde siempre ha sido, sobre todo, un buen amigo
y sigue siéndolo.

Esta Universidad y, en concreto, esta Facultad de Medicina de Zaragoza,
siempre tuvo dos cdtedras de Anatomia Humana y siempre hizo lo posible por
mantenerlas dotadas y ocupadas por catedraticos. Conducta muy sana pues la
alternancia promocional y la competitividad, han mantenido vivas la calidad
docente e investigadora de este importante y basico capitulo de la formacion
de los médicos como piedra angular e imprescindible del conocimiento cienti-
fico de la estructura del ser humano, sobre el que el médico estd destinado a
actuar con el fin de conservar su vida y salud.

El Monopolio no es bueno y suele conducir al dogma y este al estanca-
miento y a la regresion.

La Competencia es estimulante, revitalizadora y progresista, en el sentido
cientifico y docente del mundo académico en que nos movemos. Ello, hace
que haya sido sabia decision y sabia politica de nuestra Facultad de Medicina
la de mantener, contra viento y marea, la dualidad de catedraticos en la ense-
flanza de la Anatomia Humana.
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Si bien, reconocemos que también ha generado una historia de rivalidades
a lo largo de la dilatada historia de nuestra Facultad que ya va camino de
cumplir los 500 afios de existencia. pero estas rivalidades nunca llegaron a
demasiado... La mayoria de los presentes en este estrado hemos vivido la his-
toria de nuestros muy Ilustres predecesores, los Profesores Escolar y Jiménez,
ambos gloria de la Anatomia espafiola y europea, y que, de vez en cuando,
mantenian sus discrepancias en metodologia docente e investigadora, pero am-
bas siempre validas pues, en realidad, eran sobre un mismo hecho planteado
desde distintos puntos de vista...

Pues bien: La pertenencia a la misma escuela y la integracion en el mismo
Departamento desde el principio, quizas limaron esos pequefios celos y riva-
lidades que solian existir entre ambas cdtedras. En la actualidad, nadie podra
descubrir ni describir ningin signo de ellas entre el Profesor Lahoz y un ser-
vidor, porque el paso ya se ha dado. El ambiente departamental moderno ha
permitido que la “autoritas” haya sido substituida por el compafierismo y que
la rivalidad lo haya sido por la colaboracion.

Por eso, no solo ha sido un honor sino un inmenso placer presentar aqui
a mi companero, mas joven y que, por esa razon vital, debera de recorrer el
camino que yo he hecho antes y que, por tanto, yo estoy destinado a concluir
mucho antes.

Ese es el servicio que todos debemos a las generaciones que nos deben
de relevar, por lo que ademas de honor y placer, siento la satisfaccion de ir
cumpliendo con mis obligaciones de “Senior”, con mi mas leal saber y enten-
der hacia el Junior...

Previo a presentar y glosar la figura del Profesor Lahoz permitaseme, aqui
y ahora, darle la recomendacion “ad futurus” de que él haga lo mismo cuan-
do le toque y que no se deje seducir por cantos de sirena de reduccion de
Catedras... jque los oird!

Somos los herederos de una de las catedras mas antiguas de la Facultad de
Medicina. Con la leccion de Anatomia se inaugurd la docencia de esta Facultad
y de esta Universidad en un lejano dia de San Lucas, mediado el siglo XVI.
Hay tradiciones que es preciso mantener si queremos que las instituciones
prevalezcan.

Doy por explicada la situacion y mis sentimientos en este acto y, creo que
ya es el momento de centrarme en presentar al Profesor Dr. D. Manuel Lahoz
Jimeno.

Dentro del formal corsé de los “curriculae” universitarios al uso, comenzaré
diciendo que:

El profesor Lahoz Naci6 el 10 de Mayo de 1956 en la Almunia de Dofia Godina.
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Curs6 sus estudios de Bachiller en Zaragoza, concretamente en el Colegio
Cardenal Xavierre, de los Dominicos.

Realizo su carrera de Medicina en la Universidad de Zaragoza.

Brillante estudiante, tuvo una buena dedicacion y resultados en todas las
disciplinas pero destacd, de manera especial, en las que tenian que ver con la
estructura y funcion del sistema nervioso. En especial, en la Anatomia Humana
de la que fue Jefe de mesa durante sus dos primeros afios, para ser luego
Interno Honorario e Interno Pensionado por oposicion.

Al terminar su licenciatura en Medicina y Cirugia, un amplio abanico de
posibilidades se abria ante €l y, como siempre en su vida, lo sopesé todo, lo
analiz6 cuidadosamente y decidié dedicarse a la base del conocimiento médico
cientifico, esto es a la Anatomia Humana en la que, bajo la direccién de D. José
Escolar, realizé su tesis doctoral y aprendi6 la labor docente e investigadora.
Por ello fue ascendiendo en el “cursus honorum” y progresd sucesivamente
a Ayudante de clases pricticas, Profesor Colaborador Contratado, Profesor
Adjunto por oposicion (transformado en profesor Titular por el cambio de le-
gislacion) y, finalmente a Catedritico de Anatomia Humana de la Universidad
de Zaragoza.

Su inquietud por integrar los distintos aspectos de la forma y la funcion del
Sistema Nervioso humano, le llevé a cursar también la carrera de Psicologia,
en la que se licenci6é en 1999, siendo asi pionero en el concepto integrador
actual de las Neurociencias.

Su labor docente e investigadora es ingente, su participacion en ensenanza
posgraduada es cuantiosa. Ha participado en 15 proyectos de investigacion
en diversas condiciones de responsabilidad, ha dirigido 10 tesis doctorales
calificadas de Sobresaliente “cum laude”, ha publicado 32 articulos en revistas
cientificas de impacto, indexadas, y es coautor colaborador en dos libros.

Se le han reconocido 7 quinquenios de mérito docente y 4 sexenios de
mérito investigador.

De entre sus lineas de investigacién: Localizacién del Zn en distintas es-
tructuras, Sistema Nervioso Autonomo, Biomagnetismo, Efectos de los campos
magnéticos en neurona aislada de Helix aspersa, ha elegido hoy el Sistema
Nervioso Autébnomo para su conferencia.

Pero antes de dar paso a la misma, quiero matizar la frialdad estadistica
de sus datos curriculares con los aspectos humanos que de €l conozco, desde
hace mucho tiempo y de manera personal e intransferible.

Manuel Lahoz, si que nacié en La Almunia de Dofia Godina, pero lo hizo
en el seno de una gran familia precedido de dos hermanas y un hermano, la
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familia del respetado médico titular de la Almunia, D. Laureano Lahoz y de
Diia. Azucena Gimeno. Ello implica que desde la cuna recibi6 el influjo del
ambiente médico en la mas pura de sus condiciones, la asistencia directa a los
miembros de una comunidad agrupados por familias.

Es un axioma bélico que las guerras las gana la infanterfa que es la que
ocupa el territorio y que toda la tecnologia solo sirve para hacer posible este
dltimo acto. Siempre he mantenido que lo mismo ocurre en la medicina. La tec-
nologia es muy importante pero sin el médico de familia, dificilmente llegamos
al enfermo. Esa es la razon de que hoy, aqui, tenga un especial recuerdo para
D. Laureano, a quien tuve el honor y también el placer de conocer, destacado
médico de familia y rural, como hoy se les conoce, entonces de asistencia
domiciliaria y titular de pueblo, pero que eran quienes resolvian todos los pro-
blemas de salud y solo lo que superaba los medios disponibles en la poblacién
atendida, era trasladado al medio Hospitalario de la Capital.

A Manuel Lahoz, ser el “benjamin” de la familia le privé de nacer en Hijar
pero el hecho de tener la casa familiar, alli, le hizo entroncar, también, con la
cultura y tradiciones del Bajo Aragon.

Como era frecuente entre los hijos de los médicos rurales, hubo de des-
plazarse a la capital para estudiar el bachiller y, posteriormente, la carrera de
Medicina, pero las vacaciones escolares eran un buen motivo para volver al
origen. No solo al familiar de Hijar sino al de nacimiento, La Almunia, y alli,
Manuel Lahoz tuvo un extraordinario contacto e influjo que pienso que es lo
que le hizo interesarse por la forma y funcion nerviosa del ser humano y...
iPor el ajedrez!

Dio la casualidad de que la finca vecina a la de D. Laureano, en la Almunia,
era propiedad del Profesor D. Ramén Rey Ardid, que pasaba largas temporadas
estivales alli. D. Ramoén no tenia descendencia vy, sin duda, encontré un entre-
tenimiento y un desafio en ensenarle a aquel crio, hijo de su vecino y buen
amigo, a jugar al ajedrez. D. Ramon tenia la categoria de maestro internacional
en ese juego y fue campedn de Espana mudltiples veces...

Sin duda Manuel tuvo muy buen maestro y es un contrincante temible
jugando al ajedrez. Lo sé por experiencia propia... Dicho esto, afadiré que
tampoco es manco jugando al tenis.

Yo conoci personalmente a Manuel Lahoz en la casa de sus padres en Hijar,
un viernes Santo. Mi tio y padrino, Arturo Gil Buenacasa, habia sido comparie-
ro de carrera de D. Laureano, les unia una gran amistad y nos habia invitado
a ver la procesion. Yo alli conocia a un companero de bachiller, sobrino de D.
Laureano, que me hacfa los honores de la casa y al presentarnos a la familia
menuda, segin entraban y salian de la casa en dia tan ajetreado en Hijar, en-
contré por primera vez a Manuel (entonces Manolin o Manolo) pero me temo
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que en aquel primer encuentro no nos prestamos demasiada atencién. El para
mi era el crio pequerio de aquella familia y yo, para €l, el sobrino de D. Arturo,
el amigo de sus padres, un “mayor” como su primo Sauras...

iIncomunicacién generacional!

La siguiente vez que nos encontramos, muchos afios después, si que sabia-
mos ambos quiénes éramos. Yo era un joven Adjunto de Anatomia Humana.
discipulo del gran Maestro D. José Escolar, que estaba en periodo de “oposi-
tor”. El comenzaba Medicina.

Manuel, era un estudiante brillante, elegante y discreto. Tenia un gran
savoir faire, fui testigo de primera linea de su paso por el cursus honorum
anatémico, como Jefe de Mesa, Interno honorario y pensionado, Ayudante de
clases practicas y posteriormente Adjunto de Cuerpo por oposicion, Profesor
Titular por transformacién y, finalmente, Catedratico de Anatomia Humana
que ha ocupado la clasica catedra B de nuestro Departamento de Anatomia e
Histologia Humana.

Siempre he tenido en él un amigo leal y auténtico a lo largo de toda nues-
tra, ya larga, relaciéon personal y profesional.

Para terminar su semblanza, diré que estoy presentando, hoy y aqui, no
s6lo a un gran profesor y cientifico sino a un gran compafero y amigo que
merece sinceramente esas calificaciones.

He dicho.
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Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina,
Excmos. e Ilmos. Académicos,
Sefioras y Sefores.

En primer lugar, debo agradecer a esta ilustre Instituciéon el honor que me
concede de poder presentarme ante ustedes y la oportunidad de participar en
esta sesion cientifica.

En segundo lugar, a los que fueran mis maestros, el Profesor D. José Escolar
Garcia, y al Profesor D. René Sarrat Torreguitart, que ambos fueron miembros
de esta Academia, y que siempre recordaremos. Como ultimo discipulo direc-
to y ultimo Profesor Adjunto de D. José Escolar, debo agradecer y recordar
siempre su infatigable dedicacion para mi formaciéon, como para todos los
discipulos de su Escuela.

Asimismo, quiero agradecer su interés al Profesor D. José Manuel Goméz
Beltran, actualmente miembro de esta Academia, con el que tuve la oportuni-
dad de compartir unos afios de docencia y que siempre me ha manifestado su
apoyo y amistad.

Y naturalmente, debo agradecer mi presencia aqui y sus palabras siempre
afectuosas, al profesor D. Arturo Vera Gil, que ha pasado de ser mi profesor,
mi maestro, a compafero y siempre amigo, y que no creo equivocarme si digo
que le hace tanta ilusién a él como a mi mi comparecencia de hoy ante ustedes.

La presentacion que tengo el honor de impartir es una pequena parte de un
tema como es el de la localizacion morfolégica de neurotransmisores utilizados
en el Sistema Nervioso Auténomo, y al que he dedicado algunos afios de mi
actividad investigadora.

Sin pretender abarcar todas las estructuras inervadas por el SNA, ni todos
los neurotransmisores implicados, expondré simplemente algunos de ellos, que
nosotros hemos estudiado.

En los afios 90 iniciamos una fructifera colaboracién de investigacion con la
Profesora Aisa, de la que no podria olvidarme en estos momentos.
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Localizacion morfologica de
Neurotransmisores del Sistema
Nervioso Autonomo

ACETILCOLINA

ADRENALINA, NORADRENALINA
VIP

Sp

ACETILCOLINA

ADRENALINA, NORADRENALINA
S100

VIP

SOMATOSTATINA

Incorporamos a nuestro trabajo la inervacion peptidérgica, que en aquellos
momentos no se conocia si participaba en la inervacion autébnoma. No se con-
sideraban otras sustancias neurotransmisoras que la acetilcolina y la adrenalina
o la noradrenalina.

Ademas estas inervaciones las completamos y corroboramos con un estudio
ultraestructural profundo del sistema nervioso entérico.

El Sistema Nervioso Entérico (SNE) de las aves consta, igual que en el resto
de los vertebrados, de un componente intrinseco y otro extrinseco.

La distribucion general de la inervacion auténoma extrinseca de las aves no
difiere mucho de la de los mamiferos. No obstante, el camino por el cual estos
nervios llegan al tubo digestivo es diferente en las aves, ya que éstas tienen
un nervio intestinal prominente (nervio de Remak), que es un tronco nervioso
mixto simpatico y parasimpatico.

Este nervio intestinal discurre por el mesenterio paralelamente a todo el
intestino, como observamos en esta imagen paralelo a la pared del recto y
penetrando por la muscular longitudinal.
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Los cuerpos celulares de los que partirdan las fibras postganglionares estin
escalonados a lo largo de este nervio, generalmente formando agrupaciones
que pueden verse macroscOpicamente porque constituyen unos ensancha-
mientos a modo de cadena ganglionar.

La complejidad neuroquimica del Sistema Nervioso Entérico aumenta al
afiadirse a los neurotransmisores clasicos de pequefias moléculas como la ace-
tilcolina y la noradrenalina, las grandes moléculas de péptidos. Los primeros
en sugerir la existencia de axones peptidérgicos fueron Baumgarten et al., y
podrian corresponder a los componentes no colinérgicos y no adrenérgicos
postulados por Burnstock.

Para estudiar el componente de la actividad colinesterdsica se emple6 el
método de la Acetilcolinesterasa de El Badawi y Schenk.

Las muestras se congelaron en Metilbutano inmerso en nitrégeno liquido,
obteniéndose secciones de 15 micras en un criostato SLEE modelo HR. La in-
cubacion se realizé con ioduro de acetilcolina como sustrato.

Los sitios de actividad colinesterdsica positiva se reconocen por la forma-
cion de un precipitado marrén.
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Actividad colinesterasica

METODO DE EL BADAWI Y SCHENK

»CONGELACION METILBUTANO/ N LIQUIDO
»>SECCIONES 15-20 MICRAS

>FIJACION EN FORMOL/PBS, 15’ 4°C
>INCUBACION ACETILCOLINA, 4-12h, 37°C

»VISUALIZACION M.O

Actividad catecolaminérgica

»CONGELACION METILBUTANO/ N LiIQUIDO

»CORTE EN CRIOCUT A 20 MICRAS

>FIJACION GLIOXILICO/PBS 2% ,pH 7’1

»>EXPOSICION DE LOS PORTAS A LOS VAPORES DE
PARAFORMALDEHIDO EN POLVO EN VASIJA HERMETICA A
80°C, ENTRE 1-3h.

»VISUALIZACION M.O. DE FLUORESCENCIA.
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Se realizaron dos tipos de control: 1.- Incubacién en el medio libre de sus-
trato. 2.- Incubacién en el medio con tetraisopropilpirofostfamida (ISOOM-PA,
Sigma), para controlar la especificidad.

La técnica de AchE sobre cortes congelados nos proporciona unas imagenes
muy claras para la localizacion de los plexos.

Con el fin de determinar el comportamiento catecolaminérgico se utilizé el
método de fluorescencia inducida por paraformaldehido.

Secciones congeladas del tejido se fijaron por inmersion en acido glioxilico.

A continuacion se expusieron a vapores de paraformaldehido 1-3 horas a
80°C en un recipiente hermético.

Seguidamente se examinaron bajo un microscopio de fluorescencia.

Este componente neuronal se caracteriza por producir una fluorescencia
verde al exponer la preparacién a la luz ultravioleta.

La exposicion a los vapores de paraformaldehido durante una hora pone de
relieve fundamentalmente las fibras noradrenérgicas, y la exposicion durante 3
horas, las fibras adrenérgicas.

( VIPy SP )

Inmunofluorescencia indirecta

>FIJACION EN A. PICRICO SATURADO Y FORMALDEHIDO
>DESHIDRATAR Y REHIDRATAR

»>DELAMINACION

>TRITON X-100 0.4% EN PBS 30°.

>INCUBAR CON ANTISUERO PRIMARIO

>LAVAR Y REVELAR ANTISUERO SECUNDARIO CON F.LT.C.

»VISUALIZACION M.O. DE FLUORESCENCIA.
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La determinacion del componente nervioso peptidérgico se llevé a cabo
mediante el método de inmunofluorescencia indirecta aplicado sobre ldminas
“in toto”.

Estas laminas se obtuvieron bajo lupa iluminada con luz fria con ayuda
de material microquirdrgico, lo que nos permitia separar ambas musculares,
quedando el plexo mientérico sobre la longitudinal. Por otro lado el plexo
submucoso lo hemos puesto de relieve sobre la muscular circular, al separar y
extraer la lamina propia y la muscularis mucosa que lo cubren.

La incubacion se realiz6 con el antisuero primario frente a VIP o frente a
Sustancia P y el antisuero secundario combinado con isotiocianato de fluoresceina.

De la misma manera que las fibras adrenérgicas, se visualizan con el mi-

croscopio de fluorescencia.

Para la microscopia electronica se realizé la técnica estindar. Las muestras
de tejido se fijaron en glutaraldehido y continuaron fijindose en tetréxido de
osmio y se incluyeron en araldita.

Con el fin de localizar las estructuras nerviosas constituyentes de los plexos,
se realizaron cortes semifinos que se tifieron con azul de toluidina.

Con los métodos descritos estudiamos los distintos componentes del nervio
intestinal de Remak.

Vemos como referencia algunos cuerpos neuronales tefiidos con hematoxi-
lina eosina.

El componente Acetilcolinesterasa positivo en una zona ganglionar del
nervio aislado.

El componente adrenérgico FIF positivo en este caso, acompanando a un
vaso sanguineo para llegar a la pared del tubo digestivo.

El componente peptidérgico, en este caso, con fibras nerviosas y una pe-
quefia cadena de cuerpos celulares VIP positivos en este nervio aislado.

Aunque, en principio se puede aceptar que una reaccion Acetilcolinesterasa
positiva es indicativa de inervacién colinérgica y FIF positiva de inervacion
adrenérgica, para mayor seguridad realizamos un estudio de microscopia elec-
tronica del nervio de Remak donde comprobamos:

En la zona ganglionar del nervio:
Una sinapsis con vesiculas colinérgicas.

Asi como distintas varicosidades conteniendo diferentes tipos de vesiculas.
Una sinapsis con vesiculas colinérgicas, otra con vesiculas adrenérgicas y una
varicosidad con vesiculas peptidérgicas.
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Microscopia electrdnica

>FIJACION EN GLUTARALDEHIDO

>TETROXIDO DE OSMIO AL 2%.

»>DESHIDRATAR EN ACETONA

»ACETATO DE URANILO AL 70% EN ACETONA FRiA

> ARALDITA

SNA Nervio Remak
| o - [y
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Comprobamos asimismo lo que se ha llamado cotransmisiéon observindose
terminales mixtos colinérgicos y peptidérgicos.

En este sentido, Chubb et al. indicaron que las fibras nerviosas positivas
para la SP podian dar reaccion positiva para la AchE. Esto serfa concordante
con nuestros resultados, ya que la microscopia electrénica pone de relieve la
presencia de estas varicosidades mixtas conteniendo vesiculas de tipo colinér-
gico y de tipo peptidérgico.

Mientras que en la zona entre dos ganglios observamos células de Schwann
y troncos nerviosos.

Parece ser, segin diversos autores, que el efecto inhibitorio del transmisor
simpatico se ejerce sobre el terminal del axén colinérgico mediante interaccion
axo-axoOnica. En este sentido, nosotros hemos observado una sinapsis entre
una terminacién adrenérgica y una colinérgica.

Todo ello concuerda con el hecho de que:

Las vesiculas mids abundantes son de tipo colinérgico. Son pequenas (300-
400 A) y claras.

Y las menos frecuentes, las de tipo adrenérgico. Son pequenas, aunque algo
mayores, (400-600 A), y con halo claro.

Las de tipo peptidérgico son de gran tamafo (700-1000 A) y electrondensas.
Ya en las paredes del tubo digestivo, estudiamos la inervacion colinérgica.

En una imagen panoramica de la pared del recto vemos la capa muscular
longitudinal, la circular y la submucosa con troncos y fibras nerviosas.

A mayor aumento, abundantes ganglios mientéricos de gran tamarfio, de los
que parten gruesos troncos nerviosos en ambas direcciones.

De ellos se derivan finas fibras que inervan ambas capas musculares, a
veces acompafiadas de algin cuerpo celular.

El plexo submucoso tiene menos elementos nerviosos que el mientérico.

Los ganglios son mas pequenos, y de ellos parten troncos, que atravesando
la muscularis mucosae van a inervar la mucosa, en la que puede observarse su
llegada a la base de las glandulas e incluso hasta el epitelio.

