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Volumen 4, pp. 7-23, 2000

PERSONA Y APERTURA EN XAVIER ZUBIRI'
Branca Castiia ¥ CORTAZAR

Los estudios antropolégicos me han llevado a preguntarme acerca de la persona
humana como apertura, en concreto como apertura al ofro o, dicho con otras palabras,
si la apertura al otro, que de algin modo es evidente, forma parte de la estructura

personal.

Para avanzar en dicha investigacién es preciso preguntarse qué se entiende por
persona y qué se entiende por apertura.

Pues bien, con estas preguntas planteadas me interesé en la filosoffa de X. Zubiri,
que se habia ocupado de ambas cuestiones.

Por una parte en muchas de sus reflexiones toca el tema de la apertura: asi, al
hablar de la respectividad o de la religacién, al considerar a la persona como esencia
abierta o en sus relaciones con los demds, y no digamos al tratar todo el tema de lo
transcendental.

Por otra parte para Zubiri tena un valor especial el tema de la persona. En efecto,
en 1959 dicté un curso oral titulado Sebre la persona®. Era tal la importancia que en
su pensamiento tenfa el configurar bien qué es el hombre como realidad personal que,
como es sabido, aquel curso le condujo a escribir el libro Sebre la esencia’, que nacié
como una nota a pie de pagina a un tratado de antropologia !

Al profundizar en sus escritos me he preguntado qué relaciones hay entre apertura
y libertad o, dicho con otras palabras, de qué manera la libertad posibilita la apertura
y en caso de que esa apertura sea transcendental, y, por tanto, est€ en cierto modo antes
de sus actos, qué relacién hay entre persona y libertad.

Por otro lado, para Zubiri entre los seres del universo sélo al hombre le correspon-
de de un modo adecuado el concepto de sustantividad. Ahora bien, si el hombre esti

' Se recoge aquf la comunicacién presentada por la autora al primer Congreso Internacio-
nal Xavier Zubiri, celebrado en Madrid en julio de 1993, bajo el titulo: «Relevancia de la
nocién de “persona” en el pensamiento de Xavier Zubiri». El texto no ha perdido actualidad.
Por aguel entonces la autora estaba escribiendo un estudio mds amplio sobre este tema que
fragué en el libro: La nocidn de persona en Xavier Zubiri. Una aproximacion al género, ¢l
Rialp, Madrid 1996. La perspectiva de este trabajo es original y no estd recogida en dicha
publicacién.



con otros y los otros en cierto modo forman parte de si, esa sustantividad no esti
aislada sino articulada con las demds. Teniendo en cuenta la amplitud de la temética,
que abarca casi la obra entera de X. Zubiri, me ceiiiré solamente a algunos aspectos
concretos.

I. LA APERTURA DE LA SUSTANTIVIDAD HUMANA

«Por donde quiera que se mire, se descubre el tema de la persona como uno de los
problemas capitales del pensamiento actual» afirmaba Zubiri el 16 de abril de 1959°
El tema le siguié preocupando a lo largo de su vida. Asi escribia en 1984, veinticinco
afios después:

«entre otras limitaciones la metafisica griega tiene una fundamental y
gravisima: la ausencia completa del concepto y del vocablo mismo de persa-
na. Ha hecho falta —dice— el esfuerzo titdnico de los capadocios para des-
pojar al término de hipéstasis de su cardcter de puro hypokeimenon, de su
cardcter de subjectum y de sustancia, para acercarlo a lo que el sentido juri-
dico de los romanos habia dado al término persona, a diferencia de la pura
res, de la cosa»®.

Precisamente a ese empefio, de despojar el término de sujeto de su cardcter de
subjectum y de sustancia, dedicé Zubiri mucho trabajo, creando para ello el término
de sustantividad que acoge sin dificultad la caracteristica de estar hyper-keimenon,
superestante a sus propiedades, ya que es propio de algunos sujetos determinar por
decision algunas, aunque no todas, de las propiedades que van a tener. Por tanto no
estdn ‘por debajo de’ de esas propiedades, sino justamente al revés ‘por encima de’
ellas. No son hypo-keimenon, substantes, sino hyper-keimenon, superestantes, por asi
decir. «En el hombre —afirma— estos dos momentos de substancia y super-stancia se
articulan de modo preciso en su sustantividads ',

Para determinar en qué consiste la sustantividad humana Zubiri compara al hombre,
realidad personal, con los animales, que son las realidades césmicas més cercanas. La
diferencia que encuentra entre ellos es que «el animal tiene asegurada en sus propias
estructuras la ‘conexi6n’ entre los estimulos y las respuestas. Por ello, aunque la vida
del animal sea muy rica, esta vida estd siempre constitutivamente ‘enclasada’s .

* Después de haberlo impartido como conferencias comenzé a redactarlo como libro, De
ese propésito nacié el articulo El hombre como realidad personal, publicado en 1963; Cfr.
ZUBIRI, X., Siete ensayos de Antropologia Filoséfica, ed. Univ. de Santo Tomds, Bogota
1982, pp. 55-77. Posteriormente, buena parte del curso que habia quedado sin terminar de
escribir, se recogié en dos capitulos del libro Sobre el hombre. En concreto el cap. IV: La
persona como forma de realidad. personeidad, y la primera parte del cap. Vi La personalidad
humana y su constitucién, en ZUBIRI, X., Sobre el hombre, Alianza editorial, Madrid 1986,
pp. 103-152.

' ZUBIRI, X., Sobre la esencia, Alianza editorial, Madrid 1985 (primera ed. 1962) 574 pp.

* Cfr. Introduccién al libro Sobre el hombre, o.c., de [gnacio Ellacuria, p. XX,

* Cfr. ZUBIRI, X., Siete ensayos de Antropologia ..., o.c., p. 55

¢ ZUBIRI, X., El hombre y Dios, Alianza editorial, Madrid 1984, p. 323,

! Cfr. ZUBIRI, X., El hombre realidad personal en Siete ensayos de..., o.c., p. 70,

" Cfr. ZUBIRI, X., El hombre realidad personal en Siete ensayos de..., o.c., p. 66.



Sin embargo el hombre se distingue radicalmente del animal en que «el elenco de
respuestas que unos mismos estimulos podrian provocar queda practicamente indeter-
minado. Las propias estructuras somdticas (...) no garantizan la respuesta adecuada» ’
Es decir el hombre como puro animal no es viable. Y he aqui el primer rasgo de la
apertura humana. La apertura de sus respuestas a los estimulos, que no estdn determi-
nadas por sus estructuras. La apertura humana estd exigida biol6gicamente. La vida
humana no estd enclasada. El hombre es ‘esencia abierta’.

Esta apertura humana estd posibilitada por la inteligencia, que consiste fundamen-
talmente en «hacerse cargo de la situacién» ', que es lo mismo que decir que «el
q q
hombre aprehende las cosas como realidades» . ¢n esto consiste formalmente la inte-
P
ligencia.

De ahi que «la primera funcién de la inteligencia es estrictamente biolégica: ha-
cerse cargo de la situacién para excogitar una respuesta adecuada (...) La vida del
hombre es una vida constitutivamente abierta» .

En este sentido inteligencia y libertad se unen casi hasta no poder distinguirse. Ese
hacerse cargo de la situacién y dejar abierto el camino de la respuesta es justamente
la libertad. En palabras de Zubiri «la determinacién de un acto por razon de la realidad
querida, es justamente lo que llamamos libertad (...) la sustantividad humana opera
libremente en el mundo» .

Ahora bien, aunque es precisamente en el nivel operativo donde se descubre la
apertura del hombre, esta apertura operativa se debe a unas caracteristicas estructurales
o entitativas del hombre mismo. En este sentido afirma Zubiri que ser «persona no es
un cardcter primariamente operativo sino constitutivo» . Por eso como mds adelante
veremos hay un aspecto de la inteligencia y también de la libertad que se consideran
entitativos, estructurales o constitutivos.

1. QUE ES SER PERSONA

Para examinar en qué consiste radicalmente la realidad personal, Zubiri reconoce
que no es suficiente el andlisis de los actos humanos como diferentes a los actos
animales. «Por mucho que se acentie la diferencia entre los diversos tipos de actos
humanos —afirma—, es imposible mediante este solo andlisis salir a flote en el pro-
blema de la persona» ", La razén principal que le lleva a sostener esto es porque ser
«persona no estd en poder ejecutar actos intelectivos o de voluntad, sino en que la
inteligencia, la voluntad y la libertad sean ‘mias’» o

* Ibhidem p. 66
" Ibidem, p. 67
" Ibidem, p. 67
! Ibidem p. 67
" Ibidem, p. 69.
! Ibidem, p. 77,
15 ZUBIRI, X., La persona como forma de realidad: personeidad, en Sobre el hombre,
Alianza editorial, Madrid 1986, p. 106,
" Ibidem



Otra posible via para analizar en qué consiste ser persona seria el distinguir entre
persona y naturaleza, es decir entre el posidente y lo posefdo. Esta apreciacién que de
un modo global es verdadera, porque hay una diferencia entre el yo y sus facultades,
se difumina al tratar de precisar en qué consiste esa diferencia. En efecto el yo, con-
siderado como sujeto al estilo de como lo hacfa Descartes, pasa a ser algo vacio, o bien
tiene que tener alguna estructura intrinseca: en este caso se vuelven a introducir en el
yo todas las facultades y desaparece la diferencia entre persona y naturaleza. Por ello
afirma Zubiri «la concepcién de la persona como sujeto nos hace perder la persona, sea
desvaneciéndola, sea convirtiéndola en pura naturaleza» '’. En conclusién, «la persona
no se descubre ni en los actos ni en el sujetos '®,

La diferencia entre las personas es intrinseca y cualitativa. La distincién entre yo-ti-
€l no es una mera distincién numérica, porque en tal relacién las personas son insubstitui-
bles. En efecto «cada persona encierra en si el cardeter de un mi. Ser persona es ser efec-
tivamente mio. Ser una propiedad sustantiva que es propiedad de si misma» ",

Por tanto la primera y principal caracteristica de la persona, seglin Zubiri, es ser
«wealidad EN PROPIEDAD. La diferencia radical que separa a la realidad humana
de cualquiera otra forma de realidad es justamente el cardcter de propiedad»™. Y
lo peculiar de esta propiedad es que «se trata de una propiedad en sentido consti-
tutivos *', Porque soy una propiedad mfa y en la medida en que lo soy tengo capa-
cidad de decidir™. Ser propiedad significa que me pertenezco de un modo plenario,
El pertenecerme, el ser en propiedad es algo constitutivo de mi realidad®, de tal
manera que el momento de ser ‘perteneciente a’ forma uno de los caracteres esen-
ciales y formales de mi realidad en cuanto tal. Y por eso soy persona. Ser persona
es «ser propiedad mia» ™,

La realidad personal consiste en ser una realidad en propiedad constitutiva, fisica-
mente constituida y, ademds, reduplicativamente, por cuanto el ser propio pertenece
formalmente a aquello que tengo en propiedad ,

" Ibidem, p. 109

" Ibidem

" Ibfdem, p. 111.

* Thidem.

*' Ibidem

“ Es decir no se trata de una propiedad de cardcter moral, es decir, de tener dominio, de
ser duefio de los propios actos en el sentido de tener derecho, libertad y plenitud moral para
hacer efectivamente de uno y de sus actos lo que se quiera dentro de las posibilidades que se
poseen. Se trata de una propiedad ontolégica no simplemente moral o juridica. Eso son
consecuencias. «Yo soy mi propia realidad, sea o no duefio de ella. Y precisamente por serlo,
y en la medida en que lo soy, tengo capacidad de decidir. La reciproca sin embargo, es falsa»,
afirma Zubiri. (Ibidem, p. 111)

* Por ello distingue Zubiri este tipo de pertenencia de las lamadas propiedades de una
cosa. Se llaman justamente propiedades porque le pertenecen, son de ella. Pero una cosa es que
sea ‘propias-de’ y otra que pertenczcan a la realidad formal de la cosa que las posee, Cfr.
Ibidem p, 111.

“ Ibidem, p. 112

* El poseerse a si mismo no significa ‘ser para si” a diferencia de ‘ser en si’. No se trata
de ‘ser para si’, sino de los caracteres reales y efectivo que tiene una persona, en virtud de lo
cual en alguno de sus actos es ‘para si’. Pero sus caracteres constitutivos estdn allende el ‘ser
para si’ y como raiz del ‘ser par si*. Cfr, Ibidem, p. 112.
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Esa caracteristica de ser propiedad de s estd unida en cierto modo a la inteligencia.
Zubiri lo dijo ya en el afio 59: «La inteligencia es la estructura radical que el hombre
posee, en virtud de la cual se enfrenta con el resto de la realidad y hasta con su propia
realidad» . Esto lo volyié a afirmar mds explicitamente en su libro Sobre la esencia:
«La inteligencia, que es una nota esencial, tiene una funcién transcendental exclusiva
de ella. (...) Es una diferencia transcendental y no sélo talitativs 2,

En este sentido se puede decir que inteligencia y persona, en cierto modo, son lo
mismo, pues la persona es autoposesién de sf gracias a la inteligencia, que estd a nivel
trascendental. La inteligencia es un elemento formal (en el sentido zubiriano de la
expresion) de la subsistencia™, como propiedad trascendental de la realidad.