Por otro lado, se ven fibras que interconectan con las de la muscular
circular.

Para observar la distribucion tridimensional de la inervacion colinérgica
de los plexos en su conjunto, se ha realizado la delaminacion de la pared en
algunos tramos del tubo digestivo como del eséfago o del recto.
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Distribucion tridimensional de los plexos

>»FRAGMENTOS EN CORCHOS

>FIJACION GLIOXILICO 2% , pH 7, 30 min.

>DELAMINACION

»POSTFIJACION FORMOL/PBS 10% 5 min.
»>INCUBACION MEDIO ACETILCOLINA
»>DESHIDRATACION

»VISUALIZACION M.O.

Delaminacion
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Una vez obtenidas estas laminas que contienen los plexos “in toto”, de la
manera que hemos indicado anteriormente, la técnica histoquimica de la AchE
llevada a cabo sobre ellos, es similar a la realizada sobre cortes.

En las preparaciones “in toto” puede observarse esta distribucién tridimen-
sional de los plexos, como estas imdgenes del plexo mientérico, con la muscu-
lar longitudinal, la circular y un ganglio del plexo mientérico.

A mayor aumento, cuerpos celulares, y una larga fibra nerviosa.

En el plexo submucoso los ganglios son mas pequenos y de ellos parten
troncos nerviosos que se ramifican en finas fibras en todas las direcciones.

Estas fibras se dirigen por un lado hacia la muscular circular, y por otro a
la muscularis mucosa.

Fibras adrenérgicas se observaron también en todas las capas:

Ganglios del plexo mientérico, con fibras y algin cuerpo celular hacia am-
bas musculares.

Y en la mucosa en cortes transversales y longitudinales, paralelamente a los
tibulos glandulares.

SNA Digestivo

Whole mount
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[ ] Peptidérgico

114




CONFERENCIAS Y COMUNICACIONES

Ante la controversia sobre si la catecolamina predominante en los nervios
adrenérgicos de las aves es la noradrenalina o la adrenalina, nuestros trabajos
se inclinan hacia la primera postura, ya que los mejores resultados los obtuvi-
mos con una exposicion a los vapores de paraformaldehido de 1 hora, y segin
Bennet, este tiempo corresponde al revelado de la noradrenalina.

En cualquier caso, el componente adrenérgico y noradrenérgico del Sistema
Nervioso Entérico no es tan amplio como el componente colinérgico. Estos datos
morfologicos pudieran apoyar los datos fisiologicos que indican que la relajacion
que se produce en tubo digestivo por estimulacion del simpdatico se debe a la
supresion de la estimulacion colinérgica mas que a la accion directa de la nora-
drenalina sobre las fibras musculares lisas, que como ya hemos indicado, resulta
coherente con los hallazgos de la microscopia electronica en el nervio de Remak.

Respecto a la inervacion peptidérgica, las fibras nerviosas son mucho mas
delgadas y sinuosas, como estas fibras VIP+ en la entrada en la pared del recto
en la muscular longitudinal.

Y en el plexo mientérico con fibras y cuerpos celulares.

[ ] Semifinos
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Esta inervacion peptidérgica también la comprobamos con la positividad
para la Sustancia P con fibras en ambos plexos.

Y esta otra imagen con un cuerpo celular Sustancia P positivo.

En cortes semifinos tefiidos con azul de toluidina hemos observado con mas
detalle la estructura de estos ganglios del plexo mientérico y del submucoso.

Son compactos y contienen numerosos cuerpos celulares de gran tamafo
que no tienen apetencia por el azul de toluidina, con nucleo grande que con-
tiene un nucléolo prominente que se tifle con el colorante.

Comprobamos dicha inervacion al microscopio electrénico.

Un tronco entre ambas musculares con varicosidades conteniendo vesi-
culas adrenérgicas proximas a una sinapsis y otra varicosidad conteniendo
vesiculas colinérgicas.

Y distintas varicosidades: algunas con vesiculas peptidérgicas, y otras mixtas
con peptidérgicas y colinérgicas.
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SNA Parpado Zeiss y Moll

Un cuerpo celular en contacto con una varicosidad axonal mixta (colinér-
gica y peptidérgica).

Y un tronco nervioso con algunos axones mielinizados.

Dejando el aparato digestivo, el siguiente articulo trata de la inervacion del
parpado de la oveja. Describe por primera vez la inervacion de algunas estruc-

turas del parpado, como las glandulas de Moll y de Zeiss, ademas de estudiar
el patron de inervacion del parpado en su conjunto.

En las glindulas de Zeiss que se abren en los foliculos, la inervacion
Acetilcolinesterasa positiva es mucho mds abundante que la FIF.

Por el contrario, las glandulas sudoriparas de tipo apocrino de Moll, que
desembocan en los foliculos, presentan mas densa inervacion adrenérgica que
acetilcolinesterasa, practicamente ausente.

La glandula sebdcea de Meibomio, presenta una rica inervacion de ambos
componentes.

Y lo mismo podriamos decir de la glindula lagrimal en la que observamos
la inervacion Ache+, y troncos nerviosos FIF+ en el conectivo de la glindula.
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Meibomio y Lagrimal
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Epitelio

SNA Parpado

Por parte de la musculatura estriada vemos naturalmente la inervacion co-
linérgica, y un mayor detalle de una placa motora.

Mientras que no se observa ninguna inervacion a nivel de las células cali-
ciformes de la mucosa.

Sin embargo, se observan pequefias fibras noradrenérgicas en la base de
estas células caliciformes.

En el epitelio aparecen células Acetilcolinesterasa positivas, y ya en este
trabajo hicimos una primera aproximacion al estudio de la inmunorreactividad
para la proteina S100 que estudiamos en un trabajo posterior, pero que aqui ya
vemos que la técnica de PAP demuestra que solo algunas de las células AchE+
localizadas en la base del epitelio son S100 ir.

Para la realizacion del método de peroxidasa — antiperoxidasa utilizamos:
- Como antisuero primario: Antisuero de conejo anti S100.
- Como antisuero secundario: Antisuero de cabra anti IgG de conejo.

- Incubacién con el complejo PAP.
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SNA Parpado

Método PAP para m.o.

-Las secciones de los bloques de parafina se sumergieron 5 minutos en xileno y se rehidrataron
pasdndolas por soluciones de Etanol de concentracion decreciente desde 100% hasta agua
destilada.

-- A continuacién se mantuvieron 30 minutos en una solucion de agua oxigenada al 0.3% en
PBS para bloquear la peroxidasa endégena.

-- Luego se lavaron 3 veces en PBS

-- Para llevar a cabo el Blackground blocking se tuvieron 30 minutos en cdmaras humedas
afiadiendo sobre las secciones gotas de normal goat serum 1/30.

-- Sin aclarar, se quité con una pipeta el exceso de la solucidn de suero y se afiadieron gotas de
la solucidén del antisuero primario: S100 1/50 rabbit antibody policlonal (DAKO Z0311) durante
1 hora a temperatura ambiente

-- Rinse en PBS 3 veces durante 5 minutos

-- Sequidamente se incubaron con el antisuero secundario: conjugated goat antirabbit 1/10
(VECTOR, ABC kit peroxidase IgG rabbit) durante 30 minutos

-- Nuevo pase por PBS 3x 5 minutos

- A continuacidn se expusieron las secciones durante 30 minutos a la accién de la PAP 1/50

-- Dos nuevos lavados en PBS 5 minutos

-Y Tris Buffer 0,05 M pH 7.6 una vez. (DAKO DAB- K3468).

-- Sequidamente se procedié a la incubacién en DAB: 50 mgm DAB/100 cc.

-- Nuevo Tris Buffer 0,05M pH 7.6 .

- A continuacién afiadir 60 microl/100cc de tris buffer en 30 vols de H202 e incubar slides.

SNA Parpado
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- Para el revelado de la peroxidasa se realizo la incubacion en la DAB y
el peroxido de hidrégeno.

- Los controles se realizaron omitiendo el antisuero primario.

Como deciamos, en este otro articulo estudiamos la inmunoreactividad para
la proteina S100 en las diversas estructuras del parpado.

Recientemente, las proteinas S100 han recibido creciente atencién por su re-
lacion con varias enfermedades humanas, incluyendo cardiopatias, enfermeda-
des neurodegenerativas y cancer, por lo que es importante su caracterizacion.

Podemos observar:

Células S100+ en el epitelio, y prolongaciones, que pudieran corresponder
a células de Langerhans, que seguin diversos autores son positivas para la S100.

Las células del conectivo han sido negativas, pero fibras nerviosas inmu-
noreactivas estan distribuidas en el conectivo, en nuestro caso, cerca de las
glandulas y llegando a la vaina del foliculo.

En la glandula de Meibomio no se observé inmunoreactividad para la pro-
teina S100 en las células glandulares.

Haimoto et al y Khan et al, encuentran negativas para la S100 las células
glandulares sebaceas en general, lo que concuerda con nuestros resultados
tanto en la glindula de Meibomio como en las de Zeiss, también negativas.

Pero si aparecen troncos nerviosos positivos en los tabiques conectivos de
la glandula de Meibomio préximos a algunos pequefios vasos sanguineos.

En el interior de la glandula lagrimal, nuestros resultados han sido similares a
los encontrados en la glandula de Meibomio, en los septum conectivos, y alrede-
dor de esta pequena arteria. Y no hemos encontrado otras referencias al respecto.

Las glandulas sudoriparas en general, para Khan et al resultaron positivas
para la S100 y Haimoto et al encontraron células parcialmente positivas en las
glandulas sudoriparas ecrinas. Sin embargo, nosotros no hemos encontrado
inmunoreactividad para la S100 en las glindulas sudoriparas apocrinas de Moll.

Respecto a los vasos, nuestros resultados coinciden con la mayoria de los
autores, que encuentran una positividad escasa en el musculo liso de la pared
y negativa en las células endoteliales.

Sin embargo, en estos vasos, los troncos nerviosos S 100+ llegan a la adven-
ticia, y pequenas fibras sinuosas en la capa muscular de la arteria.

Y de la misma forma que la inervacion colinérgica, se aprecian fibras posi-
tivas en el misculo estriado, pero no en las células caliciformes de la mucosa
conjuntiva, sin haber encontrado referencias al respecto.
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Hemos estudiado asimismo la inervacion de las paredes del corazon.

La cldsica inervacion colinérgica y adrenérgica es naturalmente la mas abun-
dante en el tejido muscular cardiaco.

Hemos encontrado ganglios AChE+ en el pericardio, de los que parten
troncos nerviosos que penetran hacia el miocardio, distribuyéndose entre los
paquetes musculares de ventriculos y auriculas.

La inervacién FIF es muy abundante y estd amplia y uniformemente distri-
buida por todo el corazon, presentando algin cuerpo celular intrinseco.

Sin embargo, ademads de los clasicos mecanismos colinérgico y adrenérgico,
existe una inervacion complementaria que modula la inervacién vegetativa.
Los péptidos reguladores son capaces de afectar a la autonomia del corazén
directamente o modulando los efectos vegetativos.

Mediante la técnica de la peroxidasa-antiperoxidasa (PAP) observamos la
inmunoreactividad de los componentes nerviosos para el VIP, SOM y S-100.

Aparece inmunoreaccion positiva para la somatostatina en el sistema de ex-
citoconduccién cardiaco a nivel subendocirdico, que contrasta con la discreta
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reaccion del resto de las paredes cardiacas y de los ganglios nerviosos situados
en el tejido conectivo.

La reaccion VIP+ también es muy escasa en esos ganglios del tejido conectivo.

Sin embargo, La inmunoreactividad para la proteina S-100 en los ganglios y
troncos nerviosos situados en el tejido conectivo préximo al corazon es mucho
mas intensa que la de la somatostatina o el VIP.

La proteina S100 es un marcador neuronal y de las células de Schwann.

Los neurotransmisores de grandes moléculas, entre ellos el péptido vasoin-
testinal vasoactivo (VIP) y la Somatostatina (SOM), estdn considerados como
neuromoduladores de los neurotransmisores clasicos de pequenas moléculas,
coexistiendo con ellos y siendo responsables, a veces de las respuestas no-
adrenérgicas no-colinérgicas.
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BIENVENIDA DR. MARTINEZ FORNES POR EL DR. CARAPETO

Excmo. Sr. Presidente de la RAM de Zaragoza.
Excmos. e Ilmos. Srs. Académicos
Sras y Srs.

Tengo hoy el placer de dar la bienvenida a esta casa al Prof. D. Santiago
Martinez Fornés, con el que me une una entranable y larga amistad, iniciada
hace ya muchos afios entre él y mi padre y que yo he tenido la inmensa suer-
te de retomar no hace mucho tiempo, desde esta Junta Directiva a la que me
honro en pertenecer y la que agradezco muy sinceramente, que me permita ser
esta tarde la persona que salude al Prof. Martinez Fornés en nombre de esta
Real Academia de Medicina.

Mi intervencion, serd necesariamente muy breve, ya que el tema que ex-
pondra el Dr. Martinez Fornés: “ Mi convivencia con D. Gregorio Marafién”,
con toda seguridad muy interesante y con aspectos totalmente desconocidos
por este auditorio, requiere de todo el tiempo disponible para esta sesion,
pero naturalmente no puede faltar una sucinta semblanza del conferenciante,
que nos ayude a introducirnos en el ambiente y facetas multiples de la vida de
este amigo y compafiero, que como veremos goza de un muy alto prestigio y
consideracion social.

El Dr. Martinez Fornés, nacié en Pozondon, provincia de Teruel, siendo el
primer universitario en la historia de su pueblo y de su familia. Afios después,
sus paisanos le dedicaron la calle principal del pueblo, en acto solemne y en
nombre del Ministro de Justicia.

Sus estudios de Ensefianza Media los realiza en el prestigioso Instituto
Cardenal Cisneros, figurando entre D. Jacinto Benavente y Julidn Marias, en
una placa conmemorativa en Homenaje a los Antiguos Alumnos la primavera
pasada. En ella figuran ademads, personajes de nuestra Historia Nacional de
la categoria de: Menéndez Pidal, Miguel Primo de Rivera, Antonio Machado,
Manuel Azafia, Gémez de la Serna, Clara Campoamor, Maria Moliner, Salvador
de Madariaga, Pedro Rocamora, Fernando Fernian Goémez, Camilo José Cela y
un largo etc, hasta completar una lista de 100 personalidades de las ciencias y
las letras espafiolas.
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La carrera de Medicina y Cirugia la cursé en la Universidad de Madrid,
graduandose con uno de los expedientes mas brillantes, concediéndosele el
Accésit al Premio Nacional Fin de Carrera.

El Dr. Martinez Fornés ha desarrollado una encomiable labor cientifico-infor-
mativa cuyo resumen es: haber publicado 190 trabajos, algunos de ellos traduci-
dos al inglés, francés, aleman, drabe y japonés. Es autor asiduo de las “Inefables
Fornerias”, traducidas al francés y el aleman que nos ayudan a formar la per-
sonalidad. Haber dictado 448 Conferencias en distintas y prestigiosas tribunas.

Fue Presidente de la Asociacion de especialidades Médicas durante 8 anos.
Es Profesor Honorario de la Universidad Internacional del Mediterrineo. Es
colaborador Cultural de TVE. Esta en posesion de la Cruz de San Jorge. Fue
nombrado Aragonés Relevante y Preclaro por la Federacion Nacional de Casas
Regionales. Es colegiado de Honor con Insignia de Oro del Colegio de Médicos
de Madrid que se concede anualmente entre los 40.000 afiliados. Es Académico
Correspondiente de las Reales Academias de Medicina de Zaragoza, Principado
de Asturias, e Islas Baleares.

El Dr. Martinez Fornés viene hoy a ilustrarnos sobre una de las personali-
dades mas brillantes del siglo XX, D. Gregorio Marafion. Hombre complejo y
dificil de definir con una polivalencia fuera de lo comun: como médico, cien-
tifico, historiador, escritor, pensador liberal, sobre el que muchos han opinado
probablemente de forma certera, pero casi con seguridad sin poder adentrarse
en la “naturaleza humana del hombre”, como estoy seguro lo puede hacer D.
Santiago Martinez Fornés, persona que tuvo la inmensa suerte de estar muy
préoximo a él, y por lo tanto, conocedor de situaciones y circunstancias que
tuvieron en su momento una gran trascendencia histérica para Espana.

Del Dr. Martinez Fornés decia el Insigne Profesor Marafioén:” Incomparable
colaborador y amigo, el Dr. Martinez Fornés brilla por su inteligencia, entusias-
mo y eficacia”, palabras que demuestran el afecto y reconocimiento sincero del
Maestro para con el Discipulo.

También D. Pedro Rocamora en las paginas del diario ABC, se referia a
nuestro invitado de hoy diciendo: “...Porque Martinez Fornés es no sélo un
médico ilustre, un pensador insigne y un gran intelectual, sino una mentalidad
fuera de serie. Un hombre en fin, que para calificarle bien habria que decir de
él, que es un lujo de Espana”.

No cabe duda pues, de la valia personal de nuestro conferenciante de hoy,
al que le adornan ademads las caracteristicas del “auténtico caballero” en todos
sus matices y situaciones. De esta personalidad forjada en el pensamiento, el
trabajo y el estudio, nos da un ejemplo mis, la larga convivencia con Helena
su esposa entrafiable, que le acompana incansablemente a lo largo de su fruc-
tifera vida.
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A los dos, mi sincera y profunda amistad con el agradecimiento y el placer
de poder compartir con ellos esta jornada. Pero ademis quiero resaltar, que
hoy y a esta hora, se celebra en la Real Academia Nacional de Medicina el
aniversario del fallecimiento de D. Santiago Ramén y Cajal, y que entre otras
ilustres personalidades, el Dr. Martinez Fornés, estaba invitado a participar en
la lectura de un capitulo del libro: “Cajal: recuerdos de mi vida”.

Por todo ello, le reitero el agradecimiento de esta Corporacion y el mio
propio y le felicito de antemano por la que con seguridad serd una muy in-
teresante y esclarecedora conferencia sobre el que fue un Gran Maestro de la
Medicina y cultivé con igual acierto y brillantez otros variados aspectos de la
vida, D. Gregorio Marafion.

Muchas gracias.
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“MI CONVIVENCIA CON DON GREGORIO MARANON”

Excmo. Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza.
IImos. Sres. Académicos y Autoridades.
Distinguidos Colegas y Amigos.

Ningln tema podria serme mds grato que pronunciar el Discurso sobre MI
CONVIVENCIA CON DON GREGORIO MARANON.

Porque tuve el privilegio de escuchar tantas veces al Maestro su devocion
por este Templo de la Cultura y por los Colegas Aragoneses.

Especialmente, el Académico JOAQUIN AZNAR -arquetipo del espiritu ara-
gonés—, cuyo centenario acaba de honrar nuestra Real Academia a través del
Prof. SOLSONA, querido y admirado también por el Maestro.

Y porque aqui estd representando lo mejor de mi Pueblo, mi Tierra, mis
Gentes.

Asi que GRACIAS, MIL GRACIAS, que es la palabra mas gracil, grata, gra-
ciosa y agradecida de nuestro idioma.

Gratitud muy especial al Excmo. Sr. Don RICARDO HORNO que, sien-
do Presidente, me concedi6 el gran honor de nombrarme ACADEMICO

CORRESPONDIENTE en Diciembre de 1975. La primera de mis tres Reales
Academias del Instituto de Espana.

Y también a los IImos. Sres. Vicepresidente y Secretario General que han
sido mis generosos padrinos en esta segunda y solemne ocasion.

I

Cuando estudiaba tercer curso de Medicina supe que Don GREGORIO ha-
bia regresado del exilio y recuperado su Catedra de Endocrinologia y Nutricion
y la Direccion del Instituto de Patologia Médica.

Y que a su Consulta en la Policlinica podian asistir, sin trimite burocratico
alguno, los Médicos y Estudiantes de Medicina que lo deseasen.
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Al dia siguiente alli estaba yo, sentado en una pequena grada situada a la
izquierda del MAESTRO.

Cada Médico Interno leia en voz fuerte la historia clinica del paciente y
exponia su juicio diagnoéstico, basado tan solo en el didlogo sin prisas con el
enfermo y los datos de la exploracion clinica, sin mas ayuda que sus sentidos,
el fonendoscopio, el aparato de la tension arterial, un termémetro y la bascula
para pesar y tallar al paciente.

El MAESTRO comentaba cada una de estas primorosas historias clinicas y
ratificaba, afiadia o rectificaba el juicio diagnéstico del discipulo.

Una vez completado el estudio del paciente volviamos a ver al enfermo y
Don GREGORIO comentaba el diagnéstico del Médico Interno, su diagnéstico
y el definitivo.

Si el paciente fallecia en el Hospital, le practicaba la autopsia el Prof.
ARTETA. Y los Sabados por la manana el Maestro comentaba como fuente
suprema de aprendizaje las coincidencias. Y posibles discrepancias, por no va-
lorar con perspicacia algin pequefio detalle que figuraba en la historia clinica
o que indebidamente se habia omitido.

Con lo cual fuimos pioneros en estudiar sistematicamente el posible error
médico. Al cual el Prof. CARAPETO ha dedicado recientemente en este Templo
de la Cultura una Conferencia publicada después, de antologia.

MARANON pensaba —como el Académico CARAPETO- “que hay algo posi-
tivo en equivocarse. La oportunidad de rectificar”.

Don GREGORIO no conocia los resultados de la autopsia hasta que el Prof.
ARTETA los lefa en la misma Sesion Clinica.

Esta elegante naturalidad de Don GREGORIO nos encandilaba a todos sus
discipulos. Porque el Maestro convierte a los alumnos en discipulos.

Naturalidad y sencillez que le permitian consultar a los colaboradores pre-
sentes los valores normales de un dato de laboratorio, en qué consistia un
signo poco habitual o un sindrome o enfermedad muy poco frecuente, que el
MAESTRO no recordaba con precision.

Mi condicion de estudiante estudioso favorecié dos intervenciones mias en
una semana, llenas de dudas y timidez.

Tras la segunda intervencion, me rogo el MAESTRO: “Por favor, me gustaria
hablar con usted al final de la consulta”.

iCielos! ¢Se habria molestado Don GREGORIO con mi pedanteria de estu-
diante?
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Notaba que el pajaro rojo que aletea en la jaula de mis costillas, loco de
ansiedad, se escapaba por la boca pidiendo perdén. Y la sesion parecia no
tener fin...

Don GREGORIO —con la sonrisa en los ojos y un quiebro de luz en los
labios— coloc6é su mano izquierda en mi hombro derecho y yo —pobre de mi
hasta hacia unos momentos— me senti armado caballero.

Cincuenta afios después, en la Inauguracion de la EXPOSICION GREGORIO
MARANON en la Biblioteca Nacional —que dirige mi Ilustre amiga ANA
SANTOS ARAMBURO- nos referia un Ministro socialista en presencia del Rey:
“Todavia me preguntan y se preguntan no pocos socialistas, si MARANON era
de los nuestros o de los otros”. Les contesto: “Eso no importa. Lo importante
es que los mejores socialistas somos de los suyos”.

Mi segunda visita a la EXPOSICION fue acompafando al Académico y
Profesor LUIS MIGUEL TOBAJAS.

II

Don GREGORIO me ofrecié “incorporarme a su equipo, siempre y cuando
las practicas de la Facultad se lo permitan.”

Alli aprendi de Don GREGORIO -entre otros muchos saberes— a buscar con
el mismo entusiasmo la enfermedad en el hombre y al hombre en la enferme-
dad. Ya que no hay enfermedades sino enfermos.

Que no hay mejor ojo clinico que un buen oido.
Que “quien no duda nunca se convierte en un peligro social”.

Afos después escucharfa a JORGE LUIS BORGES, cogiéndome las manos:
“la duda, el otro nombre de la inteligencia.”

Y “la diligencia, que es una virtud, se convierte en prisa, que es un defecto.”

Algun paciente expresaba en la Consulta su gratitud agridulce porque su
ingreso en otro gran Centro Clinico “le habia curado la enfermedad... pero no
le habian devuelto la salud”.

Don GREGORIO se sentia muy comodo con mi presencia, siempre dispues-
to para resolver las mil y una dificultades de cada dia: el nimero desbordante
de pacientes, que no podiamos atender; la visita diaria de médicos con cartas
de presentacion-recomendacion, seleccionar los temas a tratar en las Sesiones
Clinicas, roces con el Decano de la Facultad que era un “fundamentalista de
la Politica y de la Religion”, —hoy le considerariamos un auténtico Taliban—;
visitas de personajes que deseaban saludar a MARANON al acabar la Consulta.
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III

La asistencia de Don TEOFILO HERNANDO a las sesiones de Policlinica
era una gozada. Por sus comentarios a las historias clinicas llenos de agu-
deza, perspicacia y cultura apabullante. Y por sus didlogos recoletos con el
MAESTRO, en la Biblioteca, al terminar la Consulta.

Cogiéndome del brazo, unas veces el MAESTRO MARANON vy otras veces
el MAESTRO HERNANDO, me incorporaron como testigo casi mudo de sus
confidencias. Sobre recuerdos de acontecimientos que habian protagonizado
y que cambiaron —en gran parte— los derroteros histéricos de la Espafia trein-
tafnera.

La primera visita que recuerdo fue la de EUGENIO D ORS, en la peque-
fa Biblioteca del Instituto, mientras el Maestro orientaba a una encantado-
ra Periodista, que deseaba investigar sobre algunos aspectos concretos del
CONDE-DUQUE DE OLIVARES.

Acompané a Don EUGENIO, quien dirigi6¢ a la dama que dialogaba con
Don GREGORIO el mis bello piropo que he escuchado en mi vida “Gracias,
Senorita, por existir”.

Empezaba D ORS a narrarnos alguna leyenda catalana, cuando era inte-
rrumpido delicadamente por una especie de Edecan que le acompanaba, con
” “

la aclaraciéon de “que ya nos la habia relatado anteriormente”. “No importa...
porque yo cada vez cuento las cosas de un modo distinto”.

Acompané a Don GREGORIO para visitar a ORTEGA y GASSET, recién
operado por el Prof. VARA LOPEZ. Nos regal6 con un didlogo que jamis olvi-
daré: “Somos lo que hacemos y lo que nos sucede” “Créame —-MARANON- el
problema vasco y —en menor medida— el problema catalan son dos problemas
que no tienen solucion... tendremos que aprender a convivir con ellos. Quizas,
cuando se cree la Comunidad de Naciones Europeas...” Este encuentro ocurria

en 1953.

Otra visita imborrable fue la de Don PEDRO LAIN, Rector entonces de la
Universidad Complutense.

Corrian tiempos aciagos como los que estamos viviendo hoy en Espana.
(Nadie pronuncia el nombre de Espafia con “aes” tan sonoras y abiertas como
nosotros los aragoneses).

Queria nuestro insigne paisano comentar con el MAESTRO la delicada situa-
cion. Al despedirse nos mostro las tarjetas de visita que acababa de encargar:

PEDRO LAIN ENTRALGO
NO PURITANO.
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Nos pedia a sus intimos que le tuteasemos a pesar de la diferencia gene-
racional. Curiosamente accediamos a su ruego de tutearle pero llamandole
siempre Don PEDRO.

v

Don GREGORIO que -también- se habia hecho imprimir, al final de la
Segunda Guerra Europea, unas tarjetas de visita tan originales como evocadoras

GREGORIO MARANON
Europeo

A pesar de sus acendrados sentimientos monarquicos, la Condesa de
PARDO BAZAN invitaba a Don GREGORIO MARANON —ya destacado intelec-
tual republicano— a comer en su casa con cierta regularidad.

Con su hija BLANCA y su yerno el Teniente General JOSE CAVALCANTI,
Jefe de la Casa Militar del Rey y condecorado con la Cruz Laureada de San
Fernando. Como saben, la maxima condecoracion militar en Espafia.

Cada vez que surgia el tema republicano, el General —de origen italiano y

muy rico en gestos— se acaloraba mas de lo aconsejable. Y la condesa ponia
orden : “PEPE, no discutas con el Doctor... que td sélo eres un héroe”.

BLANCA -la Marquesa Viuda de Cavalcanti— le disculpaba siempre, aclaran-
dome muchos anos después: “Era un caballero de firmes convicciones”.

Del mismo modo que los aragoneses no somos tercos sino tenaces.

Dofia EMILIA PARDO BAZAN estaba dotada de un ingenio especial para
construir frases lapidarias.

En ocasion solemne amonesté a RAMON DEL VALLE-INCLAN: “Joven, para
ser gallego y buen escritor hay que llevar faldas, como ROSALIA, Servidora y
el Padre FE[JOO.”

Otro dia les contaré como arrebataron el Pazo de Meiras a la familia y
como una inmediata y ldcida respuesta de BLANCA -la Marquesa Viuda de
Cavalcanti—, al comunicarle el Gobernador Civil la incautacion, salvd parte de
su Patrimonio. Ninguna de las versiones —numerosas y variadas— que se han
publicado es cierta.

Llega el 12 de Abril de 1931 y estalla —literalmente— la Republica.

Para evitar una guerra civil, ALFONSO XIII decidi6 exiliarse tras consultar
con los Capitanes Generales.
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La tunica condicion impuesta por el Rey fue que la entrega de poderes tu-
viese lugar en casa de Don GREGORIO MARANON vy en presencia del Doctor.
Cuanto ocurrio alli es un secreto jamds revelado por nadie hasta ahora.

Un secreto que me confiaron Don GREGORIO y Don TEOFILO, con el
ruego de guardarlo mientras ellos vivieran.

Alli se citaron Don NICETO ALCALA ZAMORA —en representacion del nue-
vo orden—, el Conde de ROMANONES —en nombre del Rey— y Don GREGORIO
MARANON, como moderador, respetado y querido por todos.

ALCALA ZAMORA insistia una y otra vez en “la marcha del Rey, antes de
amanecer y saliendo por alguna de las puertas de servicio de Palacio.”

Como el Conde de ROMANONES le recriminase su actitud, impropia de
quien habia sido Ministro de la Corona, guard6 un silencio que a los tres les
parecié interminable... para aclarar Don NICETO:

“Nadie queremos —especialmente MARANON y yo- que la Reptblica se
proclame con la cabeza del Rey en una pica”.

“Contamos con la lealtad de SANJURJO”, puntualiz6 ROMANONES.

Corria entre los “enterados” la visita de SANJURJO —Director General de la
Guardia Civil- al Rey.

“Majestad, puede contar con mi lealtad inquebrantable... pero yo no cuento
con la lealtad de la Guardia Civil”.

Don NICETO guardé otro silencio interminable para confesar:

“Me habia prometido guardar el secreto exigido por el General SANJURGO,
quien me acaba de visitar para ofrecernos a MARANON y a mi su apoyo in-
condicional a la Republica... y el de la Guardia Civil”.

Por intervencién de MARANON se acord6 “apresurar la marcha del Rey, de
noche y lo mas discretamente posible”.

Se nombré —;se nombraron ellos?— aprisa y corriendo un Comité
Revolucionario constituido por Don NICETO ALCALA ZAMORA, Don JULIAN
BESTEIRO vy el Prof. SANCHEZ ROMAN.

Su primera gestién fue visitar a Don GREGORIO MARANON para ofrecerle
la Presidencia provisional de la Republica hasta que las Cortes Constituyentes
nombrasen al primer Presidente de la Republica.

Don GREGORIO —“en la situacion mas dificil de mi vida”- declin6 elegan-
temente la oferta.

“No soy yo el hombre decisivo que necesita Espafia en estos momentos.”
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Visitaron entonces a Don TEOFILO HERNANDO, con tan honroso ofreci-
miento, sin ocultarle su oferta anterior a MARANON.

“Un hombre lleno de dudas —como yo- no es el hombre adecuado”, les
confes6 HERNANDO.

Dirigiéndose directamente a Don JULIAN BESTEIRO —una de las tres per-
sonalidades politicas espafiolas mas fascinantes del siglo pasado- sugirié Don
TEOFILO HERNANDO:

“Cualquiera de ustedes tres —querido Don JULIAN BESTEIRO-, seria un
gran Presidente...”.

Aprovechando el desconcierto y la timidez de BESTEIRO, Don NICETO
ALCALA ZAMORA se puso en pie:

“Tiene razén, Don TEOFILO. Cualquiera de nosotros tres seria un buen
Presidente...Yo mismo ;No le parece, Don TEOFILO...?”

Ante la confusion de HERNANDO se dirigio al no menos confuso BESTEIRO.
Ninguno de los tres se atrevié a comunicarle sus reparos.

“A usted, Prof. SANCHEZ, no necesito ya pedirle su voto. Don TEOFILO,
Don JULIAN y yo somos mayoria absoluta y hemos decidido que el nuevo
Presidente provisional de la Republica sea yo”.

Asi se autoproclamé Presidente Don NICETO ALCALA ZAMORA, en el do-
micilio de Don TEOFILO.

v

MARANON se encontraba en Portugal —llamado para celebrar una Consulta
de Médicos, entonces muy frecuentes— cuando se produce la sublevacion mi-
litar: 17 de Julio 1936.

Regresa apresuradamente a Madrid, no para defender la Republica —que ya
no sentia como propia— sino para defender el Orden y la Libertad.

Hay un estrecho paralelismo de sentimientos entre su llegada y la del Poeta
Leon Felipe, poco después, desde Panama.

Los Intelectuales Progresistas acuden a recibir a LEON FELIPE “Gracias —
MAESTRO- por venir a luchar por la Libertad contra los Fascistas”. Les contesta
el Poeta recién llegado: “Yo no he venido a hacer la guerra... sino a padecerla.”

Como tantos otros Intelectuales -MARANON, ORTEGA y GASSET,
HERNANDO vy varios centenares mas—, el insigne Poeta se vera obligado tam-
bién a emprender la ruta amarga del exilio. A México, en 1938.
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MARANON lleg6 a ser detenido dos veces. Sometido a presiones indignas
por no firmar los manifiestos que le presentaban, peligrando gravemente su
propia vida, decide exiliarse a Francia en Diciembre del 306.

Lleg6 desolado a Paris. Alli le esperaba su gran amigo JEAN COCTEAU.

Cuando el MAESTRO le refiere su tristeza por los crimenes y la quema
de Iglesias con todo su contenido artistico irreemplazable. COCTEAU intenta
consolar al Patrono del Museo del Prado y futuro Académico de Bellas Artes:
“Lo que yo mds admiro de ustedes los espafioles es que queman lo que aman.
Nosotros los franceses lo vendemos”.

A las DOS ESPANAS de MACHADO, MARANON, UNAMUNO y HERNANDO
afiadirdn la TERCERA ESPANA de “los perseguidos por los hunos y los hotros.”

El Maestro hacia suyas las palabras de SALVADOR DE MADARIAGA: “Se
me ha reprochado haber permanecido neutral en nuestra Guerra Civil. No es
cierto. Siempre he estado en contra de unos y otros”.

VI

Don GREGORIO tenia un delicioso sentido del humor con los Colaboradores
que sabia cuanto le queriamos y respetabamos.

Escuché sonriente cuando le comenté cémo los pacientes de fuera de
Madrid decian: “Voy a ver a don GREGORIO MARANON”. O “voy a que me
vea JIMENEZ DIAZ”.

Nos ensend que la Medicina se estudia como Ciencia y se ejerce como Arte.
Y Oficio, anade el Prof. TOBAJAS.

El Maestro pronuncié ayer una Conferencia en el Ateneo de Madrid.

El publico llenaba el anfiteatro y numerosas personas tuvieron que perma-
necer de pie.

Entre la multitud surgi6 una dama que, como dirfa GARCIA LORCA
“trafa toda la majestad de un rio puesto de pie”. Bes6 efusivamente a Don
GREGORIO —que se sinti6 un tanto turbado porque entonces no era usual
besar al Conferenciante— y le envolvié con su sonrisa: “Le felicito MAESTRO.
Ha estado genial. Se crece de Conferencia en Conferencia.” La interrumpi6
MARANON: “Siento mucho que haya tenido que permanecer de pie. Habri
observado que, en atencién a usted, me he saltado varios folios.” Sin de-
jarle pausa para respirar, contesté la dama glamurosa: “De pie —Mi querido
MAESTRO- es como escucho yo el Evangelio”.

Estas rafagas admirables de cortesia e ingenio apenas duraron un suspiro.
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iQué tiempos aquellos...!

Estaba claro. YO TAMBIEN SERIA CONFERENCIANTE.

VII
Tiempo después...

SERRANO SUNER —insigne Abogado del Estado destinado en Zaragoza y
Diputado por esta provincia que fue— con narracion lenta y prolija —como sue-
len hablar las personas muy mayores— me relataba que, al concluir la Segunda
Guerra Mundial, con la derrota del nazismo, FRANCO sinti6 gravemente ame-
nazada su situacion politica y personal. Y decidié, con su cufiado ofrecer una
cabeza de turco a los aliados, como responsable de la politica germanica del
Régimen.

Por supuesto, la cabeza de SERRANO SUNER, quien advirti6 a FRANCO
que no seria creible por los vencedores si no formaba un nuevo Gobierno
presidido por MARANON vy en el que figurasen SALVADOR DE MADARIAGA
y ORTEGA Y GASSET.

Encargé —una vez mdas— tan delicada misién a su cunado y persona de
confianza.

Pero de las gestiones de SERRANO SUNER vy del eco que encontraron... les
hablaré otro dia.

Y de la sorprendente e inédita relacion del MAESTRO con el GENERAL
FRANCO -especialmente durante la Revolucion de Asturias— y el PAPA JUAN
XXIII.

VIII. ESTABA ESCRITO...

Don GREGORIO rehusaba radicalmente perder su tiempo libre —que, como
“trapero del tiempo”, no tenia— acudiendo a actos sociales. Y miedo a sentar
un precedente.

Unos meses antes me habia comentado el MAESTRO “Curiosamente en tan-
tos afos trabajando juntos —e hizo ademan como si preguntase cuantos— usted
nunca me ha pedido ningin favor, ni recomendacién alguna, aunque conozco
sus problemas.”

Me llené de felicidad esta confidencia y le contesté abrumado “;Le parece
poco favor —-Don GREGORIO- llevar cinco afios aprendiendo a su lado... y
no sélo Medicina?”.
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Asi surgi6 el Unico problema grave —muy grave para mi- durante el no-
viazgo.

Invitarle a nuestra Boda. Podria ser muy violento para el MAESTRO ne-
garme su asistencia. Por otro lado, casarnos sin comunicirselo, nos parecia
a HELENA y a mi, una grave descortesia, ya que nos habia presentado Don
GREGORIO.

Tuve que esperar varios dias hasta encontrarme a solas con Don GREGORIO
en el sanctasanctérum de la Biblioteca... y llenarme de valor para explicarle:
“Don GREGORIO, HELENA y yo hemos decidido contraer matrimonio dentro
de un mes. Se lo comunicamos llenos de gratitud y carifio. Pero no le invita-
mos a la Boda para respetar su costumbre de no asistir nunca a actos sociales.”

El MAESTRO -apoyando una vez mas su mano izquierda en mi hombro
derecho y con la sonrisa mas luminosa, irrepetible- me tranquilizo: “Pero, al

menos, me dira el dia, la hora y el sitio.” Tres o cuatro dias después, recibimos
una enorme concha de plata que enriquece y decora nuestro hogar.

Al dia siguiente, al acabar la Consulta de Policlinica, le entregué con nuestra
gratitud una invitacion para la Boda.

Don GREGORIO me confirmé “su asistencia y que serfa uno de los testi-
gos”. Al verme tan turbado afiadio: “Ademads seré Padrino de su primer hijo...
que sera una nina”.

Y aqui la tienen con nosotros el dia de su Bautizo.

NUEVE ANOS DESPUES: el dia de la Inauguracién del Monumento de Pablo
Serrano al Maestro, en la Ciudad Universitaria, junto a la Facultad de Medicina.

La pequena Helena, con el uniforme del Colegio, ocupando el lugar exacto
que le habian indicado, Don TEOFILO —como Presidente de la INSTITUCION
GREGORIO MARANON- vy el Prof. BOTELLA LLUSIA, Rector de la Universidad
Complutense.

IX
Como no pocos Colegas, el MAESTRO se acosté a morir.

Durante la enfermedad establecimos unos turnos de permanencia entre los
Colaboradores mas cercanos a Don GREGORIO.

En uno de mis desplazamientos, el taxista —con los ojos aguados— me ad-
virtio: “Perdone que circule tan lento, con la radio apagada y la voz baja...
pero es que en la direccion que usted me ha dado Don GREGORIO se estd
muriendo”.
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No recuerdo entierro tan concurrido, silencioso y respetuoso como el de
Don GREGORIO.

Pocos dias después, Dofia LOLA me testimonio su carifio y el de la familia
enviandome con RAMON —el mozo de comedor y hombre de confianza— la al-
tima chaqueta que el MAESTRO habia encargado a su sastre habitual, CARLOS
PARRILLA.

Me pareci6 claro el mensaje. Nadie conocia a Don GREGORIO como Dofia
LOLA. Y pienso que ella pensaria: “Si el cerebro de GREGORIO es irrepetible,
también lo es su corazén. Y esta prenda habia cobijado los latidos de su cora-
zOn en las dltimas semanas”.

De la obra copiosisima del MAESTRO, —s6lo El, CANOVAS DEL CASTILLO
y MENENDEZ PELAYO han pertenecido a cinco Reales Academias del Instituto
de Espana-. Su mejor legado —sin duda- fue Don GREGORIO. Don GREGORIO
como PERSONA, PERSONALIDAD Y PERSONAJE.

En vano buscaba Di6genes “un hombre”, con un farol en la mano. Habia
una distancia entre ellos de dos mil trescientos afos luz. Digo afos-luz porque
asi medimos la distancia de las estrellas.
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Excelentisimo Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza,
Dignisimas Autoridades
Iustrisimos Sefiores Académicos
Sefioras y Sefiores

Una vez mas la Real Academia de Medicina de Zaragoza, nos honra al
designarnos su representante en este acto. Sean pues, mis primera palabras
para agradecer la deferencia del Presidente y de la Junta de Gobierno de esta
Academia, por la confianza depositada en mi persona y por el privilegio que
supone presentar ante esta digna corporacion al conferenciante, gran cientifico
con reconocimiento internacional.

Conocemos al Doctor Montoya desde el afio 1984 en que se incorpord a
esta Universidad como joven promesa y le admiramos tanto en lo profesional
como en lo humano honrindonos con su amistad. Sin embargo, no es tarea
facil enumerar la ingente cantidad de méritos que en €l concurren, por lo cual
trataré de hacer una breve exposicion de su larga y dilatada actividad cientifica
ya que el entusiasmo por la investigacion ha sido y es el eje de su vida.

El profesor Julio Montoya, con raices valencianas y aragonesas, nacio en
Siglienza el ano 1949 doénde fue educado con el ejemplo del trabajo, el es-
fuerzo y la superacion, en el seno de una familia universitaria. Tanto su padre
como su abuelo paterno ejercieron la profesion de médico y su madre y su
abuelo materno la de farmacéutico, lo cual segin parece ha dejado unas pro-
fundas raices en su trayectoria profesional.

En 1959 el doctor Montoya se traslada a Zaragoza, donde residian sus
abuelos maternos y cursa con gran brillantez el bachillerato en el Colegio San
Agustin. En 1965 inicia los estudios universitarios en la Facultad de Farmacia de
la Universidad Complutense, siendo un universitario vocacional con una sélida
formacion, segin lo ratifica su expediente académico al obtener en 1973 el
premio Folch de Licenciatura y en 1974 el grado en Farmacia con la calificacién
de Premio Extraordinario

Un afio mas tarde obtiene una beca de Formacion de Personal Investigador
(FPD para realizar la tesis doctoral en el departamento de Bioquimica de la
Facultad de Farmacia bajo la direccion del entonces profesor titular D. Manuel
Lopez Pérez, actual Rector Magnifico de la Universidad de Zaragoza, con quien
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le unen profundos lazos de amistad y respeto, porque ser maestro, como decia
Ramoén y Cajal, no consiste tinicamente en transmitir saberes, métodos o técni-
cas sino en dotar al discipulo de actitudes e inquietudes con sentido critico y
con ansias de perfeccion y de superacion.