Por eso Zubiri no comparte la definicién de persona dada por Boecio: «substancia
individual de naturaleza racional»*, donde la inteligencia no tiene un papel constitu-
tivo sino simplemente de diferencia especifica 0 Para Zubiri, como venimos diciendo,
la inteligencia no es especificacién del subsistente sino constitucion personal del mis-
mo. Estd, por tanto, no s6lo a nivel talitativo sino también a nivel transcendental, Por
esta razén no puede haber una realidad intelectiva que no sea personal %

IIl. EL ‘DE SUYO’ Y LA ‘SUIDAD’

A “ser en propiedad’ es a lo que Zubiri ha llamado «suidad». En efecto, para Zubiri
la esencia de las cosas consta de dos momentos: el talitativo que consiste en el con-
junto de notas en sistema ciclico clausurado, que le confiere suficiencia constitucional,
y la funci6n trascendental que afecta a la realidad en cuanto realidad. Este segundo
momento estructural de la esencia hace que cada cosa sea ‘de suyo’.

Pues bien, hay esencias, y esas son las humanas, en que la funcion transcendental
no se agota en ser ‘de suyo’, sino que estdn abiertas a su propia realidad. Son esencias
abiertas:

«Fstas esencias no son ‘en s’ y ‘nada mds’, sino que en su manera misma
de ser en si son abiertas a su cardcter de realidad gua realidad, y por tanto

* ZUBIRI, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre o.c., pp. | 17-118.
La eita continta: «Por ella (la inteligencia) el hombre es una realidad dividida de todo lo
demds, indivisa en sf misma y perteneciente en propiedad a si misma (...). Precisamente porque
la inteligencia al inteligir puede serlo todo se encuentra separada y distante, de todo lo demds.
El hombre al inteligir una cosa, cointelige forzosamente su propia realidad en una o en otra
forma: cointelige su propia realidad».

7 ZUBIRL, X., Sobre la esencia, p. 501

% Como es sabido més tarde dejé de emplear el término subsistencia, pero el significado
no cambia, Desde esta terminologia afirma que «la persona no consiste en ser sujeto sino en
ser subsistentes, Cfr, ZUBIRL, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre,
a.c., p. 122,

» BOECIO, Liber de persona et duabus naturis contra Eutychen et Nestorium, en I
MIGNE, Patrologiae. Cursus completus, Paris, Vrayet de Surcy, 1847, PL 64, 1343

W of. ZUBIRI, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., pp.
118-119. Algo similar ocurre en la definicién de Ricardo de San Victor,

W Cfr. ZUBIRL, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., p. 121
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son abiertas, en principio, a todo lo real en cuanto real. Son las esencias
inteligentes y volentes» *.

Esta apertura consiste en que aunque

«toda esencia se pertenece a si misma, al ser abierta se comporta en el orden
operativo no s6lo por sus propiedades talitativas (...) sino que se comporta
respecto de su propio cardcter de realidad. Esto significa que (...) se pertenece
a sf misma de un modo peculiars *',

Esto es, dicho con otras palabras, aquello en lo que consiste el ‘Ser en propiedad’
del que hablaba antes.

Para Zubiri todas las cosas reales son reales porque son ‘de suyo’. Y entre ellas la
realidad humana ademds de ser ‘de suyo’ es una realidad ‘suya’. Tiene una caracteris-
tica peculiar: una mds plena realizacién de la autoposesién, que en cierto modo se da
en todas las cosas.

«La esencia estrictamente abierta es suya ‘formal y reduplicativamente’;
no sélo se pertenece a si misma, sino que tiene ese modo peculiar de perte-
necerse que es poseerse en su propio y formal cardcter de realidad, en su
propio ‘ser suyo’. Es una realidad en cuanto tal lo que es ‘suya’. (...) Tomado
el poseerse como un cardcter del acto primero, este modo de ser suyo es justo
lo que constituye la persona» .,

La persona es denominada por Zubiri como ‘suidad’. Y la ‘suidad’ la define di-
ciendo gue es «tener una estructura de clausura y de totalidad junto con una plena
posesién de si mismo en sentido de pertenecerse en el orden de la realidads .

En otro lugar afirma: «El hombre es una realidad no hecha de una vez por todas,
sino una realidad que tiene que ir realizdndose en un sentido muy preciso. Es, en
efecto, una realidad constituida no sélo por sus notas propias (en esto coincide con
cualquier otra realidad), sino también por un peculiar cardcter de su realidad. Es que
el hombre no sélo tiene realidad, sino que es una realidad formalmente ‘suya’, en tanto
que realidad. Su cardcter de realidad es ‘suidad’. Es lo que a mi modo de ver cons-
tituye el cardcter formal de la persona» .

IV. PERSONEIDAD Y PERSONALIDAD

Ser en propiedad, como se ha visto, es algo constitutivo. Pero ademis se puede
considerar una consecuencia de ese orden entitativo en el orden operativo. Entonces
estamos en el dmbito de la personalidad.

 ZUBIRI, X., Sobre la esencia, Alianza editorial, Madrid 1985. p. 500

* ZUBIRI, X., Sobre la esencia, p. 503

* ZUBIRI, X., Sobre la esencia, p. 504

‘" ZUBIRL, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., p. 117.
" ZUBIRIL, X., £l problema teologal del hombre, en El hombre y Dios, pp. 372-373
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En efecto, Zubiri distingue en la persona dos planos. Uno constitutivo y a este le
llama personeidad. La personeidad constituye el punto de partida para el desarrollo de
la persona mediante sus actos, que constituirfa el nivel de la personalidad. La persona-
lidad se va configurando a lo largo de la vida. Constituye no el punto de partida, sino
el término progresivo del desarrollo vital.

Sin embargo la persona, tomada como personeidad es cosa distinta. Es algo de lo
que se parte. Dicho con sus palabras: «el oligofrénico es persona; el concebido, antes
de nacer es persona, Son tan personas como cualquiera de nosotros. En este sentido la
palabra persona significa (...) un cardcter de sus estructuras, y como tal es un punto de
partida. Porque serfa imposible que tuviera personalidad quien no fuera ya estructural-
mente persona. Y sin embargo no deja de ser persona porque ésta haya dejado de tener
tales o cuales vicisitudes y haya tenido otras distintas. A este cardcter estructural de la
persona lo denomino personeidad a diferencia de la personalidad» i

La persona trasciende sus actos y tiene frente a ellos una triple funcién:

a) Tiene unas dotes gracias a las cuales es el agenfe natural de sus actos: anda,
come, ve, piensa, siente, quiere.

b) Hay otra dimensién por la cual el hombre es autor de sus actos; no de todos,
por lo menos en el sentido de libres, pero es autor en sentido eminente cuando
opta por unos actos o por otros, por una o por otra manera de ser.

¢) El hombre ademds se encuentra inexorablemente inscrito en una trama de la
realidad de la que no es duefio, por lo que no es ni agente ni autor, es actor
de una vida. Se encuentra ante unas determinadas circunstancias histéricas,
sociales, incluso internas, en virtud de las cuales decimos que le ha tocado un
cierto papel en la vida™.

Los actos emergen de la persona unitariamente en esa triple dimensién. Pues bien
la personeidad aunque no es principio de operacién en sentido de ser agente, pues para
ser agente no es necesario ser persona, si lo es en cuanto autor y como actor.

Por otra parte los actos vitales no son algo indiferente. «Personalidad no es sin mds
un conjunto de actos, sino la cualidad que esos actos imprimen a la realidad que es su
ejecutor» ™. La actividad libre de cada hombre forja en cierto modo su persona.

Los actos no pueden menos que calificar a quien los produce. «Y es que el hombre
no solo ejecuta unos actos, sino que en una o en otra forma se los apropia»™. La
personalidad tiene ciertos caracteres: una cierta estabilidad y una continuidad. Y junto
a esas caracteristicas tenemos el hecho de que esta personalidad estd calificando intrin-
seca y formalmente al que la posee, confiriéndole no sélo una biografia sino también
una forma mentis, que forma su figura,

Y ZUBIRI, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., p. 113.

% Cfr, ZUBIRIL, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., pp.
125-126.

W ZUBIRI, X., La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., p. 113,

“ FUBIRL, X.. La persona como forma de realidad, en Sobre el hombre, o.c., p. 127
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En este sentido se puede hablar de otro modo de apertura que tiene la persona: estd
abierta a su propia realizacién,

V. PERSONA Y LIBERTAD

Otra de las caracteristicas peculiares del ser humano que le diferencia del resto de
las cosas del universo es la libertad. Pues bien, la persona se identifica con la libertad
en uno de los sentidos que Zubiri da a la libertad.

La libertad, efectivamente, puede tener distintos aspectos. Zubiri recoge tres: ‘li-
bertad de’, libertad para’ y ‘libertad en’:

«La libertad es en un primer sentido ‘libertad de’. El hombre puede ser libre, se
siente libre en la medida en que estd libre de determinadas coacciones, de determina-
dos impulsos, del peso de una tradicién que no es reflexiva sino recibida rutina-
riamente, etc. Liberarse de esto en una o en otra medida es lo propio de un aspecto de
la libertad, que es la ‘libertad de’» "',

Hay otro aspecto de la libertad:

«El hombre estd libre de todo esto, tiene libertad en el sentido de libera-
cién jpara qué? Justamente para ser si mismo. Es la ‘libertad para’. El
hombre no solamente estd liberado de las cosas, sino que es inexorablemente
‘libre para’. Libre para ser justamente una forma de realidad frente a toda otra
libertads *

Pero, ademds, hay un tercer aspecto tltimo y radical de la libertad, porque, al fin
y al cabo, la libertad ‘de’ y la libertad ‘para’ afectan mds bien a los modos de ejercitar
la libertad:

«Hay una cosa previa que es ser libre, anteriormente a todo ejercicio de
libertad. Es justamente ‘libertad en’. El hombre es libre ‘en’ la realidad en
cuanto tal. Por ser justamente de aquella condicién en virtud de la cual yo soy
mio, me pertenezco a mi mismo y no a otra realidad» *.

Comentando estos aspectos de la libertad, y en busca del dltimo aspecto, que es el
constitutivo, Zubiri afirma: «Esa es la cuestién: si, dentro del orbe del ser, soy efec-
tivamente libre, cualquiera que sea el alcance metafisico de la distincién entre ser y

44
ente» ",

Entre estos aspectos de la libertad hay una gradacién desde la operatividad al
niicleo entitativo o estructural: «Pero sobre todo, como el de y el para no son sino dos
modos de ser, nos encontramos con una libertad en aquello que es el hombre mismo,

"' ZUBIRI, X., El hombre y Dios, Alianza editorial, Madrid 1984, p. 323,

“ ZUBIRI, X., El hombre y Dios, pp. 329-330

" ZUBIRI, X., El hombre y Dios, pp. 330

“ ZUBIRI, X., Sobre el sentimiento v la volicidn, ed. Alianza editorial, Madrid 1992, p
92,
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y por lo que el hombre ejecuta real y efectivamente su acto libre. No solamente es
libertad de y libertad para, sino libertad-de-la-ejecucién-de un acto»*

Pues bien, este tercer sentido de la libertad viene a ser lo mismo que la persona:
«La libertad en este sentido es o puede ser idéntica a la persona. No lo es en los dos
primeros, pero si lo es radical y eminentemente en este tercero. Es ser libre»’ . Con
esta declaracién tenemos que tanto persona, como inteligencia, como Ilbumd son
elementos constitutivos de la realidad humana y, por tanto, estdn a nivel trascendental.
Aunque se distinguen nominalmente porque en el plano operativo tienen diverso sen-
tido el inteligir o el querer, hay un plano donde son dificilmente distinguibles porque
forman una unidad que una de ellas hace posible a la otra. Libertad, inteligencia,
persona son diversos nombre que designan la estructura ontolGgica y constitutiva,
trascendental del ser humano.

VI. PERSONA Y APERTURA A LOS DEMAS

Ahora habria que analizar la primera cuestién que suscité nuestra bisqueda: el
modo como la persona estd abierta a los demds y, en concreto, si dicha apertura es
parte constitutiva del ser personal.

En primer lugar Zubiri afirma que los demds hombres con su wndmdn de auto-
definicién y autoposesién «intervienen constitutivamente en mi vida» V. Esto responde
en parte a nuestra pregunta aunque de momento no se diga el cémo y el por qué.

Zubiri parte, como es su estilo, de una descripcién lo mids detalladamente posible
de los hechos que se presentan a nuestra aprehensién: «por el mero hecho de hacer
cada cual la vida con los demds hombres nos encontramos, en primer lugar, con que
mi situacién, que ellos me crean es, por lo menos, una co-situdacion. Ufm co-situacion
que, en términos generales podemos llamar de simple convivencia» "

Por esa co-situacién de convivencia los demds hombres me afectan en una dimen-
sién mds radical que las cosas. Zubiri dice de entrada que «la vida de los demis forma
parte formal de mi vida. De suerte que en mi mismo en cierto modo estdn ya los
demas» "

Ahora bien «por mucho que se afirme esta verdad —sigue diciendo—, sin embargo
es claro que yo no soy los demds. Mi vida es la mia, y no es la de los demds; mi
autoposesién es la mia y en manera alguna la autoposesion de los demds. Esta singular

# ZUBIRI, X., Sobre el sentimiento y la volicidn, ed. Alianza editorial, Madrid 1992, p.
92, La cita comienza asf: «En todo el problema de la “libertad-para’ nos encontramos en una
gituacién inversa a la que nos encontribamos con la ‘libertad-de’. La libertad-para a Gltima
hora revierte sobre la libertad-de. La cual libertad de no es necesariamente libertad de otro
orden, sino que puede ser y es, simplemente, libertad de otro modo de ser. Con lo que nos
encontramos, primero, con la libertad de; segundo con una libertad parea».