En 1977 obtiene el grado de doctor con la calificacion de Sobresaliente cum
laude y Premio Extraordinario y este mismo afio es contratado como profesor
ayudante en el departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Complutense. A partir de este momento, el prof. Montoya, em-
prende, como decia Ortega y Gasset, la peregrinacion por prestigiosos centros
de investigacion para conocer los avances de la ciencia que deseaba cultivar,
a fin de regresar con una formacion sélida sobre la que edificar su futuro pro-
fesional, porque, como dice Marafién, la vocacion es el amor al deber o deber
impuesto por el propio y espontineo amor a lo elegido.

Becado por el British Council, realiza una estancia en el departamento de
Microbiologia de la Universidad de Bristol y dos afios mas tarde, con una beca
de Formacién de Personal investigador (FPD), se incorpora en el California
Institute of Technology (USA), para trabajar con el prof. Attardi con quien parti-
cipa en el proyecto genoma mitocondrial humano destinado a la secuenciacion
del genoma, al estudio del transcriptoma y a la identificacion de las proteinas
codificadas en el ADN mitocondrial.

Tras cinco anos de intensa produccion cientifica, el profesor. Montoya
regresa a Espafia con una beca del Ministerio de Educacion y Ciencia para in-
corporarse en el departamento de Bioquimica en la Facultad de Veterinaria de
la Universidad de Zaragoza. Un ano mas tarde obtiene por oposicion la plaza
de profesor titular y el afio 2003, después de una soélida formacion, obtiene por
oposicion la citedra de Bioquimica y Biologia celular, sintiendo la Universidad
con todo su profundo contenido.

Ser universitario implica mantener dia a dia una renovada ilusion, bien de-
mostrada en este caso al analizar el amplisimo curriculum del doctor Montoya,
porque como dice Emerson, nada grande se consigue sin entusiasmo y esfuer-
zo. Su labor cientifica es de gran fecundidad como lo demuestran 241 trabajos
cientificos publicados en las revistas de mayor impacto (Nature, Cell, entre
otras).

Ha participado en 72 proyectos de investigacion financiados por entidades
publicas y privadas. Ha presentado 311 comunicaciones en Congresos y reu-
niones cientificas, y ha organizado numerosos Congresos nacionales e interna-
cionales. Asimismo, ha impartido 176 seminarios y conferencias y ha realizado
estancias de investigacion aparte de las ya indicadas, en las Universidades de
Bari, Catania, Roma, Galway, Colonia, Kolm, Heidelberg, Nacional Auténoma
de México, en el centro de restauracion Neurologica de la Habana, y como
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profesor invitado en el Wenzhou Medical College en China. Desde el afo
2002 dirige el grupo consolidado de Investigacion aplicada sobre Biogénesis
y Patologia mitocondrial, reconocido por la Diputaciéon General de Aragon y
centro de referencia en enfermedades mitocondriales desde el afio 1991.

La actividad cientifica del profesor Montoya ha sido, y es, reconocida in-
ternacionalmente como evaluador de excelencia de la Academia de Finlandia,
evaluador de la Comunidad Europea en el programa Biochemical and Health
Research, y evaluador del Instituto de Salud Carlos III.

Ha desempefiado numerosos cargos de gestion en el Fondo de
Investigaciones Sanitarias (FISS) como presidente de la Comision de Evaluacion
de Infraestructuras y Recursos Humanos y como miembro de la Comision de
Expertos y coordinador del Area de Genética. Asimismo, ha sido coordinador
General de la Red de Investigacion del Instituto Carlos III y, en el momento
actual, preside la Comision de Evaluacion de Infraestructuras de dicho Instituto.

Ha pertenecido al Consejo Asesor de Investigacion y a la Comision de
Investigacion del Instituto Aragonés de Ciencias de la Salud (CONAD y actual-
mente es miembro del Instituto de Investigacion del SALUD (IIS) de Aragén.

A esta ingente labor investigadora, hay que anadir su actividad docente,
porque ha sabido transmitir saberes e inquietudes con calor y entusiasmo,
no como exigencia curricular, sino como reflejo de su propia busqueda de
la excelencia profesional. Ha dirigido 12 tesis doctorales que han obtenido la
calificacion de Apto cum laude,9 tesis de Licenciatura, numerosos trabajos de
Master y fin de carrera, y actualmente imparte las disciplinas de Bioquimica y
Biologia celular en las Facultades de Ciencias, Medicina y Veterinaria ( Ciencia
y Tecnologia de alimentos), porque ensefiar es ayudar a la formacion de los
demis, es aprender cada dia algo, no pactar con la superficialidad ni con la
frivolidad intelectual, lo cual supone un gozo y a la vez un tremendo pero
agradable sacrificio.

Esta trayectoria cientifica, que como decia D. Santiago Ramoén y Cajal, es la
historia de una voluntad indomable, ha sido reconocida con numerosos pre-
mios y distinciones. Esta en posesion del Premio Comenge concedido por la
Real Academia de Farmacia de Madrid. Ha recibido el Premio de la Sociedad
Espanola de Quimica Clinica; el de la Sociedad Venezolana de Puericultura y
Pediatria, el Premio a la Investigacion concedido por la Academia de Ciencias
Exactas, Fisicas, Quimicas y Naturales de la Universidad de Zaragoza y el afio
2004,recibe el Premio a la Excelencia investigadora concedido por el Gobierno
de Aragoén. Desde el afio 2009 es Académico de Numero de la Academia de
Farmacia Reino de Aragén.

A toda esta actividad cientifica que he tratado de resenar sucintamente, hay
que anadir otra faceta todavia mds importante, la humana, porque el doctor
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Montoya, hombre parco en palabras y modesto, porque sin modestia no hay
verdadera grandeza, ademas de ser un cientifico de reconocido prestigio es
Asesor de la Fundaciéon Ana Carolina Diez Mahou, y miembro del Comité
Cientifico y Asesor de la Asociacion de Enfermos con Patologias Mitocondriales
(AEPMD), en la que se integran unos 200 enfermos con sus familias y cuya
actividad se centra en mejorar la calidad de vida de estos y en fomentar la
esperanza de un nuevo futuro.

Anualmente realizan unas jornadas en las que participan los ninos afecta-
dos, junto con sus familias, personal sanitario y también investigadores, como
el prof. Montoya, al que los nifios comenzaron llamandole padrino y hoy le
llaman abuelo, e incluso yayo, términos que seguin el mismo manifiesta le
hacen muy feliz, ya que se considera uno mas de esta gran familia. Segin
sus propias palabras, estas jornadas le permiten estar en contacto con todos
ellos y el carifio que recibe en estas convivencias le compensa de todo y
llena su vida.

Esta es, en apretada sintesis la biografia del prof. Montoya, que ratifica su
calidad intelectual, su laboriosidad, su vocacion universitaria y especialmente
su noble y generosa humanidad, porque los rios mas profundos son siempre
los mas silenciosos.

La amenidad, claridad de conceptos y el buen hacer del prof. Montoya
son las cualidades que nos permitirin descubrir a través de su conferencia, el
presente y esbozar el futuro de las enfermedades mitocondriales, término en el
que se engloban un amplio y heterogéneo conjunto de enfermedades debidas
a un defecto mitocondrial primario, caracterizado en la mayoria de los casos
por un transtorno de la fosforilizacién oxidativa y una alteracion consecuente
de la produccion de energia.

Desde que en 1988 Wallace, Lestienn, Holt y Zeviani describieron las pri-
meras enfermedades causadas por danos en el DNA mitocondrial hasta el mo-
mento actual se han descrito mas de 250 mutaciones y muchos genes nucleares
implicados en el origen de las mismas. El interés por su estudio ha crecido
enormemente debido al aumento de pacientes diagnosticados:1 de cada 5000
nacidos vivos y 5 de cada 10.000 personas presentan mutaciones en el ADN
mitocondrial, por lo que la prevalencia de este heterogéneo y complejo con-
junto de enfermedades, es equivalente a la de otras enfermedades neurologi-
cas, como la Esclerosis lateral amiotréfica y superior a la de otras enfermedades
neuromusculares hereditarias como la distrofia de Duchenne.

Sin embargo, la dificultad diagndstica, la ausencia de una terapia eficaz y
el hecho de que la prevencion requiera del consejo genético, dan una idea de
la repercusion e importancia de estas enfermedades en la sanidad publica y
de la necesidad de fomentar y apoyar su investigacion, porque como dice la
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Doctora Margarita Salas, un pais sin investigacion es un pais sin desarrollo y es
precisamente la investigacion basica quien lo impulsa.

Para concluir, felicito al prof. Montoya en nombre de esta digna Corporacion
y en el mio propio por su contribucion a la ciencia y sobre todo como hombre
bueno por su entrega y dedicacion a quienes padecen estas enfermedades y a
sus familias, porque como decia Albert Einstein, solamente una vida dedicada
a los demds merece ser vivida.

He dicho.
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ESTUDIO GENETICO-MOLECULAR DE LAS ENFERMEDADES
MITOCONDRIALES HUMANAS

Universidad de Zaragoza, CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER), Instituto
de Investigacion Sanitaria de Aragon.

Excelentisimo Sr. Presidente de la Real Academia de Medicina de Zaragoza,
Excelentisimos e Ilustrisimos Académicos,
Excelentisimas e Ilustrisimas Autoridades,
companeros, familiares y amigos,
Senoras y Sefiores.

PRIMERAS PALABRAS

Quiero empezar mi exposicion agradeciendo la amable invitacion que esta
ilustre Institucion ha tenido a bien realizarme y recordar a mis padres José y
Otilia, médico y farmacéutica, respectivamente, que, de alguna manera, con el
ambiente que se respiraba en casa, influyeron en mi decisién de dedicarme a la
investigacion biomédica y a que ahora esté totalmente volcado en el estudio de
un tipo de las llamadas enfermedades raras como son las enfermedades mito-
condriales. Asimismo, quiero agradecer a la Profesora Caridad Sanchez Acedo
por su iniciativa en esta invitaciéon y por sus amables palabras de presentacion
que, realmente, me han emocionado.

Como ha dicho, mi actividad investigadora se ha centrado desde el inicio de
mi Tesis Doctoral en el estudio de las mitocondrias, esos pequefios organulos,
localizados en el citoplasma de casi todas las células eucariotas, que propor-
cionan la mayor parte de la energia, en forma de ATP, que se necesita para
el funcionamiento de las mismas y, por tanto, de todos los 6rganos, tejidos y
organismos eucariotas en general. Son, pues, 42 afios trabajando en el mismo
tema aunque enfocado desde distintos puntos de vista (basico y aplicado): pro-
yecto genoma mitocondrial y, en la actualidad, centrado en las enfermedades
que se originan por el mal funcionamiento de las mitocondrias.

Como todas las historias, ésta tiene un principio en mi formacién como
investigador en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Farmacia de
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la Universidad de Madrid donde, después de licenciarme, comencé mi Tesis
Doctoral bajo la direcciéon del Prof. Manuel Lopez Pérez, nuestro actual Rector
en la Universidad de Zaragoza. Acababa de descubrirse que las mitocondrias
poseian su propio sistema genético y el Profesor Lopez Pérez, acababa de re-
gresar de su estancia postdoctoral en la Universidad de Bristol donde aisl6 y
caracteriz6 el DNA mitocondrial del hongo Aspergillus nidulans. Asi, me pro-
puso realizar mi trabajo separando poblaciones mitocondriales, estudiando sus
diferencias y conversién de unas en otras. Fueron mis primeros pasos en este
apasionante mundo de la investigacion en general y de las mitocondrias, en
particular, que no he abandonado en todos los afios de mi actividad investiga-
dora. Al Profesor Lopez le debo mucho, me introdujo en el fascinante area de
la Biogénesis Mitocondrial e hizo posible, posteriormente, mi desplazamiento
al California Institute of Technology donde tuve la oportunidad de unirme al
grupo del Profesor Attardi, uno de los investigadores de mas prestigio en este
campo, que mucho mas tarde fue nombrado doctor honoris causa de nuestra
universidad, y de poder desarrollar un importante trabajo sobre el Proyecto
Genoma Mitocondrial. He de decir, que las relaciones que se establecieron con
Manolo fueron tan profundas que, excepto durante los 5 afios que permaneci
en California, hemos compartido trabajo, departamento, lineas de investigacion
y, sobre todo, una gran amistad con €l y su familia; llevamos 42 afnos juntos
y, antes, ya me habia dado alguna clase de pricticas y dirigido una tesina de
licenciatura en la Facultad de Farmacia de Madrid.

I. INTRODUCCION GENERAL

Las mitocondrias son organulos intracelulares derivados de la endosimbiosis
de un organismo del grupo de las a-proteobacterias con un ancestro de las
células eucariotas que contenia un nucleo. A lo largo de la evolucién, la mayor
parte de los genes de la protomitocondria original se transfirieron al nucleo y
los Ginicos genes que han permanecido en la mitocondria estan asociados a la
funcion de sintesis de energia, en forma de trifosfato de adenosina (ATP), a
través del sistema de fosforilacion oxidativa (sistema OXPHOS). Por ello, muy
frecuentemente, se describe a las mitocondrias como “las centrales energéticas
de la célula” ya que en ellas se produce la mayor parte del ATP que necesitan
la células y que se utiliza como fuente de energia quimica. Estos organulos
subcelulares se encuentran en practicamente todas las células eucariotas (1), y
su presencia es, ademds, una de las caracteristicas que diferencian las células
eucariotas de las procariotas.

Como se ha indicado, la principal funcién de las mitocondrias es la fos-
forilacion oxidativa mediante la cual se conserva en forma de ATP la energia
quimica que se libera en la oxidacion de las moléculas organicas combustibles.
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Figura 1.- Esquema del sistema de fosforilacion oxidativa. En azul se representan las subunidades
codificadas en el DNA mitocondrial y en amarillo las codificadas en el DNA nuclear. Puntos rojos:
coenzima Q. CI a V: Complejos 1 al 5. En la parte inferior figura el nimero de subunidades codi-
ficadas en uno u otro genoma.

La cadena respiratoria transporta electrones entre los complejos respiratorios
para, finalmente, reducir el oxigeno a agua. A la vez, los protones se translocan
desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, creando un gradiente
electroquimico que sera utilizado por la ATP sintasa, reconduciendo estos pro-
tones a la matriz, para producir ATP (Figura 1). Parte de la energia producida
por el transporte de electrones se libera en forma de calor y una fraccion de
los electrones reacciona tempranamente con el oxigeno produciendo especies
reactivas de oxigeno (ROS).

Pero ademas de proporcionar la mayor parte de la energia que utiliza la
célula, las mitocondrias participan también en otras muchas rutas metabodlicas
(8-oxidacion de los acidos grasos, biosintesis de pirimidinas, aminoacidos,
fosfolipidos, nucledtidos, acido félico, hemo, urea y una gran variedad de
metabolitos) (2), y en una serie de procesos como la diferenciacion celular,
sefalizacion, muerte celular, control del ciclo y crecimiento celular (3).

Sin embargo, la caracteristica mas singular de las mitocondrias es la de
poseer un sistema genético propio con toda la maquinaria necesaria para su
expresion, es decir, para replicar, transcribir y traducir la informacion genética
que contiene en proteinas funcionales (Figura 2). Pero las mitocondrias no son
del todo auténomas ya que dependen en gran medida del sistema genético
nuclear tanto para la formacion del orgdnulo como para la expresion de su
sistema genético (Figura 2). La mayoria de las proteinas componentes de la
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mitocondria, aproximadamente unas 1.500, incluidas aquellas necesarias para
la expresion de su genoma, estin codificadas en el ntcleo, se sintetizan en el
citoplasma, generalmente en forma de precursores, y finalmente se importan y
procesan en el interior del organulo. Por el contrario, el genoma mitocondrial
codifica solamente un pequefio nimero de polipéptidos, componentes del
sistema OXPHOS, y los RNAs de la maquinaria de sintesis de los mismos. Asi,
la biogénesis de las mitocondrias y en concreto del sistema OXPHOS, repre-
senta un caso muy particular en la célula ya que su formacién depende de la
contribucion de los sistemas genéticos, nuclear y mitocondrial.

Los primeros indicios de existencia de un sistema genético en el citoplasma,
fuera del nicleo, datan de 1949 al descubrirse unos mutantes de levadura con
deficiencias en las funciones respiratorias que se debian a un factor citoplas-
mico, no nuclear, y que era hereditario (4). Sin embargo, el DNA mitocondrial
(mtDNA) no se descubrié hasta los afios 60 en células de pollo (5); unos afios
mas tarde se describi6 su existencia en células humanas (6) y, pocos afios des-
pués, Attardi demostré que era funcional, es decir, que se transcribia en RNA
(7,8) vy que éste se traducia en proteinas en ribosomas mitocondriales (9,10),
constituyendo, de este modo, el segundo sistema genético de la célula.

Los anos 80 fueron decisivos para el conocimiento de la estructura y funciéon
de este sistema genético (11,12). Asi, se pudo comprobar que el genoma mito-
condrial presenta una serie de caracteristicas inicas como son el modo de orga-
nizacion y de expresion génica, la utilizacion de un cédigo genético modificado,

RNA Proteinas Membrana
polimerasa  ribosdmicas  interna
Factores de mitocondrial
transcripcion
Factores de
L iniciacion,
fl elongacion,
etc.
Amino-aciltRNA___|
sintetasas
Enzimas implicados en -

replicacion del DNA aten o
Sistema Oxphos s+~ Cadenas polipeptidicas

“¥¥9¥9 Ribosoma citoplésmico

Figura 2.- Esquema de la funcién del DNA mitocondrial
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su presencia en poliploidia, la herencia materna, una alta velocidad de muta-
cion, etc. Todo esto sirvié de base para que 1988 se descubrieran las primeras
mutaciones que producian enfermedades genéticas mitocondriales (13-15).

El termino patologia mitocondrial o mitocondriopatia puede abarcar a cual-
quier trastorno producido por defectos en una de las muchas rutas metabdlicas
que tienen lugar en la mitocondria, pero tradicionalmente se ha utilizado para
significar aquellas enfermedades causadas por defectos en el sistema OXPHOS
porque es en el Unico en el que participa el mtDNA como codificante de pro-
tefnas. Asi, las enfermedades mitocondriales o del sistema OXPHOS se pueden
definir como un grupo de trastornos que tienen en comun el estar producidos
por una deficiencia en la biosintesis de ATP. Puesto que la biosintesis del sis-
tema OXPHOS estd bajo el control de los dos sistemas genéticos de la célula,
estas enfermedades pueden estar causadas por mutaciones en ambos DNAs y
pueden mostrar distintos patrones de herencia: materna o mendeliana (autoso-
mica recesiva, autosomica dominante, ligada a cromosoma X).

Desde el descubrimiento de las primeras mutaciones en el mtDNA asociadas
a estas enfermedades, el estudio de la bioenergética y genética mitocondrial
ha adquirido nuevas dimensiones. Hoy en dia se conoce un buen nimero de
mutaciones en el mtDNA que se han asociado con diversas enfermedades de-
generativas producidas por deficiencias bioenergéticas y también, con el enve-
jecimiento y enfermedades relacionadas con la edad, dando lugar al nacimiento
de lo que se conoce como “medicina mitocondrial” (16,17).

II. EL SISTEMA GENETICO MITOCONDRIAL HUMANO

El DNA mitocondrial (mtDNA) es un conjunto de moléculas de DNA circu-
lares, cerradas y superenrrolladas presentes en la matriz mitocondrial. En ge-
neral, las células humanas contienen miles de mitocondrias y cada una de ellas
es poliploide; contienen de 2 a 10 moléculas de DNA asociadas con proteinas
formando unos complejos conocidos como nucleoides (18,19). Sin embargo, el
mtDNA representa solamente un 0’3 - 0'5% del DNA celular total.

El mtDNA humano consta de 16.569 pares de bases y codifica solamente
37 genes que corresponden a 24 RNAs implicados en la maquinaria de sintesis
de proteinas en las mitocondrias [2 RNA ribosémicos (rRNAs) y 22 RNA de
transferencia (tRNAs)] y 13 proteinas integrantes de los complejos multienzi-
maticos del sistema OXPHOS: siete de los 46 polipéptidos del complejo 1 o
NADH:ubiquinona oxidoreductasa; uno (cytb) de los 11 polipeptidos del com-
plejo III o ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa; tres (COI, 11, IID) de los 13 del
complejo IV o citocromo ¢ oxidasa; y dos (ATP6 y 8) de los 16 de la ATP sintasa
(complejo V) (Figura 3). Asimismo, tiene una zona no codificante de unos 1.200
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pb que contiene el origen de replicacion de la cadena H (O,), los promotores
de la transcripcion y los elementos reguladores de la expresion del mtDNA.

El mtDNA presenta una organizacion genética extremadamente compacta.
Como se puede observar en la Figura 3, donde se muestra el mapa genético y
de transcripcion del mtDNA humano, éste se encuentra practicamente satura-
do por genes dispuestos en las dos cadenas y carecen de intrones. Los genes
codificantes de los tRNAs se encuentran distribuidos de forma homogénea a
lo largo de la secuencia del DNA separando casi con absoluta regularidad el
resto de los genes. Esta disposicion tiene consecuencias muy importantes para
el procesamiento del RNA como indicaremos mas adelante.

III. REPLICACION Y EXPRESION DEL DNA MITOCONDRIAL

En los afios 70 se propuso un modelo de replicacion del mtDNA basado
fundamentalmente en los resultados de microscopia electrénica obtenidos en
el laboratorio de Jerome Vinograd (20,21). Este modelo, denominado “despla-
zamiento de hebra”, ha estado en vigor durante mas de 30 afos hasta que,
recientemente, y basado en técnicas electroforéticas en dos dimensiones, se
ha propuesto otro modelo, “acoplado” que estaria mas proximo al descrito en
bacterias. La controversia contindia en estos momentos.

El primer modelo nos dice que la replicacion del mtDNA es unidireccional
y asimétrica y sugiere que las dos hebras del mtDNA se replican, de forma
continua, a partir de dos origenes de replicacion diferentes, uno para la cadena
pesada (Opp), localizado en la region del bucle-D, y otro para la cadena ligera
(OD), situado entre los genes de los tRNACYS y (RNAASD dos tercios mas alld
del primero (22), y requiere un desplazamiento extenso de una de las hebras
del DNA parental durante la sintesis de la hebra H.

El segundo modelo es de replicacion unidireccional y simétrica desde un
Unico origen de replicacion, a semejanza con el DNA bacteriano (23,24). En el
primer modelo no se requeriria la sintesis de fragmentos de Okazaki mientras
que en el segundo son imprescindibles.

Al tiempo que se iba determinando la secuencia completa del mtDNA en el
laboratorio del Dr. F. Sanger (premio Nobel) en Inglaterra, en los afios 80, en el
laboratorio del Dr. Giuseppe Attardi en el Instituto de Tecnologia de California,
Montoya y Ojala construyeron un mapa detallado de transcripcion del mtDNA
humano y dieron a conocer un modelo de transcripcion y de procesamiento
de RNA por “puntuacién por tRNAs” (25-30) (Figura 3).

La transcripcién del mtDNA se inicia a partir de tres puntos de iniciacién
diferentes (29), dos para la cadena pesada (H, y H)) y uno para la cadena ligera
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Figura 3.- Mapa genético y de transcripcion del DNA mitocondrial humano. Los circulos internos
muestran el mapa del ADN mitocondrial con los genes que codifican: rRNAs (12S y 16S) en ama-
rillo, tRNAs (circulos rojos), y secuencias codificadoras de proteinas en azul (ND: subunidades de
la NADH deshidrogenasa; cyt b: apocitocromo b; CO: subunidades de la citocromo ¢ oxidasa). Los
circulos exteriores muestran el mapa de transcripcion de la cadena pesada (barras anaranjadas y
azules) y ligera (barras rosas). OH y OL representan el origen de replicacion de la cadena pesada
y ligera. H1, H2 y L indican los sitios de iniciaciéon de la transcripcion.

(L), que dan lugar a tres moléculas policistronicas largas que, posteriormente,
se procesan por cortes endonucleoliticos precisos, justo delante y detras de
las secuencias de los tRNAs que actian como sefiales de reconocimiento para
las enzimas de procesamiento originando los rRNAs, tRNAs y mRNAs maduros
(27-31) (Figura 3). Asi, la cadena H se transcribe mediante dos unidades de
transcripcion solapadas en la region de los rRNAs (30). La plnmera comienza en
el lugar de iniciacion H , situado por delante del gen tRNA | termina en el ex-
tremo 3’ del gen para « el rRNA 168 yes responsable de la smtesm de los rRNAs
12S y 168, del {(RNA"" y del tRNA . Un factor de terminacion (mTERF) actia
uniéndose en el gen del (RNA" , €n una secuencia inmediatamente posterior al
gen del rRNA 16S (32-36). El segundo proceso de transcripcion, mucho menos
frecuente que el anterior, comienza en el punto de iniciacion H,, cerca del
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extremo 5’ del gen rRNA 12S y origina un RNA policistronico que corresponde
a casi la totalidad de la cadena pesada. Los mRNAs de los 12 péptidos y de 12
tRNAs, codificados en esta cadena, se originan por procesamiento de este RNA
policistrénico. Del mismo modo, la cadena ligera se transcribe mediante una
Unica unidad de transcripcion que empieza en el lugar de iniciacion L, cerca
del extremo 5~ del RNA 7S, dando lugar a 8 tRNAs, al inico mRNA (ND6) co-
dificado en esa cadena y al cebador de la replicacién de la cadena H.

Para llevar a cabo el proceso de transcripcion se necesita una RNA polime-
rasa especifica (h-mtRPOL), codificada en el DNA nuclear (nDNA) (37,38), tres
factores de transcripcion implicados en la iniciacion (mtTFA, mtTFB1 y mtT-
FB2) (39,40), y uno de terminacién (mTERF) (32,34-36), todos ellos codificados
en el DNA nuclear. Asimismo, en el procesamiento de los RNAs precursores
estan implicados enzimas que cortan con precision en los extremos 5’y 3’ de
los tRNAs, una tercera que proporcione la poliadenilacion y finalmente una
cuarta actividad enzimdtica que afiada el triplete -CCA al extremo 3’ de los
tRNAs. Dadas las caracteristicas de los genes mitocondriales, los cortes endo-
nucleoliticos se tienen que producir con extraordinaria precision, exactamente
en los extremos 5 y 3’ de los tRNAs, para que en el RNA anterior a dicho
tRNA origine por poliadenilacion el codén de terminacién, y para que el RNA
posterior empiece por el codon de iniciacion.

El analisis estructural de los RNAs mitocondriales mostré también caracteris-
ticas Unicas. Los tRNAs estin metilados, aunque el grado de metilacion es mas
bajo que el de los rRNAs citoplasmicos, y por estar oligoadenilados en su extre-
mo 3’ con 1 a 10 adeninas no codificadas en el DNA (41). Los tRNAs tienen un
tamafio que varia entre 59 y 75 nt y su estructura presenta numerosas desvia-
ciones con respecto al modelo considerado como invariable de los sistemas no
mitocondriales. Asi, la mayoria de los tRNAs carecen de los nucledtidos cons-
tantes y el tamafo del bucle “DHU” varia considerablemente llegando incluso a
desaparecer en el (RNA™ Aparte del —CCA del extremo 3’, no codificado en
el DNA, Ia Unica region que ha conservado las caracteristicas generales de los
tRNAs es la region del anticodon. Los mRNAs mitocondriales humanos comien-
zan directamente por el codon de iniciacion AUG, AUA o AUU o tienen muy
pocos nucledtidos (1 a 3) delante de los mismos. Carecen por tanto de uno de
los caracteres tipicos de los mRNA de otros sistemas, como es la presencia de
un tramo no codificante en el extremo 5’ (28). Tampoco contienen la capucha
en el extremo 5. Asimismo, el extremo 3’ de la mayor parte de los mRNAs ca-
recen de una region no codificante y finalizan U o UA, generindose el codon
de terminacion completo (UAA) por la poliadenilacién postranscripcional (27).
Estos mRNAs carecen de una secuencia indicadora de poliadenilacion.

El modelo de transcripcion descrito muestra como la iniciacion juega un papel
muy importante en la regulacion de la expresion génica y explica el modo de sin-
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tesis diferencial de rRNAs y mRNAs (30). En esta regulacion parece jugar también
un papel muy importante la fosforilacion del factor de terminacion mTERF (35,42).

Los mRNA mitocondriales traducen su mensaje genético en el interior de las
mitocondrias mediante un sistema de sintesis de proteinas propio. En humanos,
los componentes de los ribosomas mitocondriales estdn codificados por los dos
sistemas genéticos de la célula: los rRNAs por el mtDNA, mientras que las pro-
tefnas por el genoma nuclear. Por otra parte, el codigo genético utilizado por
la mitocondria es algo diferente del codigo universal. Asi, el codon UGA actia
como codificante de triptéfano en lugar de ser uno de los codones de termi-
nacién. Asimismo, ademas de AUG, la mitocondria humana utiliza AUA y AUU
como codones de iniciacion, mientras que AGA y AGG, codones de arginina
en el codigo universal, son sefiales de terminacion. Estas u otras alteraciones
semejantes se han encontrado en las mitocondrias de todos los organismos
estudiados.

Para la traduccion del mensaje genético, la mitocondria utiliza una serie de
factores de traduccion especificos, todos ellos codificados también en el nucleo.

Los polipéptidos sintetizados en los ribosomas mitocondriales forman parte
del sistema OXPHOS vy tienen que ensamblarse con las proteinas componentes
de este sistema que estan codificados en el DNA nuclear (nDNA). Por lo tan-
to, la biogénesis de este sistema depende de la expresion coordinada de los
genomas mitocondrial y nuclear, lo que representa un caso unico en la célula.

Todo este trabajo se llevo a cabo entre 1979 y 1983 con una comunicacion
directa entre los dos grupos (Sanger y Attardi) que nos permitié publicar 3
magnificos articulos en el mismo nimero de la revista Nature. Era una época
sin ordenadores personales, sin internet, por tanto, sin mails, sin WhatsAspp, ni
tan siquiera con el hoy abandonado fax. No se conocia ni la hoy tan utilizada
técnica del PCR; todo el trabajo se hizo a mano, aislando gen a gen, RNA a RNA
y con aparatos de secuenciacion hoy en dia totalmente en desuso.

Quiza mi decision de dedicarme, afios después, a las enfermedades mito-
condriales, nacié en el momento en el que el Prof. Attardi, después de que
presentaramos internacionalmente nuestro trabajo sobre el proyecto genoma
mitocondrial, me dijo, mientras me apretaba fuertemente la mano: “llegard un
momento en que se descubran enfermedades debidas a mutaciones en este
genoma y seguro que seran muy importantes”. Y asi ha sido.

IV. CARACTERES DIFERENCIALES DE LA GENETICA MITOCONDRIAL

Casi al mismo tiempo que se iban determinando las caracteristicas mo-
leculares del sistema genético mitocondrial, se descubrié que el mtDNA se
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heredaba exclusivamente por via materna (43) y que su localizacion, en un
orginulo citoplasmatico, y el alto contenido de copias de mtDNA por célula
otorgaban unas caracteristicas genéticas propias que las diferencian de las del
DNA nuclear. Asi:
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1. Modo de herencia. El mtDNA se hereda exclusivamente por via mater-

na. La madre trasmite el genoma mitocondrial a todos sus hijos pero solo
las mujeres lo pasan de nuevo a la siguiente generacion. Esto se debe al
elevado nimero de copias de mtDNA que contienen los 6vulos y a que
las mitocondrias del espermatozoide se eliminan por un proceso activo
en los primeros estadios de division celular (44).

Poliplasmia. El nimero de moléculas de mtDNA es, en general, eleva-
do y varia entre unas pocas en las plaquetas, a unas 150.000 copias en el
oocito. Sin embargo, la mayor parte de los tejidos contienen entre 1.000
y 10.000 copias por célula, con 2 a 10 moléculas de DNA por mitocon-
dria. En un principio, todas las células de un individuo tienen el mismo
tipo de mtDNA (homoplasmia) pero, debido a la alta tasa de mutacién
que presenta el mtDNA, como veremos mas adelante, es probable que
aparezca una mutacion y que puedan coexistir dos poblaciones de mtD-
NA, una normal y otra mutada (heteroplasmia).

Segregacion mitética. Cuando existe una heteroplasmia, las moléculas
de mtDNA segregan al azar entre las células hijas durante la division
celular, pudiendo dar lugar a tres posibles genotipos: homopldsmicos
normal y mutante y heteroplasmico con porcentajes variables de mtDNA
mutado. Por tanto, el fenotipo de una célula, 6érgano o tejido con hete-
roplasmia dependera del porcentaje y naturaleza del DNA mutado que
contenga y hard que las enfermedades mitocondriales sean de afectacion
multisistémica.

Expresion umbral. Un tejido funcionard perfectamente mientras tenga
un porcentaje de copias de mtDNA normal suficientemente elevado
como para producir la cantidad necesaria de ATP para su funcionamien-
to. Sin embargo, cuando el nimero de copias de mtDNA mutado sobre-
pasa un nivel determinado, diferente para cada tejido, la produccion de
ATP se verd afectada y, por debajo de un nivel umbral, apareceran las
manifestaciones de la enfermedad.

Como no todos los tejidos tienen las mismas necesidades energéticas no
todos se veran afectados del mismo modo al pasar los niveles umbrales
de produccion de ATP. Los tejidos mas afectados son el sistema nervioso
y el muscular, aunque realmente, cualquier 6rgano o tejido puede verse
implicado.
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5. Alta tasa de mutaciéon. El mtDNA es muy vulnerable y presenta una
tasa de mutacion espontinea 10-20 veces superior a la del ADNn. Este
hecho parece que es una consecuencia de la alta producciéon de radi-
cales de oxigeno que se originan constantemente en la mitocondria y
que dafian a un DNA con informacion genética muy compacta, que no
esta protegido por histonas, y en el que los mecanismos de reparacion
parecen ser insuficientes.

V. CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Las enfermedades mitocondriales o del sistema OXPHOS se definen como
un grupo de trastornos que tienen en comun el estar producidos por defectos
en el sistema de fosforilacion oxidativa que conlleva una deficiencia en la
biosintesis de ATP.

Desde que se descubri6 y se caracterizo el mtDNA se pensé en la posible
existencia de enfermedades genéticas de origen mitocondrial, que podrian
estar asociadas a defectos en OXPHOS, y que se presentasen con un modo de
herencia materna. Sin embargo, no fue hasta 1988 cuando se describieron las
primeras mutaciones en el mtDNA asociadas a enfermedades mitocondriales
humanas [Wallace, 1988 #1149; Holt, 1988 #650; Lestienne, 1988 #1136; Zeviani,
1988 # 637]. Desde entonces, el nimero de mutaciones y el espectro de enfer-
medades por ellas producidas ha crecido enormemente y se han descubierto
muchos genes nucleares implicados también en el origen de las mismas.

1. Manifestaciones clinicas

La caracteristica que mejor define a la patologia mitocondrial es su enorme
complejidad. Como las mitocondrias se encuentran en todos los 6rganos y
tejidos, estas enfermedades serdn, en general, multisistémicas y se presentan
con un amplio espectro de fenotipos (Tabla 1). A veces, las manifestaciones
de la enfermedad pueden encuadrarse en sindromes bien definidos pero, en la
mayoria de los casos, hay una sintomatologia solapada o, como sucede en los
niflos, esta no queda claramente definida por no haberse desarrollado del todo.
Asimismo, en algunos casos, las enfermedades mitocondriales pueden afectar
solamente a un tejido especifico como el nervio 6ptico en la Neuropatia Optica
Hereditaria de Leber (LHON) o a las células cocleares en un tipo de sordera
mitocondrial (45). En todo caso, habrd que tener en cuenta que nos podemos
encontrar con que mutaciones ligadas a un fenotipo concreto, puedan ser la
causa de nuevos fenotipos (una misma mutaciéon puede dar origen a sindromes
muy diversos) y de que un sindrome determinado pueda estar causado por
mutaciones localizadas en genes distintos.

165



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

La posibilidad de existencia de enfermedad mitocondrial se debe tener
en cuenta cuando un paciente presenta una asociacion de sintomas bastante
inexplicable, con un rapido y progresivo curso de la enfermedad, implicando
organos no relacionados. Entre las manifestaciones clinicas mas comunes se
encuentran una o varias de las siguientes: encefalopatia, desérdenes motores,
accidentes cerebro-vasculares, convulsiones, demencia, retraso mental, mio-
patia, intolerancia al ejercicio, ptosis, oftalmoplejia, retinopatia pigmentaria,
atrofia Optica, ceguera, sordera, cardiomiopatia, defectos en la conduccion car-
diaca, disfunciones hepaticas y pancredticas, diabetes, defectos de crecimiento,
anemia sideroblastica, pseudo-obstruccion intestinal, nefropatias, acidosis me-
tabolica y otras mas secundarias.

Segin las manifestaciones clinicas que presenten, se deben realizar estu-
dios oftalmolégicos, de neuroimagen, pruebas neurofisioldgicas, audiometria,
endoscopia, ensayos de funcion renal, agudeza visual, electrocardiogramas,
ecocardiogramas, espectroscopia de resonancia magnética, etc. para determi-
nar el metabolismo energético de cerebro y musculo in vivo.

2. Analisis de laboratorio

Una de las manifestaciones bioquimicas mas comumes de las enfermedades mi-
tocondriales, aunque no de forma general ni especifica, es la elevacion de lactato
por encima de 2,5 mM. Este dato, junto a piruvato y su relacion molar, se deben
de determinar en plasma y a ser posible en liquido cefalorraquideo. También se
deben de estudiar los niveles de coenzima Q, folato, cuerpos cetonicos, glucosa,
aminodcidos, carnitina, creatinina, urea, acidos grasos no esterificados, y niveles
de hormonas cuando esté clinicamente indicado. La determinacion de los niveles
de folato en sangre y en liquido cefalorraquideo ha adquirido mucha importan-
cia ya que algunas enfermedades mitocondriales, en particular el sindrome de
Kearns-Sayre, cursan con una deficiencia de folato cerebral (46,47).

3. Estudios anatomopatologicos

El andlisis histoquimico de biopsias musculares es de extraordinaria im-
portancia para la deteccion de anormalidades mitocondriales. Una de las
caracteristicas morfologicas mas tipicas de estas enfermedades es la presencia
de fibras rojo-rasgadas (RRF) en biopsias musculares tenidas con tricromo de
Gomori modificado, o con la reacciéon para succinato deshidrogenasa (SDH),
y la presencia de fibras no reactivas a la tincion histoquimica de la citocromo
¢ oxidasa (COX negativas) permite observar la gravedad de la deficiencia en-
zimatica. La microscopia electrénica puede revelar la presencia de inclusiones
paracristalinas o de mitocondrias con forma y tamafio anormales, aunque no
es de mucho valor en el diagnostico mitocondrial.
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ORGANO/TEJIDO

MANIFESTACIONES CLINICAS/ CARACTERES

Sistema Nervioso

Encefalopatia

Accidentes cerebro vasculares
Retraso metal y psicomotor
Demencia

Ataxia cerebelar
Convulsiones

Mioclonias

Migrana

Ceguera cortical

Epilepsia

Neuropatia periférica

Musculo

Miopatia progresiva
Intolerancia al ejercicio
Debilidad
Oftalmoplejia

Ptosis

Mioglobinuria

Sangre

Anemia siderobldstica
Acidosis lctica
Pancitopenia

Ojo

Atrofia optica
Retinitis pigmentaria
Cataratas

Diplopia

Oido

Sordera

Corazon

Cardiomiopatia
Defectos de conduccion cardiaca

Sistema endocrino

Diabetes mellitus
Diabetes insipidus
Hipoparatiroidismo
Hipotiroidismo
Baja estatura

Intestino Pseudo obstruccion intestinal
Vémitos

Pancreas Disfuncién pancredtica exocrina

Higado Fallo hepitico

Rifion Sindrome de Fanconi

Fallo renal

Morfologia muscular

Fibras rojo-rasgadas en biopsias musculares
Inclusiones paracristalinas en mitocondria

Histoquimica Fibras COX negativas

Bioquimica Disminucién de actividad de complejos respiratorios y/o de enzimas
respiratorios en biopsias musculares.

Laboratorio Acidosis lctica en sangre

Acidosis lactica en liquido cerebroespinal

Hipoglucemia

Tabla 1.- Criterios Diagnésticos en Enfermedades causadas por mutaciones en el ADN mitocondrial.
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4. Estudios bioquimicos

Quiza la prueba mas concluyente de padecimiento de una enfermedad
del sistema OXPHOS se obtiene mediante la determinacion de la actividad
enzimatica de los complejos respiratorios mitocondriales. Estos pacientes
muestran un rango de actividades enzimdticas que van desde la normalidad,
a defectos aislados o multiples de complejos. En general, el tejido que debe
ser analizado es aquel en el que se expresa la enfermedad; como el musculo
suele estar siempre afectado, este es el tejido habitualmente mas utilizado. Si
no es posible, al menos se debe de realizar biopsias de piel para estudios en
fibroblastos en cultivo.

5. Estudios de ensamblaje y actividad de complejos OXPHOS

El ensamblaje de los complejos que forman parte del sistema OXPHOS se
puede estudiar mediante electroforesis en geles nativos de poliacrilamida (blue
native polyacrylamide gel electrophoresis), sin disociarlos en sus constituyentes
polipeptidicos (48). Esta técnica permite cuantificar los niveles de los comple-
jos OXPHOS perfectamente ensamblados y puede ser de gran ayuda a la hora
de decidir hacia donde enfocar los estudios moleculares. Asimismo, se puede
determinar la actividad enzimatica en gel.

6. Analisis del pedigri y genético-moleculares

La historia familiar y el analisis del pedigri puede proporcionar pistas acerca
del posible modo de herencia de la enfermedad. Las enfermedades del sistema
OXPHOS, pueden presentarse tanto con un tipo de herencia materna como
mendeliana (autosomica dominante, autosomica recesiva o ligada al cromoso-
ma X) debido al doble origen genético de este sistema.

Dada la heterogeneidad de las manifestaciones clinicas, morfolégicas y
bioquimicas de las enfermedades mitocondriales se hace necesario llevar a
cabo un andlisis genético-molecular que determine la mutacién causante de
la enfermedad. Pero, ;que mutaciones hay que estudiar ante un caso de en-
fermedad mitocondrial?. Si los pacientes han sido evaluados con precision, el
analisis puede restringirse a unas pocas mutaciones que representan la mayor
parte de los casos. Solamente, ante la presencia de defectos concretos en la
actividad de la cadena respiratoria, se debe iniciar un estudio de la presencia
de otras mutaciones descritas o secuenciar la molécula completa de mtDNA,
dada la facilidad con la que se puede obtener su secuencia. Los resultados de
las investigaciones previas deberian guiar los estudios genéticos que se deben
de realizar. El analisis genético-molecular del mtDNA solo deberia llevarse a
cabo cuando los ensayos clinicos, morfologicos, bioquimicos, etc., indiquen
el padecimiento de una enfermedad de este tipo. Sin embargo, hoy en dia,
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dada la rapidez con que se pueden realizar los analisis moleculares, es muy
frecuente, sobre todo en la infancia, que éstos se hagan después de que una
exploracion clinica demuestre indicios de una enfermedad mitocondrial y antes
de que se hayan podido estudiar otros parimetros.