% ZUBIRI, X., El hombre y Dios, pp. 330

7 ZUBIRIL, X., El hombre, realidad social, en Sobre el hombre, o.c., p. 223,

" Ibidem.,

" Ibidem, p. 224
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condicion de que, por un lado, los demds estén implicados en mi, y de que, por otro
lado, yo no sea los demds, plantea dos cuestiones completamente distintas (...) qué son
los otros; y en segundo lugar en qué forma los otros afectan a mi vida y la modifi-

Ly
can» ',

En este trabajo nos centraremos especialmente en la que era el tema de nuestro
interés: ;Como afectan los otros mi vida y la modifican? Zubiri analiza este asunto
buscando el fundamento de lo que él llama la versidn a los demds y al describir la
estructura de la convivencia. Este hecho lo caifica con el término vinculacion®'.

1. La versién a los demdis

En primer lugar constata el hecho de que, antes de que se tenga vivencia de ello,
los demds han intervenido en mi vida y estdn interviniendo en ella: el nifio se encuentra
con que los demds se han metido en su vida. En primer lugar para trasmitirle la vida
misma, para conservirsela mientras él no podia hacer nada, etc.

Por tanto la primera caracteristica de este estar uno vertido a los demés es una
constatacién y, por tanto, un problema de version real y fisica. Som los demés hombres
los que, en una o en otra forma, se han entreverado, y han intervenido en mi vida, Este
es el punto de partida.

El nifio necesita ayuda y esta ayuda viene de los demds. Aqui estd inscrito el
fenémeno radical del encuentro con los demds *. La necesidad que el organismo tiene,
en cuanto animal, de los demads, es para el sentir intelectivo una necesidad de socorro.
Por sentir precisamente la necesidad de socorro el hombre estd constitutivamente abier-
to al otro, que son su madre y su padre.

«Al ser el hombre animal de realidades —afirma Zubiri—, precisamente
por su dimensi6n de animal, estd abierto a lo que en realidad forma parte de
su vida en la que estin ya los demds (...) La cuestién estd en averiguar lo que
de la realidad de los demds estd formalmente en la realidad del nifio» ™,

Una forma real y especifica de como los demés estdn en la realidad del nifio es
configurdndola. «Los demds van imprimiendo en mi la impronta de lo que ellos son,
me van haciendo semejante a ellos. (...) los demds estdn en mi fisicamente. (...) y estin
en mi vida configurando la realidad de mi propia vida y por tanto mi forma de auto-

* Ibidem, pp. 224-225

' Cfr. ZUBIRL, X., El hombre, realidad social, en Sobre el hombre, o.c., pp. 233ss y 244-
275,

* Por las mismas razones que el resto de los animales, el hombre se halla bioldgicamente
vertido a un medio bidticamente humano. (...) El nifio se encuentra primariamente vertido a
algo, que es madre o hace sus veces, de donde el animal humano va a cobrar nutricién y en
lo que va a encontrar amparo. Este fenémeno es puramente bioldgico, y en la medida en que
estd sentido por el nifio, es una de las formas radicales de sentirse a si mismo. Cfr. Ibidem p.
235,

* Ibidem p. 236-237. Al nifio le afectan muchas cosas, unas mis que otras. Y tiene
experiencia de que unas cosas le evitan el disgusto o le dan gusto. Hay unas cosas mediadoras
de otras, esas cosas le van dirigiendo sus pasos.
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posesion (...) Es cuestion de realidad» * «Los demds es lo humano que hay en la vida
del nifio, y que desborda su realidad propia (...) Es una estructura constitutiva de lo
humano, inmanente y trascendente a la vez en mi vida™s.

La version a los demds estd biol6gicamente fundada; mucho antes de que un hombre
se halle positivamente vertido hacia los demds, éstos ya se han incrustado en su vida ™.

2. La vinculacién

El nexo que une al hombre con los demds es primariamente una unidad que el
hombre no establece. Mas bien el hombre se encuentra con que los demds ya han
intervenido en su vida y ello por una exigencia natural del nifio. Cuando el nifio
emerge en su primer acto intelectual se encuentra con que esa unidad estd ya realizada.
Abierto el nifio de suyo a una necesidad de amparo, son los otros los que la han
cerrado: la unidad del fenémeno es la unidad entre una necesidad y una ayuda. Pre-
cisamente porque esta unidad ya estd dada, lo social es principio y no resultado ™,

El hombre queda —en el sentido que Zubiri atribuye a la palabra quedar— real y
efectivamente ante lo humano como realidad. «Ese quedar ante lo humano en tanto que
realidad es lo que teméticamente llamaré vineulacién. El hombre estd vinculado a los
demds hombres cosa que no les pasa a las abejas o a las termitas» ", «La realidad del
hombre (...) queda formal y constitutivamente vinculada por su version a los demads.
La dimensién de realidad es inexorable. El hombre no estd vinculado simplemente a
lo que los demds hombres le dicen y le hacen, sino que estd vinculado a que se lo dicen
en realidad y se lo hacen en realidad. Y el hombre con esa realidad tiene que hacer
su propia realidad. (...) Y por su propio cardcter de realidad queda el hombre infini-
tamente abierto a toda otra forma de realidad social» ™,

Zubiri de sus andlisis fenomenol6gicos concluye que el hombre es vinculable y vin-
culado. Pero el vinculo efectivo no le estd dado por si mismo sino por los demds. Y este
vinculo efectivo en el que el hombre se encuentra, es la unidad primaria entre lo vincu-
lante y el vinculo que lo vincula. Participa de algo anadido, pero que es a su vez una
exigencia previa y natual del ser humano; no es otra cosa sino la realizacion de la pleni-
tud del individuo. Esa es la vinculacién. No es unién; es unidad primaria, fisica y real ®.

* Ibidem p. 238

% Ibfdem, p. 240.

% Cfr, Ibidem p. 244. Zubiri sigue diciendo: «<En el momento en el que el hombre, muy
al comienzo de su vida, se hace cargo de esa realidad por medio de su inteligencia sentiente,
se encuentra no con los demds hombres, pero si con lo humano, que de una manera extrinseca
ha venido modulando su vida de miltiples manerass.

5 Cfr. Ibidem, pp. 251-253. En el contexto de la accién de los demds en uno aparece un
haber vinculado mds o menos a determinadas cosas concretas y que se parecen entre sf: son
los demis hombres. Estos demds hombres no comienzan a funcionar dentro de la vida de uno
en tanto que otros sino en tanto que mios,

% ZUBIRL, X., El hombre, realidad social, en Sobre el hombre, o.c., p. 253. La cita
contintia: «que quedan puramente entreveradas en la labor que biolégicamente realizan cada
una por su cuenta, y de la que resulta la posibilidad de que vivan los demds animales».

# Ibidem, p. 254.

“ Cfr, Ibidem, p. 254



Esa vinculacién se refiere ante todo a los demés hombres. También a otras cosas
fisicas, como la tierra, el pais, etc., en cuanto que constituyen su morada. En este
momento Zubiri analiza ciertas experiencias relacionadas con la vinculacién como son
la nostalgia o la aiioranza, que suponen un echar de menos, cuando el hombre se

siente disminuido®',

Ahora bien ;qué tipo de entidad tiene esa vinculacién? Zubiri dialoga con Dur-
kheim, como anteriormente dialogé con Rousseau o Hobbes, con Husserl o Scheler.
Mi exposicién al ser muy concreta se limita a exponer con nitidez el pensamiento
zubiriano,

Constata que «no todo lo que hay en el individuo es individual, sino que hay en
€l cosas que le son superiores» ®, Pero jen qué consiste la realidad de la dimensién
social de los individuos?

Lo social no es realidad sustancial. Tampoco es imitacién de los demds. «Los
individuos —afirma Zubiri—, son el sustrato de lo social, pero lo social es pura y
simplemente una unidad de vinculacién de los hombres como forma de realidad. Mi
realidad en tanto que realidad es la que estd afectada por los demds hombres en tanto
que realidad. Esto es lo que confiere cardcter fisico y real a la sociedad sin darle el
cardcter de substancia» .

Ahora bien seguimos preguntando por esa vinculacién: jqué estatuto ontolégico
tiene? Zubiri lo denomina habitud *'. Es «un hébito ‘entitativo’ de mi realidad en orden
a la alteridad en tanto que real»®. Es una cualidad entitativa, que cualifica intrinseca-
mente mi realidad sustantiva. El hombre estd real y fisicamente modulado por los
demads. Por tanto el fenémeno social es la alteridad en tanto que estd modulando
entitativamente desde los demés hombres mi propia realidad humana. El contenido del
fenémeno social es lo humano que desborda de mi; es el haber humano recibido; hay
en mi algo que en cierto modo es extrinseco, porque ha venido de fuera,

Resumiendo Zubiri concluye. El contenido del nexo social «es una unidad cuya
realidad es ser un modo, y cuyo cardcter modal es ser una hésis, una habitud fisica y
real de mi realidad en la alteridad con la realidad de los demds» %,

Ahora bien esta vinculacién a los demds no afecta directamente a los otros hombres
en tanto que otros. El nifio se encuentra entreverado con los demds, pero son los demds

o Cfr. Ibfdem, p. 255.

 ZUBIRI, X., E! hombre, realidad social, en Sobre el hombre, o.c., p. 257.
" Ibidem, p. 259,

* Ibidem, p. 259. Habitud o hexis, para Zubiri no es simplemente una manera de compor-
tarse. Esos son hébitos operativos, Hay otros hébitos entitativos. Pone el ejemplo de una puerta
deformada, que ha hecho vicio; ese vicio conforma no solo el modo de moverse la puerta sino
su propia constitucién. ;Qué harfa falta para que ese vicio de la puerta fuera un fenémenos
social? se pregunta. Y contesta: Harfa falta que la puerta se hiciera cargo de que tiene ese vicio
por la accién de otros factores homogéneos a ella y que le afectan en lo que tiene de realidad
sustantiva.

* Ibidem

“ Thidem, p. 260
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los que se introducen en la vida del nifio, y no en tanto que personas. Intervienen
otorgando al nifio un modo humano, Aquello a lo que primariamente estd vinculado el
hombre (en lo que consiste su hibito social) es algo que recae no sobre los demis
hombres sino sobre el haber humano.

,Qué es ese haber humano? Este haber humano es un modo de vida, una menta-
lidad y una tradicién. El hombre se encuentra con un lenguaje, con instituciones, usos
y costumbres. Algo asi como lo que Hegel llamaba el espiritu objetivo al que daba
realidad sustantiva. Pero ese haber humano no es una ‘res’ sustantiva. Es mds bien
poderes y posibilidades. Tampoco tiene razén propia. Es una inteligencia convertida en
puro haber. No es mente sino mentalidad: forma mentis: el espiritu social no piensa
ni intelige; es puramente la figura del haber inteligido y el haber pensado. Es el modo
de pensar de cada cual pero afectado como modo por los demds.

Ademis de la mentalidad, que vine a ser un modo de vida el haber humano también
tiene unos contenidos: es tradicion.

Pero la habitud humana no estd formada solo por el haber humano. Es una dimen-
sion que procede de los que lo tienen, de los demds hombres. Y consiste en que estoy
vertido a los demds en tanto que otros. Es lo que se llama la comunidad que tiene
varias lineas: la pluralidad, la colectividad y la institucion. Y ademds tiene otra dimen-
sion: la comunidad que se da no entre individuos sino entre personas,

«Como personas los individuos no se organizan, se compenetran: ya no es meri
comunidad sino comuniéns, afirma Zubiri. Entre personas lo que cuenta «es la mayor
o menor distancigeion (...) Las personas empiezan por ser nuestros proximos, nuestros
projimos (..) la compenetracion se constituye en la linea de la distancia. Ahf si que
estd en su lugar la familia como dmbito de proximidad de personas compenetradas,
sobre el cual se va inscribiendo a lo largo del tiempo, de un modo positivo y negativo,
la impresién de la realidad de las personas» ",

Siendo el objetivo de esta comunicacién el profundizar en el tipo de apertura que
se da en el nivel personal, parece que entre personas cobra una especial importancia
el dmbito familiar. Entonces habria que profundizar en las relaciones peculiares entre
varén y mujer, que son las que dan inicio a la compenetracién familiar. Zubiri no
profundiza en ello. Unicamente afiade que «la unién de las personas, como compene-
tracién de personas no se realiza s6lo en el amor sexual. Puede adoptar formas como
la amistad “*». También entre varén y mujer hay diferentes tipos de relacion familiar
o de amistad. Por tanto queda someramente apuntado pero no bien analizado el modo
en el que se realiza la compenetracion, que se estructura en la linea del nesotros, yo
v el ni.

Por otra parte habria que precisar la diferencia que existe entre esos dos tipos de
forma de convivencia que dan lugar a la sociedad humana: la comunidad y la comu-
nién o compenetracion, que como se apunta no se dan separadas®, y que son formas
de apertura del yo a los otros,

“ Ibidem, p. 269
“ FUBIRI, X., El hombre, realidad social, en Sobre el hombre, o.c., p. 270.
@ Ibidem, p. 274
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3. La apropiacién

Preguntémonos finalmente por otro tipo de apertura del hombre, de la persona, a
los otros y del enriquecimiento que cada uno adquiere de los otros. Esto Zubiri lo
expresa con el nombre de apropiacion.