VI. ENFERMEDADES CAUSADAS POR
MUTACIONES EN EL DNA MITOCONDRIAL

Con todo lo anteriormente mencionado, se puede entender que el nimero
de trastornos y de mutaciones en el mtDNA es muy grande (se han descrito
mas de 270 mutaciones puntuales y numerosas deleciones diferentes), por lo
que, en este apartado, solamente me referiré a los fenotipos mas caracteristicos
y a las mutaciones o zonas calientes que mas cominmente se han asociado a
los mismos (Tabla 2), dejando de lado un nimero muy grande de mutaciones
que, en general, se han descrito solamente en casos aislados.

En esta descripciéon de trastornos mitocondriales, los clasificaremos de
acuerdo al tipo de mutaciones que los producen mas que con respecto a los
sintomas clinicos. Asi, las enfermedades producidas por dafios en el mtDNA
se pueden dividir en tres grandes grupos, segln estén asociadas a: mutaciones
puntuales, deleciones o deplecion de mtDNA.

1. Enfermedades causadas por mutaciones puntuales en el mtDNA

Hasta el momento se han descrito 277 mutaciones puntuales patologicas
distribuidas a lo largo de los 37 genes que codifica el mtDNA y que, en general,
responden a un tipo de herencia materna. De éstas, 162 se han encontrado
en genes codificantes de RNAs que participan en la maquinaria de sintesis
de proteinas (tRNAs y rRNAs) y 115 en los genes codificantes de proteinas.
Algunas de estas mutaciones aparecen frecuentemente asociadas a sindromes
concretos (mutaciones comunes) y se describen en la Tabla 2. El resto solo se
han encontrado en casos puntuales. En la base de datos de MITOMAP (http://
www.mitomap.org) o en diferentes revisiones se pueden encontrar las muta-
ciones que se han asociado a patologias determinadas y que se consideran
patogénicas (45,49,50).

Entre las enfermedades mas frecuentes causadas por mutaciones puntuales
en genes codificantes de proteinas podemos citar:
Neuropatia optica bereditaria de Leber (LHON).

Esta enfermedad se caracteriza clinicamente por neuropatia Optica bila-
teral aguda o subaguda con atrofia 6ptica, pérdida repentina de la vision
central, edema del disco 6ptico, microangiopatia y un defecto grande del
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ENFERMEDAD MUTACION GEN

LHON m.3460G>A ND1
m.11778G>A ND4
m.14484T>C ND6

NARP m.8993T>G/C ATP6
m.9176T>G/C ATP6

Leigh (MILS) m.8993T>G/C ATPG
m.9176T>G/C ATP6

MELAS m.3243A>G tRNALeu(UUR)
Hot spot tRNALeu(UUR)

MERRF m.8344A>G tRNALys
Hot spot tRNALys

Diabetes y Sordera m.3243A>G tRNALeu(UUR)

Sordera no sindrémica m.1555A>G tRNA 12

inducida por aminoglicésidos

Sordera neurosensorial Hot spot tRNASer(UCN)

CPEO Delecién tnica Varios genes
m.3243A>G
Deleciones multiples

Kearns-Sayre Delecién tnica

Pearson Delecién tnica

TABLA 2.- Mutaciones del DNA mitocondrial mas frecuentes y enfermedades asociadas.

campo visual central. Suele aparecer en la segunda o tercera década de la
vida, y afecta mds a hombres que a mujeres. Normalmente solo la vision
estd afectada pero hay casos en los que también aparecen trastornos en la
conduccién cardiaca, neuropatia periférica y ataxia cerebelar. Mas del 90%
de los pacientes con LHON presentan una de las tres siguientes mutaciones,
m.3460G>A, m.11778G>A y m.14484T>C localizadas en los genes de ND1,
ND4 y NDG del complejo I, respectivamente. La G11778A es la que provoca
la forma mas grave de la enfermedad y es la responsable del 50% de los
casos. Estas mutaciones se encuentran fundamentalmente en homoplasmia
si bien también aparecen en heteroplasmia en los individuos afectados. Se
han detectado otras mutaciones que se consideran patoldgicas, casi todas
situadas en un fragmento del gen que codifica ND6, aunque el nimero de
pacientes en los que se ha encontrado es muy bajo (http://www.mitomap.

org) (51,52).
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Estas mutaciones presentan baja penetrancia ya que la mayoria de los fami-
liares de los pacientes son asintomaticos a pesar de poseer también la muta-
cién en homoplasmia. Esto hace pensar en que factores: ambientales, como la
exposicion a tabaco y alcohol, o genéticos, mutaciones en el mtDNA o incluso
en el ADNn, pueden ejercer una influencia en la aparicién de la enfermedad.
Recientemente se ha mostrado que los familiares asintomaticos presentan nive-
les de mtDNA mas elevados que los individuos afectados (53,54)

Sindrome de NARP (Neuropatia, Ataxia y Retinopatia Pigmentaria)

Este sindrome, caracterizado por debilidad muscular neurogénica, neuropa-
tia sensorial, ataxia, retinopatia pigmentaria, convulsiones, demencia, retraso
en el desarrollo, con un curso lento de la enfermedad, aparece en la infancia o
en adultos jovenes. La biopsia muscular no muestra la presencia de fibras rojo-
rasgadas. Las imagenes de RMN revelan una atrofia del cerebelo y del tronco
cerebelar. La causa genética mas habitual es la presencia de las mutaciones
m.8993T>G/C y m.9176T>G/C en gen codificante de la subunidad 6 de la ATP
sintasa. En general, la mutacién se encuentra en forma heteroplasmica en un
rango inferior al 90% en todos los tejidos estudiados aunque en nuestro labora-
torio hemos diagnosticado pacientes con un porcentaje de la mutacién cercano
al 95%. Existe una alta correlacion entre el contenido de mtDNA mutado y la
severidad de la enfermedad.

Sindrome de Leigh de bherencia materna (MILS)

El sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa multisistémica
muy grave que suele aparecer en el primer ano de vida y que se debe a una
caida muy importante en la produccion de energia en el cerebro en desarrollo.
Las manifestaciones clinicas mds evidentes son disfunciones del tallo cerebral
y de los ganglios basales, desmielinizacion, regresion psicomotora, retraso en
el desarrollo, convulsiones, ataxia, neuropatia periférica, hipotonia, mioclonias,
atrofia optica, dificultades en la alimentacion, vomitos, etc. Los niveles de
lactato y piruvato estin muy elevados en sangre y liquido cerebro-espinal. El
diagnostico se confirma por neuroradiologia que muestra la presencia de lesio-
nes necroticas cerebrales focales en el tilamo, tallo cerebral y nicleo dentado.

Esta enfermedad se puede producir por mutaciones en genes tanto mi-
tocondriales como nucleares y puede presentar diferentes tipos de herencia:
materna (mitocondrial), autosémica recesiva, o ligada al cromosoma X. La
forma que se hereda por via materna (MILS), estd causada fundamentalmente
por la mutacién m.8993T>G, en el gen de la subunidad 6 de la ATP sintasa del
mtDNA, la misma que causa el sindrome de NARP pero, en este caso, aparece
con un porcentaje superior al 90%. Existen otras formas menos graves de la
enfermedad que se han asociado con un cambio m.8993T>C.
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Sindrome de MELAS (encefalomiopatia mitocondrial con acidosis
ldctica y episodios de accidentes cerebro-vasculares)

Este sindrome esta caracterizado por encefalomiopatia, acidosis lactica,
y accidentes cerebro-vasculares recurrentes y transitorios, producidos a edad
temprana, que provocan una disfuncion cerebral subaguda y cambios en la
estructura cerebral con acompanamiento de hemiparesis y ceguera cortical.
Otras sintomas comunes son: convulsiones generalizadas, migrafa, sordera,
demencia, vomitos, debilidad en las extremidades. La biopsia muscular suele
presentar fibras rojo-rasgadas pero suelen ser reactivas a la reaccion de la ci-
tocromo ¢ oxidasa.

El 80% de los casos estd provocado por la mutacion m.3243A>G, localizada
en el gen tRNAX R pero también se han encontrado otras mutaciones en el
mismo tRNA y en genes codificantes de proteinas del complejo I. Todas las mu-
taciones estin en forma heteropldsmica y presentan una clara herencia materna
aunque raramente hay mas de un miembro de la familia afectado.

La mutacion m.3243A>G se ha encontrado también relacionada con otras
enfermedades muy distintas como oftalmoplejia progresiva externa, cardiomio-
patias e incluso con diabetes mellitus y sordera, por lo que la relaciéon genoti-
po-fenotipo no es muy fija. La alta frecuencia con que aparece esta mutacion
hace que sea de anilisis obligatorio cuando estamos ante enfermedades con
sintomatologia no muy clara.

Sindrome de MERRF (epilepsia mioclonica con fibras rojo-rasgadas)

El sindrome de MERRF presenta como caracteres clinicos principales epi-
lepsia mioclénica, debilidad muscular, ataxia, convulsiones generalizadas y
miopatia mitocondrial con presencia de fibras rojo-rasgadas no reactivas a la
citocromo ¢ oxidasa. Ademas puede ir acompanada de demencia, sordera, neu-
ropatia, atrofia Optica, fallo respiratorio, cardiomiopatia, y algunos pacientes
tienen lipomas multiples en cuello y tronco. Esta enfermedad puede aparecer
tanto en la infancia como en adultos y es de curso progresivo. La mayoria de
los casos (80%) estan causados por la mutacion m.8344A>G localizada en el
gen del tRNAY, pero también se han encontrado otras mutaciones mas mino-
ritarias en el mismo gen. Estas mutaciones estin en heteroplasmia.

Diabetes de herencia materna con sordera

Ademis de la diabetes dependiente y no dependiente de insulina, se ha
descrito recientemente un nuevo tipo, asociada a sordera, que no encuadra
dentro de esta clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud. Este tipo
de diabetes, de herencia materna, representa aproximadamente un 1,5% de
la poblacion diabética total y esta producida por la mutacion m.3243A>G
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en el gen del tRNA""WU® la misma descrita para el sindrome de MELAS. Por
otra parte, cabe mencionar que la diabetes suele acompafar a otros sindro-
mes mitocondriales como MELAS, CPEO, Kearns-Sayre, Pearson y Wolfrang
(DIDMOAD), etc.

Sordera neurosensorial

La sordera neurosensorial es una de las manifestaciones clinicas secunda-
rias comunes de varios sindromes mitocondriales. Sin embargo, este tipo de
sordera aislada se ha asociado también a la presencia de varias mutaciones
en el tRNA* VN del mtDNA en forma heteropldsmica pero con un porcentaje
de la mutacién que lo acerca a la homoplasmia, lo que indica que tienen un
potencial patogénico relativamente bajo.

Sordera inducida por aminoglicosidos y sordera neurosensorial

Ser(UCN) . .
Ademas de las mutaciones en el tRNA descritas anteriormente, la

sordera neurosensorial no sindrémica puede estar producida también por una
mutaciéon m.1555A>G localizada en el rRNA 12S mitocondrial. Asimismo, esta
mutacién es la causa de una sordera no sindrémica inducida por aminoglicé-
sidos tales como estreptomicina, gentamicina y kanamicina. Estos antibioticos
actian sobre los ribosomas mitocondriales de la coclea incrementando su
union al rRNA 12S y aumentando su susceptibilidad a producir defectos en la
traduccion.

Otras enfermedades asociadas a mutaciones puntuales en el DNA mitocondrial

Existen otras presentaciones patolégicas y mutaciones puntuales asociadas
a otros diversos sindromes. Entre ellos podemos citar: el sindrome de into-
lerancia al ejercicio que se ha asociado a mutaciones en el gen codificante
del citocromo b (55); Cardiomiopatias de herencia materna relacionadas con
mutaciones en el t(RNA' ; LHON y dlstoma mlopanaS de herencia materna uni-
das a mutaciones en tRNA e tRNA tRNA tRNA ; anemia sideroblastica;
deficiencia fatal de la cadena resplratorla mfantﬂ, necrosis bilateral del estriado,
etc. Sin ninguna duda, el espectro de fenotipos relacionados con mutaciones
en el mtDNA es muy amplio y se irdn describiendo en el futuro.

2. Enfermedades causadas por deleciones del mtDNA

Otro tipo de enfermedades producidas por defectos en el mtDNA se de-
ben a la presencia de deleciones (pérdida de parte del mtDNA) (Tabla 2). Se
han descrito numerosas deleciones distintas, si bien una de ellas, la delecion
comun de 4977 pares de bases, se encuentra mucho mas frecuentemente. Este
tipo de mutaciones provoca la pérdida de genes completos por lo que siempre
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estardn presentes en heteroplasmia. Se ha descrito una variedad de sindromes
clinicos relacionados con estas deleciones. Algunos se describen a continua-
cion. Se desconoce el mecanismo molecular que produce estas deleciones, en
la mayoria de los casos esporadicas (deleciones Unicas), pero el que muy fre-
cuentemente estén flanqueadas por repeticiones directas de longitud variable
(3-13 nt), sugiere que se producen por errores en el proceso de replicacion
(56). También se han descrito casos de herencia materna y otros, con presencia
de deleciones multiples, que se deben a mutaciones en genes nucleares que
afectan al metabolismo de nucledtidos mitocondriales. Se ha hecho un esfuer-
70 para relacionar el tamano y lugar de localizacion de las deleciones con el
fenotipo que padecen (57) pero no queda del todo claro.

Sindrome de oftalmoplejia externa progresiva cvonica (CPEO)

Esta enfermedad, caracterizada fundamentalmente por oftalmoplejia, ptosis
bilateral de los parpados y miopatia, suele ir acompanada de intolerancia al
ejercicio y debilidad de las extremidades. La biopsia muscular de estos pacien-
tes presentan fibras rojo-rasgadas COX negativas. Suele ser una enfermedad
benigna que aparece en la adolescencia o en adultos jovenes. En la mayor
parte de los casos se ha asociado a deleciones grandes y tUnicas en mtDNA
que aparecen de forma espontdnea sin historia familiar. En particular, en nues-
tro laboratorio, un 60% de pacientes con CPEO presentan la delecion comun.
Asimismo, esta enfermedad se ha relacionado con deleciones multiples de he-
rencia autosémica recesiva o dominante y a mutaciones puntuales de herencia
materna, incluida la mutacién m.3243A>G causante de MELAS.

Sindrome de Kearns-Sayre (KS)

Muy relacionado con el anterior, es una enfermedad multisistémica progre-
siva caracterizada clinicamente por CPEO, retinopatia pigmentaria y bloqueo
de la conduccion cardiaca, que aparece antes de los 20 afios de edad, y que
va ademds acompanado de alguno de los siguientes sintomas: ataxia, mio-
patia mitocondrial, elevados niveles de proteina en LCR, sordera, demencia,
fallos endocrinos y renales. La biopsia muscular muestra fibras rojo-rasgadas y
COX negativas. Esta enfermedad esta causada por la presencia de deleciones
grandes Unicas en el mtDNA de aparicion espontinea, aunque también se ha
asociado a deleciones multiples (58).

Sindrome de Pearson

El sindrome de médula 6sea-pancreas de Pearson es una enfermedad que
aparece en los primeros afios de vida y que afecta a la hematopoiesis y a la
funcion pancredtica exocrina. Los rasgos mds comunes son anemia sideroblds-
tica con vacuolizacion de precursores de la médula 6sea que se manifiesta
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con una anemia macrocitica, trombocitopenia y neutropenia. Los nifios que la
padecen suelen morir antes de los 3 afios de vida y, los que sobreviven, gracias
a numerosas transfusiones de sangre, suelen desarrollar mas tarde un fenotipo
de Kearns-Sayre. Estd causado por deleciones grandes unicas del mtDNA de
aparicion esporadica.

Otras enfermedades causadas por deleciones del ADNmt

Se han asociado otros sindromes a la presencia de grandes deleciones Uni-
cas en el mtDNA como diabetes, sordera y atrofia 6ptica; miopatias en general;
DIDMOAD (diabetes mellitus, diabetes insipida, atrofia optica y sordera), y a
deleciones multiples: el sindrome de MNGIE (encefalomiopatia mitocondrial
neurogastrointestinal); mioglobinuria recurrente, miositis con cuerpos de in-
clusion, etc.

3. Enfermedades causadas por deplecion del mtDNA

El genoma mitocondrial puede causar enfermedades, no por la presencia en
su molécula de mutaciones propiamente dichas, sino por una disminucién con-
siderable de los niveles de mtDNA (deplecion). Los sindromes de deplecion
mitocondrial (MDS) constituyen un grupo de enfermedades que son clinica y
genéticamente muy heterogéneos, de aparicion temprana, y que presentan una
herencia autosomico recesiva. No se ha identificado ninguna mutacion en el
mtDNA que provoque esta disminucion, lo que sugiere que estin producidos
por defectos en genes codificados en el DNA nuclear implicados en la maqui-
naria de mantenimiento del mtDNA (fallos de replicaciéon o desequilibrio en
los niveles de nucleotidos).

Actualmente, se distinguen tres tipos diferentes formas de presentacion
que afectan a tejidos especificos (musculo, cerebro, higado) o a multiples
organos como cerebro, corazén o rifién: miopdtica, encefalomiopatica y he-
patocerebral (59). Se considera que existe una deplecion mitocondrial cuan-
do los niveles de mtDNA estin por debajo de 30% con respecto a controles
emparejados por edad y sexo (60,61), pero, en los casos mas graves y claros,
se llega hasta valores por debajo de 5%. La mayoria de ellos mueren en su in-
fancia temprana aunque algunos alcanzan hasta la pubertad e incluso mucho
mds (62). Se han asociado varios genes nucleares con el origen de las distin-
tas formas de sindrome de deplecion. Asi, la forma miopdtica se ha asociado
a mutaciones en el gen timidina kinasa- 2 (TK2), una desoxirribonucleésido
kinasa especifica de la mitocondria que fosforila timidina, desoxicitidina
y desoxiuridina (63,64); la forma encefalomiopdtica al gen que codifica la
subunidad b de la succinil-CoA sintasa formadora de ADP (SUCLA2) (65), un
enzima de matriz mitocondrial que cataliza la sintesis reversible de succinil-
CoA a partir de succinato y CoA; y la forma hepatocerebral al gen codificante
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de desoxiguanosina kinasa (DGUOK) (66). Asimismo, el sindrome de Alpers
se considera como una forma de sindrome de deplecién que se ha asociado
a mutaciones en los genes codificantes de desoxiguanosina kinasa (DGUOK)
(66), DNA polimerasa © (67), y MPV17 (68,69). Oros genes que causan
sindrome de deplecion son RRM2B, que codifica la subunidad pequena de
ribonucledtido reductasa inducible por el p53 citosélico (70), SUCLG1, que
codifica la subunidad a de la succinato-coenzima A ligasa, y PEO1, gen de la
helicasa mitocondrial Twinkle (71,72).

4. Nuevas mutaciones puntuales en
el mtDNA vy criterios de patogenicidad

Dado el alto indice de mutacion del mtDNA, la posibilidad de encontrar
mutaciones puntuales es muy elevada, sin embargo, no todas serdn patologicas
ya que la mayoria representan polimorfismos neutros que se han fijado en la
poblacion y que definen haplogrupos determinados.

El nimero de mutaciones que se han descrito en el mtDNA es muy
grande por lo que se podria pensar que se ha llegado al limite de cambios
que puedan originar enfermedades. Sin embargo, como se ha mencionado
anteriormente, el genoma mitocondrial presenta una alta tasa de mutacion
y, es muy posible que todavia puedan encontrarse otras muchas mutaciones
patogénicas que estén relacionadas con sindromes especificos o con nuevos
fenotipos. Ademas, debido a la alta variabilidad fenotipica, es probable que
fenotipos muy suaves pasen desapercibidos (73). La probabilidad de detectar
una nueva mutaciéon ha aumentado con la posibilidad de la secuenciacion
completa del mtDNA de tamano pequeno y con un coste asequible. En cual-
quier caso, no hay que olvidar que, tratindose del mtDNA, se debe secuen-
ciar el DNA del tejido mas afectado ya que no se puede descartar la presencia
de mutaciones somadticas.

En todo caso, una nueva mutacion en el mtDNA necesita cumplir una
serie de criterios para que pueda ser considerada como patogénica. Esto no
es una tarea facil. Para ello, desde un inicio, se establecieron una serie de
criterios, al principio muy sencillos y que luego se han ido ampliando o mo-
dificando. Sin embargo, no todas las mutaciones patogénicas llegan a cumplir
todos y cada uno de estos criterios por lo que hay que ser extremadamente
cuidadoso en su aplicacion y tener una mente abierta a la hora de determi-
nar como patogénica a una mutacion, con el fin de que pueda avanzar la
medicina mitocondrial (74). A continuacion haremos una descripcion de los
mismos, si bien hay que dejar muy claro que no siempre una mutaciéon pa-
tolégica llega a cumplir todos ellos y, sin embargo, no puede descartarse su
patogenicidad. Estos son:
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a) La mutacion debe de estar presente en pacientes
y ausente en individuos control.

Una mutacion patogénica no debe de encontrarse en individuos normales,
sin embargo, hay muchas mutaciones claramente patolégicas pero que presen-
tan una penetrancia incompleta, por lo que pueden encontrarse en miembros
sanos del mismo pedigri en forma homoplasmica (LHON). Hoy en dia se cono-
cen mas de 30.000 secuencias del mtDNA, lo que representa un buen nimero
para comprobar si la mutacion ha sido descrita o no anteriormente. Asimismo,
también podria ser cierto que mutaciones definidas en estudios poblacionales
podrian ser potencialmente patologicas.

b) La mutacion debe de encontrarse en fondos genéticos diferentes.

Este criterio implica una asociacién independiente con el fenotipo y es im-
posible de cumplir en nuevas mutaciones.

¢) Existencia de correlacion entre el porcentaje de la mutacion y el fenotipo.

El fenotipo de una célula heteroplasmica dependera de la naturaleza de la
mutacion y del porcentaje de mtDNA mutado que tenga. Heteroplasmia no es
necesariamente sinénimo de patogenicidad. Cualquier variante homoplasmica
en el mtDNA ha atravesado un estado heteroplasmico antes de fijarse en la
poblaciéon como tal. Este criterio no es aplicable, l6gicamente, a mutaciones
homoplasmicas.

d) La mutacion debe de ser la mejor candidata a ser patogénica.

Con la secuenciacion completa del mtDNA es posible detectar varios
cambios en su secuencia, por lo que habra que discernir cual de todas es
la patolégica. A veces, se encuentran mutaciones nuevas y, si mas o menos
cumple los criterios antes mencionados, se dice que es patolégica. Sin embar-
g0, la posterior secuenciacion de la molécula de mtDNA completa ha llevado
al descubrimiento de otras mutaciones que pueden ser mejores candidatas.
Ademids, aunque durante mucho tiempo se ha considerado que era imposible
la coexistencia de mas de una mutacién patolégica en el mismo mtDNA, ya se
han descrito pacientes con dos mutaciones patologicas (75).

Por otro lado, es bastante habitual que se descarten como patologicas
las mutaciones que se localizan en la regién de control del mtDNA. En esta
regién se encuentran las secuencias que juegan un papel importantisimo en
la regulacion de la replicacién y de la transcripcion, aunque su funciéon sea
practicamente desconocida. Asimismo, mutaciones sinonimas en los genes
codificantes de proteinas, que no producen cambio de aminodcido, podrian
alterar potenciales elementos de respuesta a las hormonas y afectar la regula-
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cion de la expresion del genoma. Finalmente, es muy posible que alguno de
los nucledtidos no codificantes de las regiones codificantes puedan afectar el
procesamiento de los RNA policistronicos que se originan a partir de las tres
unidades de transcripcion.

e) La mutacion debe afectar a nucledtidos muy conservados evolutivamente

El grado de conservacion de un nucledtido en el DNA depende, muy fre-
cuentemente, de la importancia funcional que tenga la posicion que ocupa.
Por ello, es normal que una mutacion patolégica afecte a posiciones muy
conservadas.

f) La mutacion debe afectar a dominios
JSuncionales importantes de las proteinas

Este punto es un poco consecuencia del anterior y tiene mucha importan-
cia. Por ello es imprescindible el conocimiento de la estructura y funcion de
las subunidades del sistema OXPHOS. Asimismo, la mutacién puede afectar a
dominios funcionales en los TRNAs o tRNAs con pérdida de su funcion.

g) La transferencia de un mtDNA con una mutacion a lineas celulares
sin mtDNA, debe de ir acomparniada de una transferencia del defecto
molecular yy/0 celular: Construccion de cibridos transmitocondriales

Con todos los inconvenientes descritos anteriormente, es facil comprender
que son necesarias pruebas funcionales directas para el establecimiento del
caracter patogénico de una mutacién. Hoy en dia se considera que la mejor
prueba para ver que una mutacién es patolégica, es la construccion de lineas
celulares transmitocondriales. Estas consisten en la fusion de lineas celulares
humanas con otro fondo nuclear, y a las que se ha eliminado su mtDNA
(células rho 0), con plaquetas de un paciente que porten la mutacién en el
mtDNA a analizar (76,77). La transferencia del fenotipo funcional del paciente
a estos cibridos representa la mejor evidencia de implicaciéon del mtDNA mu-
tado en la enfermedad. Esta técnica la utilizamos constantemente en nuestro
laboratorio.

VII. ENFERMEDADES MITOCONDRIALES CAUSADAS
POR MUTACIONES EN EL DNA NUCLEAR

Como hemos citado, solamente trece de las proteinas componentes del
sistema OXPHOS estan codificadas en el mtDNA. El resto de subunidades
proteicas, ademds de todos los factores implicados en su importe a la mito-
condria, procesamiento, modificacion y ensamblaje en los complejos, todos los
enzimas y factores necesarios para el mantenimiento y expresion del genoma
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mitocondrial, y todos los genes relacionados con la motilidad, fusion y fision
de la mitocondria, estan codificados en el DNA nuclear. Por ello, cabe esperar
que la mayoria de enfermedades mitocondriales se deban a mutaciones en este
genoma y que se transmitan con un modo de herencia mendeliano.

En los dltimos afios, gracias a las nuevas tecnologias de secuenciacion
masiva del exoma y/o genoma completo, se han ido descubriendo numerosos
genes y mutaciones que causan enfermedad mitocondrial (CITA). Asimismo, se
han localizado mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas que, de
manera indirecta, influyen en la actividad de la cadena respiratoria.

Como hemos visto, las dificultades con las que nos encontramos en el
campo de las enfermedades mitocondriales, son muchisimas, lo que hace que
no se tenga todavia un gran conocimiento de los mecanismos patogenéticos y
que no exista practicamente ninguna estrategia terapéutica.

VIII. TERAPIA DE LAS ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

No es facil resumir en pocas palabras el desafio que supone el tratamiento
terapéutico de las enfermedades mitocondriales puesto que, como se ha in-
dicado, incluyen un heterogéneo grupo de fenotipos que abarcan todos los
tipos de especialidades médicas. A esto cabe afiadir que el conocimiento que
se tiene sobre el sistema OXPHOS es todavia muy parcial y que pueden llegar
a descubrirse nuevas e impredecibles funciones para estas proteinas. Por el
momento, las enfermedades mitocondriales no tienen curacion, pero esto no
significa que no sea posible un tratamiento mediante una terapia paliativa. Por
todo ello, las estrategias terapéuticas deben de ser muy diversas y especificas,
siendo inconcebible que un “tratamiento magico” pueda servir para tratar todas
las enfermedades.

La mayoria de los tratamientos disponibles son solo sintomaticos y de apo-
yo. Estos incluyen una terapia sintomatica, farmacologica o genética segtn el
tipo de enfermedad. Asi, los sintomas se pueden paliar con ejercicios fisicos
(ejercicio aerébico), con farmacos (medicamentos antiepilépticos, hormonas)
y quirdrgicos (blefaroplastia, implantes cocleares, eliminacién de cataratas,
trasplante cardiaco y hepatico, gastrostomia endoscopica percutinea). El trata-
miento farmacologico puede ser especifico para signos particulares (tratamien-
to de la epilepsia, dolores de cabeza, sintomas extrapiramidales, episodios
de accidentes cerebro-vasculares, o manifestaciones no neurolégicas), o mas
general, como antioxidantes (vitaminas E y C, coenzima Q, glutation), acepto-
res y donadores de electrones (NADH vy riboflavina), metabolitos y cofactores
(coenzima Q10, carnitina, acido folinico, tiamina y acido lipoico). Asimismo
deberian restringirse los fairmacos de conocida toxicidad hacia las funciones
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mitocondriales (aminoglicésidos, acido valproico y aspirina). El tratamiento
debe de ser individualizado por las caracteristicas tan peculiares de la genética
mitocondrial. A pesar de las posibilidades tan limitadas, se deben de ofrecer
tratamientos sintomdticos, pues pueden tener un impacto sobre el curso y re-
sultados de las enfermedades.

En cuanto a métodos genéticos, por el momento, las posibilidades van di-
rigidas mas a prevenir la transmision de mutaciones que a curar y habria que
distinguir entre mutaciones en el mtDNA o en el DNA nuclear. Con respecto
al primer caso, los problemas que plantea son muy importantes debido a la
hetero-homoplasmia y porque no se ha podido introducir DNA en la mitocon-
dria que se pueda heredar. Actualmente contamos con:

Diagnéstico prenatal y consejo genético. El diagnostico prenatal y
consejo genético de enfermedades causadas por defectos en el mtDNA de
herencia materna, es muy complejo y arriesgado debido a las caracteristicas
de la genética mitocondrial (segregacion mitética, niveles de heteroplasmia,
efecto umbral e influencia de factores genéticos y ambientales como modifi-
cadores fenotipicos). Cuando una madre posee un mtDNA en heteroplasmia,
es imposible predecir qué porcentaje de las moléculas mutantes heredaran
sus hijos y en qué porcentaje estard presente en cada uno de los tejidos. Asi,
puede darse que encontremos una madre portadora con una heteroplasmia, y
que sus 6vulos tengan un porcentaje de moléculas danadas que puede ir del
0 al 100%. Segin el 6vulo que sea fecundado, la proporciéon de heteroplasmia
variard. Por otro lado, las mitocondrias se distribuyen entre las células hijas,
que derivan del zigoto, totalmente al azar, por lo que el porcentaje de molé-
culas mutadas variard en los tejidos que de ellas se forman. Por ello, aunque
se transmita una mutacién a los hijos, no se puede predecir si tendran un
fenotipo patolégico. La presencia o ausencia de una mutacion en vellosidades
coriénicas y/o amniocitos, utilizadas para el diagndstico prenatal, no permite
deducir el porcentaje de la mutacién en cerebro u otro tipo de tejidos del
feto, por lo que es imposible predecir el padecimiento de la enfermedad. Por
todo esto, con el estado actual de nuestros conocimientos, es desaconsejable
realizar analisis prenatales.

Diagnéstico pre-implantacional. Consiste en el estudio del DNA de
embriones humanos para seleccionar los que cumplen determinadas caracte-
risticas y/o eliminar los que portan algin tipo de defecto congénito. De dichos
embriones se extraen biopsias celulares cuyo tamafio puede variar segin el
numero de dias de desarrollo. Se realiza en tratamientos de fecundacion in vi-
tro, antes de implantar los preembriones humanos en el ttero. Presentaria, en
un principio, los mismos problemas indicados en el apartado anterior ya que
el hecho de que una célula no contenga mutaciones en el mtDNA, no quiere
decir que las otras no las tengan.
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Donacion de 6vulos. Es el mis sencillo, pues se fecundarian 6vulos dona-
dores con esperma del padre. Solo convendria asegurarse de que la donadora
de ovulos no fuera portadora de mutaciones en el mtDNA.

Transplante de nicleos en 6vulos donadores (técnica de los tres
padres). Es la terapia de la linea germinal en las madres que portan una
mutacion en el ADNmt, mediante transferencia del nicleo a un oocito normal
enucleado que contiene mitocondrias sanas. Esta técnica ha sido aprobada
recientemente por el Parlamento Britinico (78).

Eliminacién de mtDNA mutado en el interior de la mitocondria.
Este tipo de terapia incluye la inhibicion de la replicacion del mtDNA para
el desplazamiento de la heteroplasmia hacia la normalidad. Para ello, se han
ensayado métodos que consisten en la introducciéon de enzimas de restriccion
y/ TALEN en la mitocondria que reconozcan secuencias de mtDNA mutadas
pero no las normales (79). De esta forma se podria eliminar el DNA mutado
dejando solamente el sano. Esta técnica presenta el problema de que se puede
crear una disminuciéon de copias de mtDNA que pueden causar sindromes de
deplecion.

Expresion alotépica. Importe de tRNAs y de proteinas codificadas en el
mtDNA cuyos genes codificantes se han introducido en el nuicleo (expresion
alotopica) con secuencias de direccion hacia la mitocondria (80).

Técnicas de terapia celular. Estas técnicas van dirigidas a tratar de cu-
rar a aquellas personas que ya tienen una enfermedad mitocondrial. La idea
global es la de producir, a partir de los pacientes, células madre que carezcan
de la mutacion y reprogramarlas para que puedan desarrollar distintos tipos
celulares. Estas células podrian transplantarse en los tejidos dafiados de los
pacientes vy, tedricamente, curar la enfermedad (81). Esto se podria realizar de
dos formas:

1. Obteniendo el nicleo de células de pacientes e implantindolos en 6vu-
los humanos no fecundados, a los que se les retird primero su nicleo
pero manteniendo las mitocondrias. Posteriormente se estimula la divi-
sion de estos 6vulos, para obtener células madre embrionarias con mtD-
NA sano, que se podrian utilizar para producir distintos tipos celulares
con el fin de sustituir a las células enfermas del paciente. Esta técnica es
la misma que se utiliz6 para crear a la oveja Dolly con la gran diferencia
de que no va destinada a producir un ser vivo sino células de diferentes
tipos.

2. Tomado células de la piel de los pacientes con mutaciones en el mtDNA
(estos pacientes suelen tener tanto células con moléculas de mtDNA da-
fiado y sin dafar) y creando células madre pluripotentes, que contienen
solamente mtDNA sano. A partir de las mismas se puede generar una
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variedad de tipos celulares que posteriormente se podrian transplantar
a los pacientes.

La ventaja de este segundo método es que no implica la utilizacion de
ovulos y, por tanto, no presentaria los problemas éticos que conlleva su uso.
En ambos casos, uno de los principales problemas a resolver, si todo sigue
adelante, es como introducir estas células en los diferentes tejidos danados en
los pacientes (musculo, corazon, ojo, cerebro, etc).

Para las enfermedades mitocondriales causadas por mutaciones en genes
nucleares que codifican proteinas mitocondriales, los mecanismos de diagnésti-
co, terapia y los problemas que generan, son similares a los de la terapia génica
para otras enfermedades mendelianas. Se avanza muy despacio.

IX. EL DNA MITOCONDRIAL EN ANALISIS FORENSES

El hecho de estar presente en un nimero de copias muy elevado, su alta
velocidad de mutacion, la ausencia de recombinacién y la herencia materna,
hacen que el mtDNA sea un instrumento muy valioso para andlisis forenses. De
este modo, se estd utilizando de forma rutinaria en el analisis de huesos viejos,
dientes, pelo y de otras muestras biologicas en las que la cantidad de DNA
nuclear es muy baja. Su validez en andlisis forenses, evolutivos y antropologi-
cos esta muy bien documentada y se ha utilizado con éxito en la identificacion
de los restos del Zar Nicolas II, de las victimas del atentado terrorista contra
el World Trade Center en Nueva York, de los desaparecidos de la dictadura
Argentina, etc. [Budowle, 2003 #7323; Salas, 2006 #9212].

X. LA PATOLOGIA MITOCONDRIAL EN ESPANA

En 1988 se describieron las primeras mutaciones en el mtDNA. En 1990,
y anticipando la importancia futura de este campo en la medicina, creamos
en nuestro laboratorio de la Universidad de Zaragoza, la primera unidad en
Espana de diagndstico genético-molecular de enfermedades mitocondriales.
Desde entonces, este servicio ha crecido mucho vy, actualmente, se reciben
muestras de diversos hospitales que abarcan una amplia zona geografica de
Espafia, de Europa y de diversos paises de América latina. En nuestro labo-
ratorio se realiza el diagnéstico genético de rutina en patologia mitocondrial,
analizando las mutaciones mas comunes asociadas a cada una de las enferme-
dades. Cuando los resultados son negativos y hay indicios de que se trata de
una mitocondriopatia, se secuencia el mtDNA completo.

El hallazgo de una mutacion nueva implica la determinacion de su patoge-
nicidad. Para ello, se procede a la utilizacion de modelos celulares con cibridos
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transmitocondriales. Estas lineas celulares se construyen mediante fusion de cé-
lulas rho cero, que carecen de mtDNA, con plaquetas del paciente que portan
mitocondrias con el mtDNA mutado. Después de una seleccion de las lineas
de interés, se realizan estudios de medida de respiracion, de actividades de los
complejos del sistema de fosforilacion oxidativa, de crecimiento, de sintesis de
proteinas, etc., para ver si la presencia de la mutacion ha originado un defecto
celular. Una mutacion en un gen codificante de proteinas suele crear lineas ce-
lulares con defectos en el complejo del cual forma parte el polipétido mutado.

A pesar del gran avance conseguido en el diagnéstico de las mitocondriopa-
tias durante estos 25 aflos, se conoce todavia muy poco sobre los mecanismos
patogenéticos y menos aun sobre las terapias a emplear.

En estos afios, nuestro servicio ha analizado mas de 3.400 muestras, entre
pacientes y familiares relacionados por via materna, y se ha encontrado que
solamente alrededor de un 16% de los mismos presentan alguna de las mu-
taciones conocidas. Se trabaja intensamente en la busqueda de nuevas muta-
ciones asociadas a enfermedades o nuevas enfermedades que puedan estar
causadas por mutaciones en el mtDNA. Asi, en nuestro laboratorio se han
encontrado numerosas deleciones nuevas asociadas a los clasicos sindromes de
CPEO, Kearns-Sayre y Pearson (56,57), y mutaciones puntuales nuevas como
la T14487C asociada a necrosis bilateral del estriado y distonia, o mutaciones
en el tRNAM* asociadas a lipomatosis multiple simétrica (82-84) o a otras enfer-
medades (17,46,51,52,54,57,58,73,74,84-103).

Los avances obtenidos al haber logrado secuenciar los genomas nucleares
humanos y en las técnicas de secuenciacién masiva, han permitido poder en-
contrar mutaciones en genes nucleares codificantes de proteinas mitocondria-
les. De nuevo, hay que demostrar la patogenicidad de las mismas y, para ello,
se realizan transfeccion de fibroblastos del paciente con el gen wild-type y se
analiza si se ha recuperado la funcién mitocondrial.

El apogeo de las enfermedades mitocondriales ha llevado a otros grupos
en Espafia a establecer otros centros de diagnostico, fundamentalmente en
Madrid y Barcelona. El afio 2002, estos y otros centros se reunieron en una
red temadtica de investigacion cooperativa sobre enfermedades del sistema
OXPHOS (Red Mitoespafia) con el fin de aunar esfuerzos, unificar protocolos
de diagndstico clinico, histoquimico, bioquimico y genético, y de, si es posible,
enfrentar una terapia de las mismas. Hoy en dia pertenecemos a uno de los
CIBER del Instituto de Salud Carlos III, en particular al CIBER de Enfermedades
Raras (CIBERER).

Ademas, desde finales de los anos 90, se viene observando que la variacion
genética poblacional en el mtDNA es un factor importante en el desarrollo
de las enfermedades multifactoriales asociadas a la edad, en la longevidad vy,
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recientemente, se estin acumulando evidencias acerca del papel de las muta-
ciones en el mtDNA vy el desarrollo del cincer. Nuestro grupo también ha sido
pionero en el desarrollo de este campo. Asi, a mediados de los 90, se comen-
70 a estudiar la influencia de estos polimorfismos mitocondriales en distintos
fenotipos y se pudo detectar que el haplogrupo T esta sobre representado en
la astenozoospermia moderada (104).

Nuestro trabajo de mas de 25 afos en mitocondriopatias y fenotipos multi-
factoriales nos esta permitiendo plantearnos retos mas ambiciosos como la far-
macogendémica mitocondrial y el sistema OXPHOS como diana farmacoldgica
en las enfermedades multifactoriales y el cancer (105).
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PRESENTACION DEL DR. HERNANDEZ TORRES
POR EL DR. GAUDO

Excelentisimo Sefor Presidente
Ilustrisimos Seforas y Sehores Académicos
Sefioras y Senores

Hace muchos anos en un curso de hidrogeologia en Madrid, un profesor
me preguntd de donde era. Al decirle que era de Zaragoza, me preguntd por
qué los aragoneses estibamos siempre tan interesados por el agua. Esto es
asi, y en ésta Academia siempre se ha escuchado con atencién cualquier con-
ferencia sobre el tema del agua. Hoy la vamos a dedicar a las aguas Minero-
medicinales y a los balnearios.

El afo que finalicé la Licenciatura en Medicina, el Profesor D. Francisco
Marin Gérriz me pidid que realizase un trabajo sobre balnearios y empecé
por visitar el Balneario Sicilia, en Jaraba. Me atendi6 el médico director, Dr.
D. Javier Sada, quien me comentod que existia la especialidad de Hidrologia
Médica, que se realizaba por Escuela Profesional en Madrid (hoy en dia por
via MIR) y que se podia hacer viajando, ya que eran dos cursos y las clases
se impartian por las tardes, tres dias a la semana, mas las correspondientes
practicas posteriores.

Al dia siguiente se lo comuniqué al Dr. D. Francisco Marin, quien me animo
a estudiar la Especialidad.

Los profesores de la escuela eran excepcionales. El Dr. Don Manuel Armijo
Valenzuela que fue Académico de Honor de ésta Real Academia y la Dra. Dia.
Josefina San Martin Bacaicoa, también catedratica. La especialidad constaba de
dos cursos: uno de Hidrologia Médica (balneoterapia) y otro de Hidroterapia
(rehabilitacion en el agua). Ademds se realizaban practicas de analisis de aguas:
organolépticos, fisicoquimicos y bacteriologicos, que acreditaban poder reali-
zar estos tipos de andlisis.

El hecho de poder estudiar una especialidad sobre el agua de tanto interés
en Aragén, como he comentado, poder especializarme en rehabilitacion, por

cuestiones personales y la circunstancia de que entonces me dedicaba al ejerci-
cio libre de la profesion de Ingeniero y que era de los pocos que me habia in-
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corporado a la informatica, pudiendo realizar proyectos con medios de los que
otros no disponian (era el afio 1985 y dispuse de ordenador desde 1979), me
otorgaba tiempo suficiente para estudiar la especialidad, por lo que acepté de
inmediato dicha posibilidad. Ademds, volver a estudiar en Madrid, me atraia.

Empezaron las clases en Octubre de 1985 y alli tuve como condiscipulo al
Dr. D. Antonio Hernandez Torres, nuestro conferenciante del dia de hoy.

La sorpresa fue que el Dr. Hernindez era también un profesional de la
informatica y los ordenadores personales, ya que en aquel momento, era fun-
cionario en Sanidad como Analista de Sistemas Informaticos. Esto dio como
consecuencia que comenzase una amistad basada en estos conocimientos de
informdtica, con conversaciones y cambios de programas informaticos.