La vida de cada cual es radicalmente inalienable. Vivir es poseerse. En eso consiste
precisamente el nicleo del ser personal. Lo que ocurre —afirma Zubiri— es «que la
realidad de cada hombre por el hecho de su versién a los demds, imprime a cada uno
de esos hombres un cardcter formal, en virtud del cual cada hombre es cada cual. (i)
este modo es un modo real y positivo. Frente a ‘otro’ es como cada uno, real v

fisicamente, es cada cuals ",

Ahora bien la alteridad no es mera pluralidad. «No es solamente que haya muchos
hombres, sino que cada uno contribuya a cualificar su propia vida. Solamente entonces
cada cual es cada cual. Es decir, no se puede ser cada cual si no se estd inmerso
constitutivamente en una alteridad y no simplemente en una multiplicidad numérica,
(...) Solamente la inmersién real y positiva en el otro en tanto que otro, es decir en
alteridad, es lo que confiere al cal su cualidad interna en virtud de la cual hablamos
de cada cual. Para que haya cada cual es menester que haya vida propia, y que esta
vida propia esté entre otras, modificada por ellas. Por consiguiente preguntarnos en qué
consiste ser cada cual, equivale a preguntarnos cémo mi vida estd cualificada en mi
propia realidad por las vidas de los demds» .

Se trata de mi propia vida, en tanto que modificada por la vida de los demds, que
para ellos es también propia. Es decir es un tipo de apertura de uno hacia los demds
de tal modo que los demds formen parte intrinseca de mi vida. Esta es una de las
preguntas que se formulaban al principio de este trabajo.

A esta cuestion Zubiri contesta diciendo: «La manera positiva como la vida de los
demds afecta a mi propia vida en tanto que propia, es justamente la apropiacion.
Solamente en la medida en que el hombre esté apropiandose la vida de los demds, cada
uno es cada cual»

Ahora bien jen qué consiste la apropiacién? «Por lo pronto la vida de los demds
en toda su plenitud, es decir, en forma de autoposesién y autoconfiguracion, es radi-
calmente inapropiable. Por mucho que yo me sienta identificado con la vida de los
demds, jaméds me apropiaré de la vida del otro, so pena de que el otrodesapareciera» ™.

Esto es interesante para analizar desde esta Gptica el amor. Muchas veces se habla
de la identificacién con el amado. Bien, pero el amor no destruye la alteridad. El otro
es otro como distinto de mi. Puedo estar unido a €l pero lo importante del amor es que
la unién no destruye la diferencia,

" Ibidem, pp. 302-303. Ese ser cada uno cada cual Zubiri le llama monadizacidn. No
entramos en ello para no complicar el lexto.

" ZUBIRI, X., El hombre, realidad sacial, en Sobre el hombre, o.c., pp. 304-305.

™ Ibidem, p. 305

" Ibidem. Apunta Zubiri que «esto teologicamente se da en la Trinidad, donde la apropia-
cién es tal que la distincién numérica desaparece conservindose la cada-cualidad: una sola
realidad y tres cadacuales».
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«La alteridad como fuente de vida propia no es otra cosa sino que las otras vidas,
las vidas de los otros, en tanto que me permiten hacer mi propia vida; es decir, en
cuanto son posibilidades mias. La apropiacién consiste formalmente en que hago de la
vida de los demds una posibilidad de mi propia vida. (...) La apropiacion recae formal-
mente sobre las posibilidades que me otorgan las vidas de los demds. No es un caso
de potencias sino de posibilidades» ™.

Esta apropiaci6n de posibilidades no consiste en que los demds hagan una especie
de violencia sobre mi. se trata de que cada uno tiene diversas necesidades y es el otro
el que viene a cubrir con su vida esas necesidades mias. «Precisamente la conjuncién
de una necesidad interna con la ayuda que aportan los demds, es la unidad radical en
que se constituye la alteridad».

Es por tanto una apertura desde las propias necesidades que son inexorables, como
me abro a la ayuda que los otros me pueden ofertar, y se podria decir viceversa. Porque
con mi vida puedo aportar lo que otros necesitan. Asi desde la realidad de la propia
vida se ve cémo los demds pueden formar parte intrinseca de mi propia persona, al
ayudarme a forjar la propia personalidad.

VII. CONCLUSIONES

Concluyendo o mds bien reasumiendo, en este trabajo me he detenido en algunos
aspectos de la persona humana en cuanto apertura a los demis,

1. En primer lugar, estd la apertura de la sustantividad humana que al no estar
constitutivamente enclasada en unas respuestas a unos estimulos se presenta como
esencia abierta a su propia realidad.

2. Después he constatado la importancia que da Zubiri a la explicitacién del
concepto de persona. La realidad personal es ser realidad en propiedad, ser propiedad
mia, Esta caracteristica coincide en cierto modo con la descripcion del cardcter
fundamental de la inteligencia, en virtud de la cual la persona se enfrenta con el resto
de la realidad, y hasta con su propia realidad. La persona es autopropiedad gracias a
la inteligencia.

3. Ser en propiedad ha sido denominado técnicamente en el lenguaje zubiriano
como suidad. Para Zubiri las cosas reales son reales porque son ‘de suyo’. Y entre ellas
la realidad humana ademds de ser ‘de suyo’ es una realidad ‘suya’.

4, Posteriormente me detengo en la distincién que hace Zubiri en la persona entre
personeidad y personalidad, distincién que emerge al diferenciar entre el plano estruc-
tural y el operativo, Desde el punto de vista entitativo la persona como personeidad es
un punto de partida, Seria imposible que tuviera personalidad quien no fuera ya estrue-
turalmente persona,

Alli donde se tienen en cuenta los actos de la persona estamos en el terreno de la
personalidad. Por otra parte los actos que realiza la persona imprimen en ella una

" Ibidem, p. 306,
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cualidad, pues la persona en una o en otro forma se apropia de sus propios actos. Desde
este punto de vista se puede decir que la persona estd abierta a su propia realizacién.

5. Mis adelante he analizado la conexi6n entre la persona y la libertad. La li-
bertad es estudiada en Zubiri en tres sentidos: la libertad ‘de’, la libertad ‘para’
y la libertad ‘en’. La libertad ‘de’ es entendida en un sentido de liberacién de
ciertas coacciones, impulsos, cosas, etc... que posibilita la libertad ‘para’, para ser
si mismo.

Ahora bien estos dos aspectos de la libertad son fundamentalmente operativos y
por tanto se apoyan en otro sentido de la libertad que es constitutivo: la libertad ‘en’.

Relacionando la persona con la libertad, Zubiri afirma taxativamente que esta
libertad ‘en’, que es autoposesién coincide con lo que es ser persona, ser en propiedad,
en el sentido de personeidad.

6. Con esta declaracién tenemos que tanto persona, como inteligencia, como
libertad son elementos constitutivos de la realidad humana, dificilmente distinguibles
en ese plano. En efecto, la persona es ser en propiedad, la inteligencia permite esa
autopropiedad y la libertad ‘en’ viene a ser un nombre para designar la autoposesién.
Estas tres caracterfsticas estdn a nivel trascendental. Aunque se distinguen nominal-
mente porque en el plano operativo tienen diverso sentido el inteligir o el querer hay
un plano donde son dificilmente distinguibles porque forman una unidad que una de
ellas hace posible a la otra. Libertad, inteligencia, persona son diversos nombres que
designan la estructura ontol6gica y constitutiva, trascendental del ser humano.

7. Por dltimo se recoge la relacién entre la persona y su apertura a los demas
considerando tres aspectos: 1) la versién a los demds, 2) la vinculacién y en 3) lugar
la apropiacién.

Al principio preguntibamos si la apertura a los demds es parte constitutiva del ser
personal. Pues bien, la contestacion de Zubiri es taxativa: los demds con su autodefi-
nicién y su autoposesién «intervienen constitutivamente en mi vida», Los demds con
la situacién que me crean en la convivencia estin ya en mi mismo.

Y ese estar de los demds en mi es algo que ocurre simultdneamente a la diferencia
que hay entre yo y los demds. Yo no soy los demds. Mi vida es la mia, no la de los
otros. Mi autoposesi6n es la mia y no la de los demds. Estamos, por tanto, ante una
singular condici6n aparentemente paraddjica, porque los demds estdn implicados en mi
¥, a la vez, yo no soy los demis.

1) Esto lleva a analizar lo que Zubiri denomina la version a los demds. La
primera caracteristica de este estar vertido a los demds es la constatacién de un hecho:
son los demds los que han intervenido en mi vida, ain antes de que yo haya podido
ser consciente de ello.

Y esto porque el nifio necesita ayuda y esa ayuda viene de los demds. Cuando se
despierta el sentir inteligente se advierte la necesidad de socorro, que lleva a sentir que
el ser humano estd constitutivamente abierto al otro, desde el mds cercano: la madre.
Esta version a los demds estd biolégicamente fundada.
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2) El nexo que une al ser humano con los demds es una wunidad que el hombre
no establece conscientemente. A ese nexo Zubiri lo llama vinculacién. La vinculacion
es una unidad primaria, fisica y real. Abierto el nifio a la necesidad de amparo, son los
otros los que la han cerrado. Zubiri analiza cémo el hombre es un ser vinculable y
vinculado y el vinculo efectivo no es dado por si sino por los demis.

Preguntindose de qué tipo es esa vinculacién constata que no todo lo que hay en
el individuo es individual, sino que en él hay cosas que le son superiores, como el
vinculo social.

Respecto al estatuto ontolégico de esa vinculacion Zubiri lo denomina habitud
entitariva, no operativa, que califica intrinsecamente mi realidad sustantiva.

Ahora bien los otros, en este caso, no intervienen en tanto que personas, sino en
tanto que otros hombres que trasmiten al nifio un haber humano que consiste en una
mentalidad y una tradicién, lo cual les permite formar una comunidad.

Las relaciones de las personas en tanto que personas forman no tanto una comu-
nidad sino una comunién, Las personas no se asocian, se compenetran, Ahi la familia
y la amistad cobran especial relieve como dmbitos de personas compenetradas.

3) Por dltimo he sefialado otro tipo de apertura de la persona a los otros que
Zubiri denomina aprepiacién.

Se trata de mi propia vida modificada y enriquecida por la vida de los demis, que
para ellos es también propia. La alteridad como fuente de vida propia no es otra cosa
sino que las otras vidas de los otros en tanto que me permiten hacer mi propia vida;
es decir, en cuanto posibilidades mias. La apropiacién recae formalmente sobre las
posibilidades que me otorgan las vidas de los demds. Es mds o menos la vinculacién
entre necesidad/ayuda en la que la vida de los demds, abierta a la mia, permite que yo
forje mi propia personalidad.

8. Tras estos apuntes de la antropologia de Zubiri concluyo que, asi como la
persona estd bien conceptualizada, haria falta desarrollar ms el aspecto de las relacio-
nes interpersonales, explicando con més detenimiento ese tipo peculiar de convivencia
que consiste en la comunién de personas compenetradas y qué tipo de afectacion
supone esa relacién en la constitucion de la persona.






Anales de la Real Academia de Doctores
Volumen 4, pp. 25-26, 2000

DIEZ ANOS DE ACADEMICO

Luis VAzouiz FERNANDEZ

«Fugit irreparabile tempus...»
Virgilio

«lugit hora, orda.»
Inscripeién en relojes

Han pasado diez afios desde que la Academia
de Doctores abrio para mi su sapiencia.

El tiempo fue dejando su huella, su evidencia,
en mis 0jos, mis manos, mi palabra en bisemia.

La ilusién juvenil que en mis venas fluia

ha ido dejando el paso a un pensar mds maduro.
Dos Presidentes fueron «al inmortal seguro»,

y sus sombras me asombran en la fiel Teologia.

:Es el tiempo el que pasa, 0 nosotros acaso
somos los que pasamos, paso a paso, hora a hora?
Oigo un llanto de nifio que en mi espiritu aflora,
junto al cercano anciano que vislumbro a mi paso.

Jorge Manrique ha visto, como nadie, que el rio
va fluyendo, desliza sus aguas a la inmensa
hondura de la mar. ;Y qué poco se piensa

que el rio es nuestra vida, es la mfa, Dios mio!

;Es la vida un engaio? ;Va empezando la muerte
cuando empieza la vida? Irremisiblemente

nuestro espiritu atisba, nuestro corazén siente

que un viento huracanado nos gana, es el mis fuerte.

Ese viento —ese aliento— ;no es el eldn vital
que en nosotros pervive, ocultando el beleiio,

el narcético negro que envuelve nuestro ensuefio,
y, aliento tras aliento, es veneno fatal?



Nacemos, nos ofrecen gratis el mismo ser,

sin contar con nosotros, que éramos sélo idea

en la mente divina. Hacemos la tarea

—que es el vivi—, y pronto comienza el fenecer.

Cuando ya nos sentfamos ducfios de medio mundo,
construyendo proyectos, dignos de un creador,

se incrusta en nuestras venas el fuego del dolor,

y el manantial da paso al pozo més profundo.

Y un dia nos iremos, como dijo el poeta

Juan Ramén, mientras quedan los pdjaros cantando.
Todo seguird el ritmo de siempre, como cuando

yo creaba ese cosmos que otro, ignoto, interpreta.

Tampoco cuenta nadie con algo tan tremendo
como es el que yo muera: A nadie le interesa?
(Nuestro cuerpo perece y el alma queda ilesa?
Me moriré del todo, aunque siga existiendo...

Sélo el Hijo del Hombre, el que murié en la cruz,
da sentido a mi muerte, como lo da a mi vida.
.Y el que se dice agndstico, y descubre su herida,
no es igual que yo mismo portador de la luz?

Todos somos iguales ante las sepulturas:

jA todos nos vincula la mds grisicea duda!

En el instante-lfmite no habrd un dngel que acuda
a arraigar la certeza perenne, sin fisuras,

El creyente la duda seporta, y el ateco

aleja el pensamiento que a veces le importuna.
Uno contempla el cielo, y el otro, con su luna,
—en claroscuro tenue— me dice: «Nada veos.

Pero todos, formados de la tierra en su seno,

y el hdlito divino, estamos hermanados.

(Somos muy diferentes cuando estamos callados,
o cuando la Palabra da su sentido pleno?

iOh Dios de mi palabra, oh Dios de tu silencio,
danos a cada uno la muerte que nos tocal
iSefior, que tu Misterio purifique mi boca,
y hable de ti, silente, como te reverencio!

Madrid, primavera de 1999
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Anales de la Real Academia de Doclores
Volumen 4, pp. 27-34, 2000

EL POETA DAMASO NOS OFRECE,
AL FINAL DE SU VIDA,
«DUDA Y AMOR SOBRE EL SER SUPREMO»

Luis VAzoUEZ FERNANDEZ

1. INTRODUCCION

Es Ddmaso Alonso uno de los grandes humanistas que hemos tenido en este final
del siglo XX espafiol. Su rica personalidad multifacética —de poeta, critico literario,
historiador de la Literatura, filélogo, estilista, lingiiista...— estuvo marcada por su
humanismo y amor a las Letras hispénicas, con incursiones en las extrafias. Reciente-
mente he publmado un amplio estudio sobre este aspecto, centrado en su primordial
faceta de creador'.

En él destaco cémo su Obra poética es profundamente «humanista» y «religiosa»,
en un sentido amplio, paradéjico, con su dialéctica permanente. Pero ya desde su
inicial Poemas puros. Poemillas de la ciudad (1921), pasando por Oscura noticla
(1944), Hijos de la ira (1944), Hombre y Dios (1955), Gozos de la vista (1981), y sus
Antologias, con comentarios personales —muy valiosos—, desde 1956, el poeta cen-
traba su inspiracién en su visién del «ser humano» como un «polo correlativo del
misterio de Dios». Siempre aparece afirmada la dignidad suprema del hombre —como
«delegado del Creadors— y la «oscura noticia del Misterio de Dios, Ser Supr emos»’

Hoy quiero fijarme en su dltima obra creadora, en la que el planteamiento vital y
existencial de Ddmaso cambia de horizente, para encastillarse, de nuevo, «en si mis-
mos», ahora inmerso en la duda sobre la «inmortalidad» y «el ser Supremo», salvada,
sin embargo siempre, por el amor.

' Luis Vézquez Ferndndez, El humanismo religioso de Ddmaso Alonso, Revista «Estu-
dios», Madrid 1999, 456 pp.

* Yéanse, sobre todo, los capitulos | —donde aparece la «religacion, desarraigo y huma-
nismo» v el capftulo VI— que subraya la conciencia de dignidad y libertad humana, asi como
el 1X y X, en los que se estudia al poeta como «un ser que habla de Dios» y «con Dioss».
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2. LAS DUDAS DAMASIANAS
2.1. La no eternidad del alma

Démaso, culto y gran lector, sabia muy bien que la concepcién del ser humano
como un componente de «cuerpo» y «alma» es de origen platénico mis que biblica.
En este caso, su afirmacién de que el alma muere con el cuerpo puede ser admitida’,
Pero esto no supone, ciertamente, la desaparicién o aniquilacién del ser humano con
la muerte. En Cristo alcanzamos la «Vida eterna», con su poder de resurreccién. Si
muere «esto que tenemos de corruptible», sabemos que seremos transformados «en lo
incorruptible, en Cristo Jests» (San Pablo).

La primera afirmacion de Damaso, en su Pedida al Sefior es:

[Ah, Sefor! ;Si ti existes!

«Seflors omninipotente, me presento (ristisimo.
Perdéname, «Sefiors, éste es mi pensamiento,

lo que juzgo verdad:

Creo verdad la idea de la muerte

del alma, al punto mismo en que se muere el cuerpo.
Pienso que esto es lo exacto, lo verfdico. (DyA, 539)°,

Esto es, pues, lo que Dimaso —tristisimamente— cree, con toda honradez. Y lo
proclama en estos versos libres, en los que hay mas «razonamiento» que «afectividad
poética». Naturalmente, el poeta no puede autocontradecirse con su pensar. ;Es exac-
to? Vitalmente, racionalmente —un poco al modo unamuniano— si lo es. Subjeti-
vamente es lo que estd creyendo, y cantando, como anticipando su propio responso.
Este libro de «postrimerfas» me recuerda al de Juan Ramén Jiménez: Dios deseante
y deseado. Cada uno desde su propio estilo de poetizar: JR] mds intimista, interio-
rizando a «su Dios». Ddmaso mds raciocinante, sintiendo su soledad en trance de
muerte.

2.2. Duda permanente sobre su afirmacién negativa: Transfondo unamuniano

Pero, a renglén seguido reconoce: «Mas me ocurre, me duele, que esto sea,/ o que
se considere, como auténtico./ {Qué tristeza, qué lastima, alma mia, / qué bien quisiera
eterna conocerte!s, Naturalmente, no podria ser de otro modo: En el fondo de nosotros
subyace un ansia de inmortalidad. Y va unida a la fe en la existencia de Dios. El poeta
aqui tiene marchita su inspiracion, la de los demds poemas anteriores. No sabe si
existe Dios, ni dénde existe. Y, lleno de contradicciones interiores, con todo insistird:

' Cf, este texto transparente: «El Nuevo Testamento se sitdia bésicamente en la tradicién
veterotestamentaria; no se concede ninguna importancia a la contraposicién entre cuerpo y
alma ( 1Pe, 2,11): la muerte y resurreccién afectan al hombre total (1Cor, 15,35s8)». Mt 16,26
y Me 8,37 hablan del «alma» como lo mds precioso que el hombre puede perder. El «CUErpox,
opuesto al alma equivale a «carnes (sark). A.Grabner, Vocabulario prictico de la Biblia,
Herder, Barcelona 1975, p. 49.

! Con esta sigla citaré siempre «Duda y amor sobre el ser Supremo». Lanumeracién sub-
siguiente corresponde a la pagina en la edicion reciente de su Peesia, Gredos, Madrid 1998,
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« Mas a pesar de esa terrible duda,/ yo te amo, yo te adoro». jVa a salvarse por el
amor! Lo que su razén niega lo afirma su corazon. El bien quisiera —y se lo pide a
ese Dios, de cuya existencia duda— «la eterna vida al alma». Le faltan, sin embargo,
las «pruchas», y reitera su tristeza: «mi alma se deshard cuando se muera el cuerpo».

Y esta idea le viene de atrds. jLa habia escrito ya antes! Es lo que llama «la gran
mentira (alegre, absurda): que mi alma serd viva eternamente». Y razona: Eso vale
asimismo para cualquier animal (que tiene su alma propia, es un «ser animado»). La
vida «nace y muere» en el gato y en el hombre. (Lo cual no es incierto. Pero las «otras
deducciones» fallan, incluso racionalmente planteadas). Ddmaso, como Unamuno,
quiere creer, Pero la fe, que es un don de Dios mismo, no ha arraigado suficientemente
en ambos. Tampoco podemos afirmar que no existiese:jEste es, y serd siempre, el
misterio del ser humano ante Dios!

Antes de nacer —1898, un 22 de octubre— no existia —dice— su alma. Al
morir, desparecerd de nuevo. Escribe esto a sus 86 afios, cansado de la vida, fati-
gado, Como Unamuno podria escribir su epitafio previo: «Méteme, Padre eterno en
tu pecho, / misterioso hogar./ Dormiré alli, pues vengo deshecho / de tanto bregars.
En ambos la paradoja. El no poder prescindir de nombrar a Dios en los momentos-
Ilfmite de su existencia. El no poder prescindir de solicitar auxilio, para sobrevivir,
para eternizarse. Para Ddmaso, el morir del cuerpo es suciedad, podredumbre; mien-
tras que el del alma: encantador, «cesa como el viento». Pero esto, que cree ser la
verdad, no lo desea. Si bien se consuela pensando que en la «Nada» nada duele, no
se sufre. Bsta sufriendo ahora, mientras crea, sin creer del todo; haciendo la distin-
cién entre «lo creido y lo deseado». Cree que el alma muere para siempre. Desea,
quisiera, que no fuese asf, «que el alma se eternizara». Y todavia mds: «que se aunara
con el Ser omnipotente».

En este mar de dudas, en la Segunda parte del comienzo poemdtico postula, idea-
lizadoramente, la «eternidad del alma». Su idea ya la manifesté, y vuelve, reiterativa-
mente, sobre ella, para que no nos quede —no le guede a él— duda alguna. Pero no
lo logra. De ahf que afirme: «Puede ser falsa». Y lo anhela vivamente: «jOjald seal».
Y a ese Ser —qu no sabe siquiera si existe— le pide que no sea cierta su idea de la
muerte del alma. Y le «busca» y le «adora». (No, en Ddmaso no existe nunca actifud
irreverente o blasfematoria; incluso cuando niega, siguiendo su idea o su razén),
Reconoce haberle pedido a Dios «que existiera». (De nuevo, nos vuelve a la memoria,
el soneto de Unamuno: La oracion del ateo:

OYE mi ruego Ti, Dios que no existes,

y en tu nada recoje estas mis quejas,

Ti que a los pobres hombres nunca dejas
sin consuelo de engaiio. No resistes

a nuestro ruego y nuestro anhelo vistes,
Cuando Td de mi mente mds te alejas,
mas recuerdo las placidas consejas

con que mi alma endulzéme noches tristes.
{Qué grande eres, mi Dios! Eres tan grande
que no eres sino Idea; es muy angosta

la realidad por mucho que se expande
para abarcarte Sufro yo a tu costa,
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Dios no existente, pues si Tu existieras
existiria yo también de veras.’

Mais que de influencias, se trata de dos actitudes vitales semejantes: Para existir
uno mismo «eternamente» hace falta que Dios exista. En el fondo, la duda sobre la
«inmortalidad del alma» surge de la duda de la existencia de Dios mismo).

2.3. La afirmacién divina y el alma eternal, alcanzadas por «via de amor»

Dimaso —creo poder afirmarlo con objetividad— sigue siendo, con todo, mds poeta
gue Unamuno. El vasco «filosofa» més cuando poetiza; a veces es duro su verso, y tiene
su palabra menos afectividad. Damaso, por ejemplo, insiste mucho en el amor a Dios:

Mi amor te ama:;que existas!
Te lo pido con toda tu inmensa intensidad.

Y, por un «instante de gracia» piensa que puede ser que el alma sea inmortal.
Entonces canta a su «Alma eterna y el gran Ser». Dios y las almas serian eternos para
siempre, ambos muy unidos, casi identificindose, casi un sélo «Ser». Eternidad nos
une. Se ve —ya s6lo alma— en puro portento, en el delirio:Mientras el cuerpo se
pudre, el alma sobrevuela los espacios siderales; lo conoce todo; lo visita todo; lo ve
todo, ya sin materia alguna, «inmensidad de luz».

Sin sentido alguno lo capta todo:jpura maravilla! A través de lo que denomina
«efluvios», el alma es libre y vive, enseiioredndose de todo, con su Dios, El «espiritu»
es ahora un don divino, y en €l todo se explica, se implica, se explicita, se hace patente.
Damaso se ve ya muerto, pero —vivo en el alma— se encontrard los flujos, los
efluvios, ante todo de sus padres. De modo especial con su madre:

Antes, antes que nada,

Yo pensaré en mi muerta pobre

Y en su inmenso carifio.

Ay, decirle yo a ella mi tristeza;
llorar mis graves faltas, madre mia...

Salta de gozo al pensar que podra «verla». ;Pero es esto posible? ;Dénde estdn los
ojos? Y se pregunta:;Cémo estaremos juntos? La respuesta se esperaba: «Mi espiritu
estard junto al fluido / suyo; fluird también mi pena: / Su amor junto a mi amor en
duelo», Ddmaso —cosa que estaba ausente en Unamuno, menos «poeta», menos afec-
tivo, menos cordial— se imagina, como habia hecho en un bellisimo poema «A la
madres, de Hijos de la ira, como un nifio ante la madre; y deja emanar su dolor por
no haber respondido como debiera, en vida, a su materno amor sin limites;

«Perdoname, mamd, ahora aqui, si, ya gracia,
mi espiritu y tu espiritu,
plena esencia de amor entre los dos, ya eterno»,

* Miguel de Unamuno, Obras completas, VI: Poesia, Escelicer, Madrid 1966, p. 359. Esto
lo firma Unamuno en Salamanca, a 26 de setiembre de 1910,
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Y viene luego el padre, a quien apenas conocid. {Su muerte fue, en efecto, prema-
tura! Debe, pues, preguntarse: «; Vivi yo con mi padre?». Recuerda, eso si, muy bien
la fecha de su muerte: «Muri6 el nueve de mayo, mil novecientos uno, / y la edad era
solo veitinueve sus afios. / muy poca era mi edad, nifio, cuando ¢l muri6: / ain menos
de dos afios y medio yo tenia». Quizd —piensa— pudo hablar «un poquito» con él.
Mas no tiene memoria alguna de ello. Pasaron 83 afios desde entonces. De ¢l le hablé
su madre. Si, lo lleva en el alma muy adentro:

No recuerdo su cuerpo, ni su voz, ni su cara.
/Ay, pobre padre mio!