La especialidad de Hidrologia Médica y sus médicos hidrélogos, sustitu-
yeron parcialmente al Cuerpo de Médicos inspectores de Establecimientos
Balnearios, titulo que se obtenia por oposicion, siendo muy valorado, ya que
suponia, después de jubilarse, la posibilidad de continuar con un trabajo en los
balnearios, durante los meses de verano y al mismo tiempo una actividad muy
agradable ya que el médico titular del balneario era especialmente querido y
apreciado por los baiistas. Muchos miembros en la historia de ésta Academia
pertenecieron a dicho cuerpo.

Hace tiempo que queria invitar al Dr. Hernandez Torres, para que nos
pusiese al dia de los ultimos avances en Hidrologia Médica. Por otra parte,
también queriamos ponernos al corriente de los actuales tratamientos en los
Balnearios, por lo que hemos organizado, en el dia de hoy, una conferencia
previa, en la que el Dr. D. Joaquin Guillén nos ha presentado los actuales tra-
tamientos en nuestros balnearios aragoneses.

El Dr. Herndndez Torres empieza a estudiar Medicina, con conocimientos
previos de informatica. En 1976 el INSALUD convoca unas oposiciones de la
de Escala Informadtica, que gana, a los 19 afos, destinandole al Servicio de
Informatica Médica del Hospital Ramon y Cajal de Madrid y accediendo, un
afio después, a la Jefatura de Grupo en turno de tarde, por lo que puede com-
paginar el trabajo con sus estudios de Medicina.

Ya en su tesina de licenciatura presenta una revision de 30.000 casos com-
parativos entre la enfermedad de Studeck y la algodistrofia simpatico refleja, y
el tribunal no se lo cree y tiene que demostrarles que €l tiene a su disposicion
grandes ordenadores, que sabe manejar, organizando y tratando sus datos.

Por cuestiones de compatibilizar trabajo y estudio, comienza la especialidad
de Hidrologia Médica y es el Unico funcionario del Ministerio de Sanidad y
Consumo con dicha especialidad, por lo que en 1987 es trasladado a la D.G.
de Planificacion Sanitaria del Ministerio de Sanidad, asesorando al Gabinete del
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Ministro Garcia Vargas, en temas como la liquidacion de la Caja de Pensiones
del cuerpo de Inspectores de Balnearios del Estado, enmiendas parlamentarias,
implantacion del Programa de Termalismo Social del IMSERSO y asesoramiento
a las Consejerias de Sanidad de las CC.AA. en materias de Hidrologia Médica,
que han sido trasferidas.

Posteriormente se presenta y gana la oposicion de médico de la AISNA
(Administracion Institucional de la Sanidad Nacional) en el Instituto de Salud
Carlos 111, donde, a los 32 afios, ocupa una Jefatura de Servicio en la Subd. Gral.
de Investigacion, integrandose en el Cuerpo Superior de Sistemas y Tecnologias
de la Informacion, con destino en 1994 en la Agencia de Evaluacion de
Tecnologias Sanitarias en el Instituto de Salud Carlos III (AETS-ISCIID.

En 1997 lee su Tesis Doctoral y es nombrado Director de Programas.
Posteriormente aprueba otra oposicion como “Investigador Titular” y “Cientifico
Titular” de los Organismos Publicos de Investigacion (OPIS), puesto que des-
empefa en la actualidad.

En su muy extensa vida laboral, debido a que comenzé muy pronto su
trabajo de funcionario, podemos decir que el Dr. Herndndez tiene tres facetas
que nunca abandona y son:

La informatica, los balnearios y la investigacion
Ademas de las titulaciones ya expresadas es:
Master en Salud Publica. Escuela Nacional de Sanidad, Madrid. 1989.

Master en Gestion de Empresas Biotecnoldgicas. 2011. Analista de Sistemas
informaticos. Especialista en Informatica Médica aplicada.

Diplomado en Escuela Nacional de Sanidad en Epidemiologia y en
Estadistica Médica aplicada.

Ha dirigido o codirigido cinco tesis doctorales y se halla codirigiendo otras
tres. Director de una veintena de Proyectos de investigacion y coautor de dos
Patentes Cientificas: una sobre medicién de poder antioxidante de aguas mi-
nero medicinales y otra sobre fabricacion y conservacion de peloides naturales
antioxidantes.

Es Vicepresidente de la Comisién Nacional de la Especialidad de Hidrologia
Médica, Presidente de la “Fundacion Bilbilis” de iniciativa Aragonesa, como
se supondrd por el nombre, dedicada a la investigacion e innovaciéon en
Hidrologia Médica y Balneoterapia. En su Web se puede encontrar, no sélo
la informacioén acerca de los balnearios y tratamientos, sino también una re-
copilaciéon bibliografica de mas de nueve mil articulos y libros sobre el tema.
Recomiendo a quienes estén interesados en estin materias visiten la Web de
Fundacién Bilbilis.

197



REAL ACADEMIA DE MEDICINA DE ZARAGOZA

Fue el coordinador y coautor del libro de “Evaluacion de Técnicas y
Tecnologias Sanitarias de Hidrologia Médica e Hidroterapia” de la AETS-ISCIII,
libro que se puede bajar de la red y que versa sobre los usos actuales de las
aguas mineromedicinales y sus formas de aplicaciéon y en mayo del pasado
ano, del libro “Peloterapia: aplicaciones médicas y cosméticas de fangos ter-
males”. Ha dirigido muchas otras Evaluaciones de Tecnologias Médicas en su
trayectoria como funcionario por el Instituto de Salud Carlos III.

Diplomado, por diferentes escuelas de salud nacionales y extranjeras, ha
realizado mis de cincuenta publicaciones en libros y revistas cientificas, un
centenar de ponencias y comunicaciones a congresos. Miembro de cinco socie-
dades cientificas nacionales e internacionales, ha pronunciado mas de sesenta
conferencias, ha sido profesor en mis de veinte ocasiones en masters, cursos
de doctorados y otro tipo de cursos.

Ha recibido media docena de premios nacionales e internacionales en
Hidrologia Médica, Geriatria y envejecimiento, entre ellos el de la Real
Academia de Medicina, la Real Academia de Medicina de Murcia y el Premio
Internacional de Investigacion en Hidrologia Médica en 2003.

Hoy el Dr. Hernandez nos va a disertar sobre los radicales libres, el poder
antioxidante de las aguas, el envejecimiento, de los peloides y de otros temas
actuales que espero que sean de su interés.

Muchas gracias.
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PRESENTACION DEL DR. FLOREZ POR EL DR. MATEO

Excelentisimo Sr. Presidente
Excelentisimas Autoridades.
Excelentisimos e Ilustrisimos Sra. y Sres. Académicos.
Sras. y Sres.

Agradezco al Profesor Don Jesus Florez Beledo su amabilidad al aceptar,
para dirigirnos la palabra, la oportuna invitacion de la Presidencia de nuestra
Academia, y a ésta, el cumplido que me hace al designarme para presentar a
quien considero con toda justicia un cldsico de la Farmacologia.

Un recto juicio disip6 las dudas sobre mi idoneidad para tal cometido al
entender que una presentacion no implica sino la exposicion de los méritos
de aquél a quien corresponde el protagonismo. Sin embargo, la tarea que
parece sencilla ateniéndose al consejo de Gracian de ser parcos en el halago,
que no hace sino esconder las realidades con oropel innecesario, no resulta
facil, pues si la abundancia de arboles puede impedir ver el bosque, la riqueza
del curriculo, producto de la fructifera vida del Profesor Florez, podria dificul-
tar su interpretacion. A pesar de ello, una atenta lectura del mismo permite
apreciar, fortalecidas por una enorme capacidad de trabajo, tres motivaciones
constantes: las vocaciones firmes por la docencia y por la investigacion y la
sensibilidad para el dolor humano, tanto fisico como moral.

La biografia del Profesor Florez comenzé el afio 1936 con su nacimiento
en Madrid como vastago de una familia cuyo titulo nobiliario ostenta hoy dia
nuestro invitado, Conde de Casa Florez.

Siendo estudiante de Medicina en Pamplona, un dia lejano en el tiempo, pero
que intuyo digno de recuerdo, hubo de venir a Zaragoza para, segin la nor-
mativa entonces vigente, examinarse de Farmacologia, precisamente con quien
a la sazon era catedratico de la asignatura: el Profesor Mateo Tinao, mi padre.

Es grato ahora para mi poder poner otro hito en aquél camino que, en el
campo de la Farmacologia, emprendié como estudiante, con el concurso de
mi padre, el hoy Profesor Florez.

Pronto ejerci6 la docencia nuestro invitado, pues fue profesor de
Farmacologia en la Universidad de Navarra en dos periodos: de 1962 a 1965,
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doctorindose en 1964, y de 1968 a 1971, cuando organizé y dirigio el depar-
tamento de Farmacologia a partir de 1968. Entre ambos periodos fue docente
en Estados Unidos, en la Dartmouth Medical School de New Hampsire, desde
1965 a 1968, en que obtuvo también el doctorado.

Importante fue su paso, como Profesor Agregado, por la Universidad de
La Laguna, en Canarias, entre los afios 1971 y 1974, donde fue organizador y
director del departamento de Farmacologia. Alli coincidié con varios profeso-
res agregados que luego fueron catedriticos de sus respectivas disciplinas en
nuestra Facultad de Medicina de Zaragoza: los Profesores Don José Bueno,
de Patologia Médica, Don Manuel Bueno, de Pediatria, Don Julian Sanz, de
Anatomia Patologica e Histologia y Don Antonio Seva, de Psiquiatria, estos dos
dltimos desgraciadamente fallecidos, pero siempre presentes en nuestro recuer-
do. El Profesor Florez no solo ensefi6 a los estudiantes, pues algo aprendieron
sin duda los mencionados catedriticos, ya que recuerdan que recibian periodi-
camente un boletin con actualidades en Farmacologia que Don Jesus distribuia.

Ya como catedritico, en 1974, pasé a la Universidad de Cantabria en
Santander, sede de sus mayores logros profesionales y personales, donde per-
manece trabajando tras su jubilacién, en 2007, y donde ha recibido importantes
reconocimientos.

Testimonian su actividad docente numerosos y relevantes libros de con-
sulta, sobre todo el que, después de su inicial “Compendio de Farmacologia
Humana” de 1981, ha llegado a ser, con el titulo de “Farmacologia Humana”,
el principal libro de referencia de la materia en Espafa, ya por su sexta edi-
cion, de 2013. Este libro me ha hecho deudor suyo, como a otros muchos
profesores de nuestra disciplina, en la medida en que ha sido instrumento de
estudio indispensable para la preparacion de las clases. En efecto, su claridad
expositiva, que denota un discurso licido y coherente, profundiza lo necesario
para comprender las mas complejas cuestiones que plantea la explicacion de
una asignatura que, con fama de arida, leida en sus libros, resulta amena y
apasionante.

Sus “Terapéutica farmacolégica del dolor”, de 1993, “Farmacos y dolor”,
de 2004 y “La Farmacologia del dolor”, de 2007, son modelos de claridad no
refiida con la profundidad y ejemplos de su sensibilidad ante el sufrimiento.
También lo son sus participaciones en libros tan importantes como el tomo de-
dicado al Sistema Nervioso Central de las “Perspectivas Terapéuticas”, dirigido
por el Profesor Esplugues, que fue Catedratico de Farmacologia de la Facultad
de Medicina de Valencia, en el que escribi6, ademas de otros temas, el capi-
tulo sobre opidceos. Lo propio se podria decir del utilisimo libro que codirigio
con el académico de nuestra corporacion, el Profesor Martinez Lage, titulado
“Neurofarmacologia Fundamental y Clinica”, tan estudiado por mi.
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En cuanto a su labor asistencial, fundé el primer Departamento de
Farmacologia Clinica de Espana en la sanidad publica, en el Hospital Marqués
de Valdecilla, donde promocioné las dreas de “Monitorizacion de Farmacos” y
de “Farmacovigilancia regional”.

Su actividad investigadora es abrumadora y se ha manifestado en la direc-
cion de 18 tesis doctorales y mds de 200 publicaciones en revistas tanto nacio-
nales como internacionales. En el departamento de Farmacologia Fundamental
de la Universidad de Cantabria ha promovido diversas lineas de investigacion
en Neurociencia. Esta labor se puede sistematizar a lo largo de dos etapas con
diferente contenido, pero con el denominador comun de la bisqueda de solu-
ciones para el dolor fisico y moral: de 1962 a 1995, dirigi6 su atencion, dentro
del campo de la Neurofarmacologia, a la del centro respiratorio, vinculada con
la de los opidceos, objetivo principal de su investigacion, tanto en cuanto a sus
acciones, como a los mecanismos de tolerancia y dependencia a éstos. A partir
de 1995, en que funda el Laboratorio de Neurobiologia del Desarrollo, donde
sigue trabajando, se investiga por parte de un grupo que en la actualidad dirige
la Profesora Martinez-Cué, en la busqueda de soluciones terapéuticas para el
retraso mental, con modelos animales genéticamente manipulados, precisa-
mente el motivo de la conferencia de hoy. La transcendencia y originalidad
de este trabajo ha hecho que este laboratorio sea tenido como de referencia
en todo el mundo, en investigacion en el modelo de ratén Ts65Dn, relaciona-
do con el Sindrome de Down. Es en este campo en el que su actividad, que
afortunadamente no cesa, apoyado por su esposa, D* M*Victoria Troncoso,
coautora y coordinadora de numerosas obras sobre el Sindrome de Down,
hace que la produccion ciéntifica se dispare, a la par que los reconocimientos
y su popularidad mediatica. En efecto, preside la Fundacion Iberoamericana
Down 21, dirige tres revistas espanolas, una de ellas virtual, cuyo objetivo es
el Sindrome de Down, asi como el Portal de Internet Canal Down 21, de refe-
rencia mundial en el tema.

También es asesor cientifico de la Fundacion Sindrome de Down de
Cantabria, que preside su esposa M?* Victoria. En coherencia con lo anterior, ha
escrito, colaborado y traducido numerosos libros, al menos una docena, fecha-
dos entre 1991 y la actualidad, y publicado mas de 150 articulos de difusion y
revision, sobre la discapacidad intelectual y el Sindrome de Down, que jalonan
un largo recorrido a través de un campo de la patologia que tanto dolor perso-
nal y social ocasiona, a pesar de los importantes avances que, en lo tocante a
la aceptacion y promocion social de estos pacientes, se han producido. Cuanto
de lo avanzado se debe, no solo en Espafa, sino en todo el mundo al Profesor
Florez, se infiere de lo dicho, demostrado por las publicaciones citadas. Pero
si ustedes navegan por Internet y, sin necesidad de entrar en el Portal dirigido
por €l, escriben su nombre y apellidos: Jesus Florez Beledo, por ejemplo en
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Google, encontraran numerosas referencias a su actividad, no sélo a sus pu-
blicaciones, sino también a sus intervenciones publicas, incluyendo videos en
YouTube. Todo ello denota popularidad, ciertamente, pero de un cientifico de
su talla lo que se espera es orientacion y, sobre todo, consuelo. No cabe duda
de que lo hallan y Dios lo bendiga por ello, pero el agradecimiento humano
es a veces un instrumento muy utilizado por la Providencia para motivar e
instar a la prosecucién de la empresa y es asi como ha recibido numerosos
premios por su labor investigadora y divulgadora, sobre todo por lo referente
al Sindrome de Down y por parte de su patria adoptiva, Cantabria.

He contado nada menos que veinte premios con los que ha sido galardo-
nado, desde una temprana Beca Fulbright para Estados Unidos, pasando por el
Premio Nacional de Ciencias de la CEOE, o el de Farmacologia de la Fundacion
Esteve, o el “Galien”, por el nombre de Galeno, uno de los mas importantes
a la investigacion farmacolégica, pasando por el Griinenthal 2002, por sus
aportaciones al estudio del Dolor, hasta el del Consejo General de Colegios
Oficiales de Médicos a la Trayectoria Docente e Investigadora, de 2014.

Especificamente por su dedicacion al estudio del Sindrome de Down ha
recibido seis premios, dos de ellos a la familia Florez Trocoso, compartidos
evidentemente por su esposa, procedentes de distintas fundaciones e institu-
ciones. Ejemplo de ello es su condicion de Miembro Honorario de la Trisomy
21 Research Society de Paris desde 2015

Por parte de la Comunidad de Cantabria ha recibido otros seis, de “El Diario
Montafiés®, el Ateneo de Santander, la Consejeria de Sanidad y Consumo de
dicha Comunidad, la Medalla de Plata de la Universidad de Cantabria y la de
Oro del Colegio de Médicos correspondiente. También le ha concedido en
2008 la Medalla de Oro la Cruz Roja Espanola.

Estos premios han sido concedidos no sélo por instituciones espafolas,
sino por otras de Francia, México, Argentina y Estados Unidos, y ello a lo largo
de toda su carrera pero sobre todo en los ultimos afios. Por ejemplo, el afo
de su jubilacion, 2007, recibi6 tres, y desde entonces cinco, lo que prueba que
su produccién cientifica y las consecuencias de lo hecho, todavia ahora estan
plenamente vigentes.

Como ha quedado demostrado, la vocacion docente e investigadora y la
sensibilidad para el sufrimiento humano han vertebrado y motivado la activi-
dad cientifica del Profesor Florez, que no debe dudarse pronunciard una con-
ferencia tan importante y digna de recuerdo como para merecer sobradamente
nuestro agradecimiento. Sean ahora los aplausos que prescribe la costumbre,
mas para €l y para la Presidencia que le invitd, que para estas palabras que,
sin halago alguno, han expuesto lo evidente sin otra pretension.

Muchas gracias por su atencion.
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EVOLUCION DE LA INCIDENCIA DEL CANCER EN TODAS
SUS LOCALIZACIONES ENTRE LOS ANOS 2007 Y 2013 EN
ARAGON. SITUACION ACTUAL E IMPACTOS SOCIALES.

LEMA: EVOLUCION

Antecedentes: La tarea basica de la epidemiologia del cincer es describir
el acontecimiento del cancer anotando diferencias, por ejemplo entre hombres
y mujeres, personas de diferente edad, entre diferentes clases socioeconémi-
cas, entre ocupaciones, entre periodos de tiempo, entre dreas de un pais o
diferentes paises. El cincer en Espafia es la segunda causa de muerte del afo
2013: el 28.3% de los fallecidos en nuestro pais, fue por un tumor maligno.
Hablando del cancer, la prevencion es la mejor de las medidas de las que dis-
ponemos para luchar contra ésta enfermedad, y tener conocimiento del estado
epidemiologico de la enfermedad, es esencial para iniciar medidas preventivas.

Obijetivos: El principal objetivo de éste trabajo es conocer de la forma mas
precisa la epidemiologia del cincer en Aragon, con la finalidad de que los da-
tos obtenidos sean de utilidad para implementar las medidas necesarias para
prevenir el cdncer en nuestra comunidad de manera efectiva.

Material y Métodos: La distribucion por edad en Aragon es: el 13.6% de la
poblacién es menor de 15 afios; el 8.3% es mayor de 65 afios y el 10,5% es ma-
yor de 75 afos. Para la consecuciéon de este trabajo se cuenta con una muestra
representativa de Aragén procedente del Hospital Clinico Universitario Lozano
Blesa. Los Programas informdticos estadisticos utilizados fueron Joinpoint,
Epidat y Epiinfo, y se ha consultado bases de datos especificas que contienen
datos relacionados con epidemiologia del cancer, destacindose GLOBOCAN,
CANCER INCIDENCE IN FIVE CONTINENTS Y S.E.E.R. Se ha utilizado el mé-
todo epidemiologico descriptivo, calculando tasas de incidencia especificas por
sexo y por localizacion, asi como las tasas ajustadas para cada uno de ellos
ajustando a la poblacion mundial de la OMS. Con el objetivo de conocer si han
existido aumentos o disminuciones en alguna de las localizaciones de cancer
se ha empleado la técnica estadistica de regresion lineal a través de la prueba
Joinpoint (version 4.0). Los parimetros exponenciados que entrega la regresion
son la tasa de cambio porcentual anual (APC) de las tasas estandarizadas para
cada periodo o segmento y el nimero y ubicacién de los puntos de inflexion.
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Resultados: Los datos ofrecidos representan el 42.64% de la cobertura del
control de cancer en Aragén. En esta muestra representativa de la poblacion
de Aragon, el ndmero total de casos de cancer ha sido de 11.949, desde el afo
2007 al 2013 ambos incluidos. La distribucion por sexo representa un 55% en
hombres y un 45% en mujeres. Para el conjunto de hombres se observa una
disminucion de la tendencia de las tasas de incidencia, lo que habla de una
reduccion del impacto del cancer en hombres. Por localizaciones observamos
que los canceres con tendencia decreciente son los de estémago, recto, higa-
do, laringe, pulmoén, melanoma, encéfalo, vejiga, tiroides, testiculo, Hogdkin,
linfomas y mielomas. Para las mujeres, se observa una tendencia creciente para
el total de cancer en el periodo estudiado. Canceres en mujeres con incremen-
to y estadisticamente significativos, los encontramos en las localizaciones de
pulmoén, piel, mama y rinén. Incrementos no estadisticamente significativos los
vemos en las localizaciones de eséfago, recto, higado, leucemia, cuerpo de
utero, ovario y vejiga. Solamente para el cincer de estbmago existe una ten-
dencia descendente y estadisticamente significativa. Laringe, melanoma, cuello
de ttero, carcinoma y CIN III, tiroides, encéfalo y linfoma, muestran una suave
tendencia descendente, pero en ningin caso es estadisticamente significativa.

Conclusiones: Hemos observado que las tasas de incidencia por cancer
en hombres en Aragdn, estin disminuyendo a razén de 0.9% anual (95% LC
-3; 1,2); es de remarcar que por primera vez existe un descenso de cincer en
los hombres en Aragdn, siguiendo la linea de la tendencia del ciancer en los
paises europeos.

Sin embargo, en las mujeres no se ha conseguido que descienda en cincer
de mama y es notorio también el incremento para el total de cincer en mujeres
en el periodo estudiado. Esta tendencia es marcadamente positiva en especial
para el cincer de pulmon.
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