Juntos alld en ese mundo del espiritu eterno, exclamard: «Gracias, padre, mama,
nos salvard lo eterno: / felices ya seremos, felices ya los tress.

No olvida a sus mejores amigos que murieron. No deja de ser significativo el que
comience por Miguel de Unamuno, que hace renglones acabo de citar. Le llama «hom-
bre grande en tu espiritu y tus letras, / oh Miguel de Unamuno, te he admirado,/ y td,
en sorpresa, me has querido siempre». Se admira de eso mismo: «Yo era un pobre
muchacho. Gracias por tu carifio». Vienen luego sus « enormes amigos»: Jorge Guillén
—fallecido hacia meses— y Pedro Salinas —hacia ya 33 largos afios—, admirados
ambos por sus versos ardientes. Y Amado Alonso -con quien, no sin frecuencia, le
identificaban los extrafios: jde él tiene recibido cartas, confundiendo ambos nombres
sus autores! Le admiraba Ddmaso por su «ciencia literaria y lingliistica». Se querian
como hermanos. Didmaso, mds joven, le dedica este verso: «Tiu, noble; ti el mds
grande que yo hube conocido». Le sigue Federico Gareia Lorca, «en la terrible guerra
vilmente asesinado». Todos le querfan por su gracejo y jovialidad. ;Quién, sino Leo-
poldo Panero podria seguirle luego? De él me dijo, en cierta ocasién, cuando preparaba
mi tesis doctoral, y le hacia frecuentes visitas, desde Paris y Madrid: «Panero, Panero,
ese si que era catélico». Dadmaso sabe que muchos —incluso su propia familia le fue
ingrata— le maltrataron de palabra. Ahora quiere resarcir esas injusticias con su pa-
labra en corazon banada: «Cudntos odios/ te han insultado, pobre amigo mio. / Yo amé
con gran ardor tu poesia / y tu tierno carifio», Luego Vicente Gaos viene a su mente,
€l que se habia «inclinado piadoso al gran Seflor del orbe» antes del trance dltimo.
Solicita su intercesién: «japiddate también de mi, pide mi ayudal». {Y el «dulce»
Rafael Ferreres!

Pero va a consagrarle un poema entero a Vicente Aleixandre, «ahora distinto».
Sucedid que fallece después de haber escrito «DyA». Desde 1917 su amor mutuo tuvo
permanente realidad. Sin duda que Aleixandre fue para Ddmaso el primer gran amigo.
A Didmaso le debia, por lo demis, Aleixandre, su entrega a la poesia. Ddmaso fue
quien puso en sus manos de convaleciente el primer libro de versos que Aleixandre
reley6é con fruicién., El poeta era nada menos que Rubén Dario. Después ambos
—Diédmaso en mayor grado— celebrarian y darian a conocer al mundo las exquisiteces
de la poesia de Géngora, el despreciado, durante siglos, por los academicistas del
castellano.

Después de este selecto elenco de amigos, Ddmaso imagina que se relacionara asi-
mismo con los Literatos muertos, aquellos a quienes estudid, con pasién y capacidad
comprensiva. Piensa, sobre todo, en los del «Siglo de Oro espafiol»: Miguel de Cervan-
tes, San Juan de la Cruz, Fray Luis de Ledn, Lope de Vega, Francisco de Quevedo, Luis
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de Géngora...;Y los medievales! {Y los franceses, ingleses, alemanes, italianos, latinos y
griegos, remontando las aguas del tiempo y las diversas lenguas de cultural

Y querrd conocer todos los Continentes, con sus bellezas propias. Y el universo
terrestre, y también el gran universo, con sus posibles seres. Todo el cosmos. Los
espacios todos interestelares, y las galaxias, en sus inmensas formaciones y desarrollos.
jCémo gozaria penetrando en los intersticios del Universo!

Y le pide al Senor «que exista», pues Dimaso le ama. Y asi podrian reunirse todos
los seres, gozosa, gloriosamente, La hipotesis acaba en oracion:

Oh, gran «Sefior», te pido la verdad:
Creo, clerio, que existes.

;Lo creo?

St, ¢lo crea? St ;Te amo y te bendigo?

Pasa entonces a su Tercera Parte, sobre la primera y la segunda. Ha sido «un
encanto y alegria» supremos. Y sin embargo, se acrecienta la duda, ahora mds férrea,
«mds fuerte, intensisima, enorme». No solo se rechaza, o se cuestiona, «el alma eter-
nax; sino que va mas lejos y niega al alma.iSolo existe el cuerpo! jEl «cuerpo» y el
«cerebro»! Son en si mismos una maravilla de perfeccion. Los sentidos, con sus es-
pecificidades; el «habla» humana que en ellos tiene asiento.;Y la memoria! jIncluso
una especie de memoria casi universal, «la religién», aceptada en familia, en pueblos,
en estados, «religiones diversas»! Y, llegados aqui, juzga, de nuevo, que no existe el
alma: «Lo que mueve la vida son lazos de cerebro». Potenciacion, pues, del «cerebro»
como cenlro de «ideas» y «deseos».

2.4. Duda sobre las «dudas»: ;La salvacién —poética y humana—
en el altimo verso!

La tdltima parte se resuelve en «dudas sobre las tres partes». Duda de su propia
duda. Se incrusta la «duda» en el centro mismo de su cancién tristisima. Por eso llega
a pensar —con «duda»— que el alma puede ser eterna, Puede explicarse con «milagro
religioso». Dios puede, al fin, « vencer». No habla Damaso aqui de «convencer».

Y llegamos —tras este periplo de afirmaciones y negaciones, de afirmaciones
negativas, de negaciones afirmativas, de dudas sobre todo— a los interrogantes divi-
nos: ;Existes ;No exisies?

Pide y reza que si. Pero no sabe a quién: «Problema es infinito». Ddmaso estd «aman-
do» y «rezando» a ese Dios de quien duda que exista. Se debate entre la «ignorancia» y
el «deseo», el «sueno». El no desea «inmensidad-materia»: El hombre es ofra cosal

Le llama «espiritu» a su realidad mds honda e inmaterial. ;Por qué? Responde, al
fin, el poeta -lejos de «raciocinios» poco intuitivos, que le retuvieron en largas «dis-

quisiciones clamorosas»:

«Porque en mi vida espiritu es lo sumo». Sigue ignorando, mas la superacion viene
por un doble acto reafirmado a lo largo del poema: «Yo, sin saber, fe adoro, te deseos.
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Y sigue avanzando, ya hacia el final perenne: «Esto es méximo amor: mi amor te
inunda: / el alma se me irradia en adorarte; / mi vida es tuya sélo (jya no dudo?)».
Proclama, por lo tanto, al final el poeta que a Dios «adora», «le desea», y, sobre todo,
«le ama». Es el iltimo verso el que salva al poema. {Es el dltimo verso el que salva
al poeta! Y Duda y amor sobre el Ser Supremo finaliza con esta aseveracion sincera,
«muy damasiana», que nos deja sobrecogidos por su profunda confidencia:

«Amor, no sé si existes. Tuyo, te amo».

Lo que la inteligencia no llegd a comprender; lo que la mente humana y poética
no alcanzé a descifrar, se logra por la gracia del Amor. Es lo que san Pablo llama e/
camino mejor: «Aunque hable todas las lenguas..., si no tengo amor, soy un metal
estridente o un platillo estruendoso... {si no tengo amor no soy nadal(1Cor, 13, 1-2).

Dimaso —ya desde sus primeros poemas y libros poéticos— mantuvo siempre esa
dialéctica del «misterio divino» y de la «entrega cordial a su amor». Fue, por lo demas,
siempre muy respetuoso con «lo sagrado». Lo cual no impide, ciertamente, que sus
afirmaciones estén entreveradas de «desarraigos» y posturas que algunos llamaron
aunque a €l nunca le agradaron— «existencialistas». Su «autonominacion» se reitera
en diversos poemas de distintas épocas: Es una constante, Y puede interpretarse como
signo de sinceridad. En ocasiones llega a la «autoimprecacién», viéndose como repre-
sentante del ser humano, en general, Es significativo el que Hijos de la ira sea titulo
tomado de San pablo: «Et eramus natura filii irae sicut et ceteri...» Ef 2, 3. Tambien
nosotros —los «puross, los «vencedores», los «poderososs, los «bien vistos», los que
ganamos la «guerra civil/incivil», los ganadores de la «2* guerra mundial»...— éramos,
como ellos, hijos de la ira.

3. CONCLUSION

El dltimo libro poemdtico —un largo poema unitario, dando vueltas a la noria
de la duda/ afirmacién, suefio idealizante/ despertar con la misma pesadilla, duda de
las dudas / amor—, si bien, a primera vista, parece diferente de su anterior obra
creadora, en realidad viene a estar en la misma onda y tonalidad. Quizé a veces nos
suene a «metal estridentes, en frase paulina; pero la capacidad de «dudar de su propia
duda», y, genialmente, de lanzarse al regazo del «Amor», desde la «docta ignoran-
cia» de algunos Padres de la Iglesia, y de nuestros mejores «misticos», nos desvela
a un Dédmaso poeta de gran calibre, humanista de hondo calado. La muerte, en
perspectiva cercana, es para todos negrura, abismo, caos. S6lo el Amor amado puede
dar una salida airosa al horizonte cerrado por densos nubarrones de «duda», comin
a todos; creyentes y no creyentes. Hace afios, en una obra teologica significativa,
traducida al francés, Foi chrétienne hier et aujourd hui (1969), Ratzinger afirmaba:
«El creyente como el incrédulo, cada uno a su manera, conocerd la duda v la fe, si
no buscan autoengafiarse y disimular ante si la verdad de su ser. Nadie puede escapar
enteramente a la fe: en uno la fe estard presente contra la duda, en otro, gracias a
la duda y bajo la forma de duda. Es una ley fundamental del destino humano, el
que se realice su existencia en esta dialéctica permanente entre la duda y la fe, entre
la tentacién y la certeza» .

© Ob. Cit, pp. 12-13.
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Quien esto afirmé pasé, hace tiempo, de tedlogo docente, a mdximo representante
del organismo vaticano de la Doctrina de la fe. Supongo que seguird aceptando lo que
entonces calificé como «ley fundamental del destino humano». Se dijo también que «la
fe consistia en ser capaz de soportar dudas». Pues bien, Didmaso, poeta, ante las puertas
de su propia muerte, tuvo el dnimo de entregarnos su tltimo mensaje de esta ley
fundamental del destino humano, captada bajo su personalisima éptica. Victor Garefa
de la Concha —que reconoce que «acaso le apremié a publicarlo un compromiso de
sinceridad y verdad»— afiade a continuacién su juicio sintetizador: «En todo caso, ni
precisa ni resiste comentario: no habla alli un poeta, sino una desvalida voz de hombre,
un hilillo delgado de voz que se retuerce en lucubraciones sobre el Ser»’. Este juicio
bastante negativo, desde el punto de vista poético, se matiza con la declaracién final:
«Hay, con todo, un verso, el iltimo, que produce un destello fulgurante» *. Damaso
sigue mereciendo nuestro maximo respeto, incluso en este libro entreverado de «lucu-
braciones».

" «Invencién de la luz: La poesfa de Ddmaso Alonso», en Damaso Alonso: Poesia y otros
textos literarios,Gredos, Madrid 1998, p. XXXIV.

¥ Ibidem, p. XXXV, Yo afiadiria que ya otros, anteriores, nos producian similar sensacion
y fulgor,
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Anales de la Real Academia de Doctores
Volumen 4, pp. 35-49, 2000

EL AGUA BIEN ECONOMICO
Jost: GonzALEZ Paz

PONGAMONOS DE ACUERDO

Vivimos en una época de tan acelerada evolucién en todos los ordenes, que, a
veces, resulta dificil distinguir entre lo gue sabemos y lo que creemos saber. El viejo
aforismo que de la discusién nace la luz, requeria, al menos, que la discusion fuese
sosegada y que se compartieran algunos principios comunes.

El primero de todos es el de la palabra (Al principio era el Verbo, San Juan 1.1)

Hasta bien entrada la Edad Moderna, el latin es la lengua de la cultura europea,
como lo fuera del Imperio Romano. Casi son innecesarias las disquisiciones sobre el
sentido de las palabras y se puede pasar directamente a la controversia de las ideas. La
lengua por excelencia (el latin) es un vehiculo para entenderse. La muerte formal del
Sacro Imperio y la eclosién de las lenguas nacionales (jay Lutero y su traduccion de
la Biblia al aleman!), las erige en sefia de diferenciacién, dentro de un proceso que
agudiza el romanticismo decimonénico con su impulso, reconstruccién o reelaboracién
de las lenguas regionales,

No es ocioso, por tanto, que quiera esclarecer los conceptos de partida que van a
informar mi monélogo, ya que no me es posible, en esta ocasién, contrastarlos con los
de mis posibles lectores,

Podria parecer que profundizar sobre qué es el agua resulta innecesario, cuando no
ofensivo. Sin embargo, al enfrentarme al tema, creo necesario identificar de qué agua
vamos a tratar; que no es, simplemente, la definida por su férmula quimica (H,0), o
por su funcién biol6gica en la constitucién y funcionamiento de los seres vivos. Mas
que del agua, serd de las aguas existentes en la naturaleza en sus tres estados fisicos,
pero fundamentalmente en estado liquido; no el agua pura, sino el agua real, con sus
elementos fisicos y quimicos incorporados (disueltos, en suspension o en arrastre), el
agua con su potencial energético de posicién, el agua con las fuerzas dindmicas de sus
movimientos y sus flujos, el agua que aprovechamos y el agua de la que tenemos que
defendernos.

No cabe duda de que el agua es un bien natural, Bien, en cuanto satisface nece-

sidades a partir de su funcién como principio de vida; natural en cuanto existe en la
naturaleza y es ésta la que le proporciona a través del bien conocido ciclo del agua.
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Nuestro problema es investigar sobre, si es también un bien econémico, y el papel que,
en tal caso, juega o puede jugar en la actividad econémica. Son pues estos dos con-
ceptos los que es conveniente fijar con precisién, para asentar nuestro discurso sobre
bases firmes.

Como es bien sabido, el ciclo del agua es un ciclo cerrado que integran las etapas
por las que pasa el agua(precipitacion, infiltracién, escorrentia, evapotranspiracién,
formacién de nubes, precipitacién). Respecto a los conceptos econémicos transcribiré
simplemente, mis propias definiciones ":

— Bien, es todo aquello capaz de satisfacer una necesidad. Si se trata de una
necesidad econémica los medios capaces de satisfacerla reciben el nombre de
bienes econémicos,

— Necesidad humana (que es la que vamos a tomar en consideracién), es la
sensacion de una carencia, unida al deseo de eliminarla.

— Necesidad econdmica, es aquella cuya satisfaccién requiere la utilizacién de
medios escasos, es decir, no disponibles en cuantia ilimitada. Precisa de actos
materiales e implica actividad econdmica.

— Actividad econémica, es la encaminada a la satisfaccion de las necesidades
econdmicas. Se rige por el principio de escasez.

— El bien econdmico, ha de ofrecer la caracteristica de ser escaso y regulable. Es
precisa o posible la realizacién de una actividad econémica para obtenerle. Los
que no tienen esas caracterfsticas se designan con el nombre de bienes libres.

— Utilidad, es la aptitud de los bienes en orden a la satisfaccién de las necesi-
dades.

— Valor, es la importancia concedida por los sujetos econémicos a los bienes que
satisfacen sus necesidades. La combinacién de las caracteristicas de utilidad y
rareza (escasez) de un bien es lo que determina su valor. Valor y bien econs-
mice son conceptos afines.

Ahora si podemos ya relacionar los conceptos de agua y de bien econdmico,
también sobre bases firmes,

LAS AGUAS NO CONTINENTALES

Aunque el resto de los articulos que componen el presente nimero es natural que
estén absolutamente centrados en los problemas de uso, aprovechamiento y gestién de
las aguas dulces continentales, no parece ocioso ofrecer algunas consideraciones rela-
tivas a las aguas no continentales (marinas), en cuanto a su posible consideracién como
bien econémico.

' José Gonzilez Paz. Curso de Economfa. Publicaciones del Colegio de Ingenieros de
Caminos, Canales y Puertos.
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La caracteristica diferencial de las aguas marinas es el hecho de que su contenido
en sales las hace inadecuadas para la satisfaccién directa o indirecta de necesidades de
cardcter biolégico de gran nimero de especies, a lo largo de las cadenas troficas, y
finalmente, de las necesidades humanas de tal cardcter, dentro o fuera de las activida-
des productivas. Los principios de utilidad, escasez y posible regulacién, definitorios
de su consideracién como bien econdémico y determinantes de su valor economico, han
de ser aplicados de modo preciso y no genérico. Asi se apunta, a continuacién, en la
exploracién de una serie de casos positivos, dentro de una especial consideracién del
valor econémico, entendido como inherente al de todo bien que entra o puede entrar
en el «comercio de las cosas».

De alguna forma, natural o social, los bienes han de ofrecer caracteres de escasez
y posible regulacién, para que las aguas marinas adquieran el cardcter de bien econé-
mico, valorable por encima de su utilidad genérica como bien libre.

La escasez natural puede identificarse mediante la consideracién de ciertas cir-
cunstancias singulares tales como:

— excepcional amplitud de la carrera de marea en ciertas costas, muy favorables
para su aprovechamiento en centrales mareomotrices o molinos de mar,

— reducido nimero de dreas marinas en que la conjuncion de favorables confluen-
cias de corrientes, temperaturas, oxigenacién, amplitud y profundidad de la
plataforma submarina, etc. sustentan una excepcional riqueza biGtica (Las co-
rrientes pueden ser de agua como el GulfStream o corrientes migratorias indu-
cidas).

— reducido nimero de parajes con condiciones excepcionales para determinados
usos capaces de inducir una actividad econémica. Van desde las bahias, ense-
nadas y rias capaces de ofrecer abrigo a la navegacion maritima, a las costas
que facilitan la concentracién de actividades deportivas (surf, windsurf, pesca
submarina, etc.)

— 4reas en que la conjuncién de fondos marinos poco profundos (plataforma
marina) y riquezas minerales naturales (petréleo, gas, en el futuro nédulos)
hacen posible la explotacion de tales riquezas.

— zonas costeras singulares en que el agua supone un atractivo destacado para su
explotacién residencial, turistica o productiva. Desde marinas y puertos depor-
tivos a urbanizaciones (tipo Ampuriabrava, en Gerona), instalaciones salinas,
cetdreas, viveros de moluscos o de peces, almadrabas, etc.

Cabe decir, no obstante, que lo que permite la aparicién de un valor econémico es,
més que el agua marina en si, la «conjuncién tierra-aguax.

La posible regulacién ofrece dos vertientes claramente diferenciadas, aunque las
mismas actien generalmente conexionadas: una regulacién técnica y una regulacion
juidica, siendo esta tltima, con mucho, la mds importante.

Como ejemplos de regulacion técnica cabe citar:
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— la gjercida por la presa y embalse del estrecho de Rance, para la espectacular
central mareomotriz francesa de igual nombre, introduciendo tecnologias infi-
nitamente superiores a las de los viejos molinos tradicionales, que existieron en
el pasado en la misma zona.

— las infraestructuras portuarias creando o mejorando zonas abrigadas y aportan-
do facilidades de acceso maritimo (calados, bocanas, etc.)

— aplicacién de «tecnologias of shore», cada vez mds avanzadas, para la explo-
tacion de los fondos marinos.

— actuaciones técnicas sobre el litoral (defensa de costas, regeneracion de playas,
correcciones sobre la dindmica litoral, etc.)

La regulacién juridica comprende aspectos tan fundamentales como:

— limitacién al libre uso de las superficies y fondos marinos, tanto en cuanto a
la tecnologia pesquera (arrastre, redes de deriva, volantas, etc.) como a la
realizacién o limitacion de capturas (parada biol6gica, especies protegidas,
tamaiios minimos, etc.), o al establecimiento de instalaciones productivas fijas
o semifijas (almadrabas, salinas, viveros, etc.), o de uso humano (espacios
litorales insulares o submarinos protegidos)

— extension creciente y generalizada de las aguas territoriales (de las 3 o 6 millas
tradicionales a las 200 millas actuales), que han permitido a los Estados obtener
unas rentas del mar, expulsando a los pescadores fordneos tradicionales (Terra-
nova), cobrando derechos de pesca e imponiendo otras cargas y gabelas (Ma-
rruecos), etc,

Lo cierto es que la regulacién juridica ha transformado, en buena parte, las aguas
del mar de un bien libre en un bien econémico, haciéndolas pasar para ello, a ser un
bien relativamente escaso,

Pero es hora ya de dejar el agua del mar y que, como corresponde a este foro,
pasemos a las aguas continentales en su condicién de bien econémico.

LAS «OTRAS AGUAS»

Pero antes de centrarnos en la categoria genérica de las aguas continentales, bajo
el prisma cuantitativo de las aguas dulces tradicionalmente aprovechadas en usos agra-
rios y consumos humanos, interesa incorporar aqui algunas leves consideraciones sobre
lo que me he permitido bautizar como «las otras aguas», en vez de relegar su consi-
deracién al estrambote final de un soneto imperfecto.

Tales aguas incluyen muy distintos tipos.
Las aguas salobres son las mds proximas, en su composicién quimica, al agua del

mar y como ella pueden ser materia prima para la obtencién de distintas sales (y atin
otros compuestos). Las cldsicas salinas tradicionales (hoy en gran parte inexplotadas)
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tuvieron extraordinaria importancia en puntos interiores de localizaci6n de manantiales
de aguas que arrastraban sales procedentes de ciertas formaciones geolbgicas singula-
res. Dichas aguas tenfan el cardcter de bien econdmico en razén a su rareza, a la
posibilidad de una simple manipulacion (en general mediante la evaporacién natural),
o sea, a su regulacién dentro de un proceso productivo y a que las dificultades y
carestia de los transportes interiores las hacian competitivas, en el seno de sistemas de
produccién artesanales, aun contando con desventajas climéticas, frente a las salinas
ubicadas en ciertas partes del litoral marino,

Pocas son las que siguen en produccién, como es quizd el caso de las salinas del
pueblo de Gerri de la Sal en Lérida (que visité hace algunos afios); pero el rastro de
su importancia pasada puede seguirse en la abundancia de topénimos que engloban la
voz —salinas—, como es por ejemplo el caso de Salinas de Medinaceli, en Soria. Su
cardcter de bien econdmico dio lugar, en su tiempo, a que su explotacién fuera objeto
de regalia por parte de la Corona, o se incorporara a los derechos sefioriales. De su
valor econémico dié fe, en su tiempo, el conocido estanco de la sal; pero dicho valor
no se basaba tnicamente en la regulaci6n juridica de las salinas, sino en la existencia
(0 no) de una fuente de suministro adecada, que permitia a su poseedor participar
también en la «renta de la sal».

El caso de las aguas salobres interiores pone de manifiesto que hay aguas conti-
nentales a las que se puede calificar de bien econémico en cuanto son input de una
actividad econémica concreta. Cuando son objeto de procesos de desalinizacion, cabe
admitir que tienen un valor econdémico positivo en cuanto no existan alternativas de
abastecimiento més favorables. Cuando resulta necesaria su eliminacién, para que no
afecten desfavorablemente a procesos posteriores de uso o consumo, puede aceptarse
que tienen un valor econémico negativo, por cuanto obligan a incurrir en costos adi-
cionales.

Todo ello no impide que también pueda hablarse del posible valor ecoldgico de
tales aguas, como sustentadoras de dreas en que se asientan biotopos singulares, pero
éste es tema que mereceria ser tratado aparte, superando el dmbito de lo econdmico
aqui considerado. Sin embargo, ello no empece, para que apuntemos algunas leves
consideraciones en que el valor econémico de las aguas interiores (y por tanto su
consideracién como bien econémico) se sustenta o incide en aspectos ecoldgicos liga-
dos a las condiciones propias del agua, tanto quimicas como fisicas.

Los campos a considerar en los que el agua alcanza el cardcter de bien econémico
son variados, amplios y multiformes dentro de este grupo restringido de «las otras
aguas». Son los casos identificables como se expone a continuacion:

— agtias mineromedicinales; o simples aguas de mesa, objeto de comercializacién
(incluida o no su manipulacién) para consumo humano diferenciado de los
abastecimientos colectivos generales. Son apreciadas por sus caracteristicas
singulares (gas ocluido, sales en disolucién, sabor, menor grado de dureza,
garantia de salubridad, etc.)

— aguas de uso médico tradicional; en las que se fundamenta la explotacién de
balnearios para el tratamiento de diversas dolencias, o con el cardcter mds

amplio de medicina preventiva.
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— campos de nieve; que suponen un creciente atractivo turistico y han dado lugar
a toda una industria compleja, de la que las estaciones de montafia son tan sélo
la parte mds visible, pero en modo alguno la tinica. Hay que tener en cuenta que
la nieve tuvo anteriormente un valor econémico en la fabricacién de helados y
sorbetes y en aplicaciones médicas como antipirético, lo que dié base a la
extendida existencia de los llamados «pozos de la nieve», e incluso a la pro-
mulgacién de cierta Real Cédula, por la que se concedia, a cierto avispado
granadino, autorizacién exclusiva para la explotacién (bajandola a la ciudad) de
la nieve de Sierra Nevada,

— aguas bravas; como las existentes en ciertos tramos fluviales, sobre los que se
viene desarrollando un creciente turismo deportivo y de aventura, cuyo uso
sufrirfa anulacién (o al menos modificacién), si resultaran anegados por un
embalse. Este es el elemento nuevo (y por hoy olvidado) a tomar en conside-
racién en la correspondiente evaluacién econémica de proyectos.

— cotos fluviales; objeto de alguna forma de explotacién econémica (incluidas las
piscifactorias) en que el agua es el inpur bisico.

— ldminas de agua; que actiian como elementos de revalorizacién de actuaciones
urbanizadoras o inmobiliarias y, por tanto, justificativos de su creacién, dife-
rencidndolas de aquellas otras superficies acudticas en las que tales laminas
aparecen como simple consecuencia de los sistemas tecnolégicos tradicionales
(por ejemplo en embalse y contraembalses para usos diversos),

INTERMEDIO

Llegados a este punto podemos limitarnes, ya, a las aguas que, de siempre, han
centrado las consideraciones del Ingeniero, debido a sus usos tradicionales cuantitati-
vamente mds importantes, incluyendo (aunque sea mds moderno) el uso en refrigera-
cién industrial (especialmente centrales térmicas).

EL AGUA Y LA ECONOMIA

El principio de racionalidad impone que en el logro de todo fin cuya consecucién
exige incurrir en un coste, éste ultimo se acepta si el fin ofrece un valor superior. En
términos generales, coste viene a ser sinénimo de sacrificio, de insatisfaceién ineludi-
ble para el logro de un fin superior; cuando dicho coste se traduce en pérdidas de valor
economico resulta ser un coste econdmico a costo.

El agua pasa de ser un bien natural a ser un bien econémico cuando ofrece sufi-
ciente grado de regulacién, de acuerdo con el correspondiente tipo de aprovechamien-
to. Su valor econémico difiere segin que el paso de recursos naturales a disponibili-
dades se apoye tan s6lo en la regulacién natural o ésta resulte mejorada por la accién
del hombre.

Tradicionalmente, pequefios barcos portugueses a remo y vela navegaban (no sin
riesgo) el Duero portugués, desde Oporto a la «raya espafiolas. Por esa via llegaron
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a Wellington cafiones y suministros que hicieron posible la derrota de las tropas fran-
cesas en Arapiles, junto a la capital salmantina. Pero los esforzados marineros por-
tugueses, que monopolizaban el reducido trifico de mercancias con Espafia por esa
zona, y ¢l mds importante y préspero de transportar los afamados vinos de Oporto,
sabian perfectamente que, a pesar de su pericia y arrojo, su Duero s6lo podia na-
vegarse (con su correspondiente tributo de vidas humanas) en época de aguas
medias nunca con aguas altas (que inundaban periédicamente el barrio marinero de
Oporto), ni con aguas bajas (cuando se acrecentaban los peligros de un irregular
fondo rocoso).

El Duero internacional fue siempre infranqueable y sus «hoces» pricticamente
inaccesibles, hasta que se construyeron los actuales embalses hidroeléctricos a lo largo
de todo el tramo, que han hecho posible una frontera transversalmente més permeable.
La regulacién introducida por tales embalse, junto a los correspondientes a las centra-
les de agua fluyente construidas en el Duero portugués (equipadas con esclusas), han
logrado hacer de la navegacion en dicho tramo una actividad econdmica normal, bo-
rrando su cardcter de arriesgada aventura y abriendo ciertas posibilidades al desarrollo
de un turismo con base en la navegacion fluvial de recreo.

En un pais como Espaiia, donde en amplias zonas geograficas nuestros rios no son
otra cosa que cauces de avenida, sembradores de destruccion y de muerte, sus aguas
dificilmente pueden tener un valor econdmico positivo, puesto que la regulacion na-
tural es minima; en especial (nuestros rios también «veranean») si el agua desaparece
en el estio. ;Cuantos Rio Seco y Rambla Seca, Arroyo Seco refleja nuestra toponimia?
Entre nosotros, la regulacién de nuestros rios es condicién indispensable para que sus
aguas adquieran plena consideracién de bien econémico, capaz de recibir una valora-
cidn positiva.

Dirfamos mds: positiva no sélo desde el punto de vista econémico, sino también
en los campos de la ecologia del medioambiente natural y social.

Las aguas (tal como aqui se consideran) juegan en la economia bajo tres aspectos
principales:

I. Satisfaciendo directamente necesidades humanas de cardcter primario, como la
bebida y la higiene. Asf ha sido desde el principio de los tiempos y, cuando
ya las sociedades humanas alcanzan un cierto grado de organizacién, aparecen
actividades directamente ligadas a satisfacer las correspondientes demandas.
Fueron en principio los «aguadores», que aseguraban la conexién entre las
fuentes y los domicilios; lo son hoy, los sistemas de abastecimiento, que bus-
caron asegurar un servicio tecnificado de disponibilidad inmediata de agua, de
calidad superior a la ofrecida por la propia naturaleza y sin restricciones en la
demanda,

2. Aportando un factor de produccién, absolutamente necesario en multitud de
procesos. Desde el riego de cultivos, en climas o periodos secos, a cubrir las
necesidades de bebida del ganado o los requerimientos de miltiples industrias,
como «input» imprescindible en los correspondientes procedimientos fabriles
(incluidas las necesidades de refrigeracién). Tales necesidades pueden hacer
referencia tanto a aspectos cuantitativos como cualitativos. Aunque los prime-
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ros sean, con mucho, los mds importantes, los segundos no son en modo
alguno despreciables para la mayor parte de los procesos productivos; y en
algunos casos son dirimentes para decidir sobre la localizacién Optima de una
industria en concreto, (Por ¢jemplo, la de fibras artificiales que tanted primero
su localizacién en Valladolid con aguas del Canal de Castilla y cambié su
turbiedad por las aguas cristalinas del Ebro en Miranda)

3. Obligando a ciertas actividades econémicas relacionadas con el agua, en que
ésta no tiene estrictamente el cardcter de bien de consumo ni el de bien de
produccién. Son, en general, las ligadas mds directamente a la calidad de vida,
y sus objetivos pueden ser tanto cuantitativos como cualitativos, y estar cen-
trados en cuatro alternativas fundamentales; utilizacién, conservacién, correc-
cién o eliminacidon.

Creemos que no hace falta insistir en los aspectos 1 y 2, pero quizés no sea ocioso
dedicar algunos comentarios al 3, por su presunto cardcter marginal de costo sin con-
trapartida estrictamente econémica.

Hasta la segunda mitad del siglo XX, la ingenieria hidrdulica se enfrentaba a
nuestras lagunas, marismas y humedales de todo tipo como si fueran un error de la
naturaleza, que fuera preciso corregir en honor al progreso.

Con una visién excesivamente economista se abordaba su desecacion para aumen-
tar la superficie cultivable; objetivo al que el Estado prestaba su mejor apoyo (conce-
siones, ayudas, etc.). Asi se desecaron, entre otras, la laguna de La Janda, la de la
Nava, la de Ginzo de Limia y estuvo a punto de serio la de Sarifiera y bastantes y
conocidas marismas (en especial en el Guadalquivir) y albuferas litorales.

Con una visién que entonces se calificaba de social, pero que también tenia mo-
tivaciones econémicas, a las cldsicas transformaciones en regadio fueron bien pronto
incorporadas unas localizadas campafas de lucha antipaliidica: como bien recogen,
por ejemplo, las publicaciones pioneras de nuestras Confederaciones Hidrogréficas. La
medicina preventiva aplicada se vié pronto acompafiada por la mejora tecnolégica en
el disefio de los propios regadios, complementando la red de acequias menores (iinica
contemplada por el agricultor cuando debfa construirlas a su costa) con una red de
cauces de drenaje, azarbes y desagiies, correctamente proyectados para reducir el es-
tancamiento de las aguas. Se mejoraba asi, ademds, la productividad del suelo y se
reducia la prevencion (a veces fundada) del agricultor de secano para aceptar la trans-
formaci6n en regadio, e incluso para utilizar las tierras en los nuevos cultivos.

En uno y otro caso, el objetivo final era la eliminacién de las aguas, para lo cual
era preciso hacer frente a los costos correspondientes (Por cierto, que es lo tinico que
hacen los holandeses en la hidrdulica de sus «polders»)

La alternativa de correccién se refiere, tanto a actuaciones sobre la cantidad de
agua disponible en los correspondientes tiempos y lugares, como sobre aspectos rela-
cionados con la calidad de la misma; pero también con el propio entorno inmediato en
el que el agua discurre o permanece.

Bajo esta consideracién cabe plantear aspectos tan singulares como:
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— los embalses de regulacién constituyen inversiones innecesarias (y sus gastos
de explotacion, costos no evitables) para acercar nuestros rios al «patron medio
centroeuropeos en cuanto a variabilidad de caudales. No es correcto que la
Unién Europea, pretenda imponernos el llamado «principio de recuperacion
integra del coste»; como pago por el usuario, que incluye incluso los de gestion
por parte de las administraciones piiblicas (y la constitucién de reservas de
autofinanciaci6n para futuras mejoras y ampliaciones). En especial si, en nues-
tro caso, es preciso incluir, en el mismo, los costos de regulacion que no son
precisos en el escenario centroeuropeo. Mantener, por un dia mds, la vigencia
de nuestro muy legal y muy apreciado (por la Administracién) canon de regu-
lacién® es un profundo error y un grave obsticulo a la errecta homologacidn de
nuestro escenario hidrdulica en el contexto de una Directiva Comunitaria como
la propugnada.

— las necesidades de depuracién de las aguas usadas o residuales raramente sc
justifican por los limites de calidad admisibles correspondientes a sus posterio-
res utilizaciones como bien econémico estricto, incluso bajo una visién amplia-
da que tomara en consideracion, por ejemplo, los costos evitados en el campo
de la salud, o los beneficios econémicos del uso recreativo de los cursos o
masas de agua receptores. Pero el tratamiento y depuracion de las aguas usadas
(prefiero este nombre al de residuales) constituye una actividad econémica, en
la que éstas constituyen un inpur y las ya tratadas el output del correspondiente
proceso productivo.

La alternativa de conservacién ha irrumpido con fuerza en la valoracion de fines
sociales en nuestros dias. Bajo versiones distintas —no ya concordantes sino tan si-
quiera convergentes—, parece existir un clamor (en ocasiones justificado) a favor de
la conservacion de la naturaleza, lo que implica la conservacién del agua, porque sin
agua s6lo puede existir una naturaleza muerta (y no es ésta la que mds preocupa en
todo caso)

Tal como recoge nuestro refranero las intenciones suelen ser buenas, pero no se
puede asegurar lo mismo de las acciones, sobre todo cuando éstas se reivindican desde
posturas radicales, escasamente racionalistas y en muchas ocasiones, absolutamente
utépicas. Dado que la naturaleza original de las cosas no es perfecta ni inmutable por
si misma, nuestra postura no puede traducirse en un conservacionismo a ultranza,
cuando no en una verdadera recreacion de una naturaleza sofiada, sin consideracién
a los costes (econdmicos y no econémicos) de tal actitud vital.

Bajo la Gptica de la conservacion, el agua constituye un bien econémico en cuanto
hace necesaria una actividad econémica para el logro de un fin predeterminado; ya se
trate de compatibilizar los usos agricolas y los ecol6gicos (aves migratorias) en el
dmbito de la Laguna de Sarifiera, de realimentar artificialmente las Tablas de Daimiel,
o de restaurar o proteger determinados humedales.

Finalmente, la alternativa de utilizacién en los aspectos relacionados con la calidad
de vida, encierra también actividades econdmicas necesarias y, en principio, altamente
diversificadas. Limitdndonos a exponer una primera «lista informativa», ésta recogerfa
aspectos tales como;

* Al menos en su forma actual,



— tratamiento de mdrgenes fluviales.

— utilizacion turfstico-deportiva de cursos de agua y embalses (en especial nave-
gacion y pesca) asi como de los espacios colindantes,

— creacién de liminas de agua para la revalorizacién de espacios de ocio.

— conservacioén y restauracién del patrimonio hidrdulico de cardcter histérico-
artistico.

— realizacion de actividades espeleoldgicas, en cuanto correspondan a formacio-
nes que siguen siendo modeladas por el agua.

LA ECONOMIA DEL AGUA

Como todo bien econémico el agua tiene un precio, sin que éste deba ser, forzosa-
mente, un precio de mercado. Tal precio puede tener el cardcter de pura renta de escasez
andloga a la cldsica y bien conocida renta de la tierra, o corresponderse, preferentemen-
te, con el cémputo de los costos en que es preciso incurrir para convertir el recurso
natural agua en disponibilidades reguladas, ttiles para alcanzar los objetivos fijados
respecto a su utilizacién (de acuerdo con la vieja tesis ricardiana). En uno y otro caso, la
primera interrogante que se presenta es, ni mas ni menos, que la de establecer quién debe
pagar el precio del agua. Ya se ha indicado que la postura de la Unién Europea, segtin la
iltima versién (por el momento) de su Directiva Marco sobre el Agua, mantiene el prin-
cipio de la «recuperacién integra del coste a través del pago por el usuario». Pero aun
aceptando tal principio, sin o con la correccién ya apuntada de nuestras singulares nece-
sidades de regulacién y las de reequilibrio hidrdulico entre cuencas, el problema no que-
da resuelto, en tanto en cuanto no se identifiquen correctamente los usuarios ¥y no se
cuantifiquen adecuadamente los costes monetarios (costos),

A mi modo de ver, el concepto de wsuario no debe aplicarse restrictivamente,
limitdndolo al primer utilizador del agua, sino que en tal categoria deben entrar, ob-
Jetivamente, todos los beneficiados por el uso, tanto directo como indirecto, de las
disponibilidades hidrdulicas. Para los beneficiarios directos existen soluciones correc-
tas (o cuando menos objetivas), estudiadas para el caso de aprovechamientos hidrdu-
licos de fines muiltiples, tales como los recogidos en los trabajos del Simposio Inter-
nacional Agua Siglo XXI, celebrado en Madrid en septiembre de 19807,

Sin entrar, por puras razones de espacio, en la evaluacién de los costos, centrare-
mos la atencién solamente sobre los beneficiarios, y con referencia a aprovechamientos
hidraulicos construidos, «prima facie», con una sola finalidad concreta. Lo haremos,
simplemente, enunciando los interrogantes a responder en los siguientes casos tipicos,
escogidos a titulo de ejemplo:

— Embalse hidroeléctrico puro.

La Administracién o Administraciones Piiblicas establecen, en los pliegos de con-
diciones de la correspondiente concesién, una serie de restricciones y condicionantes

" Precisamente el autor de este artfculo fue relator general de las ponencias y comunicacio-
nes presentadas sobre dicho tema,
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que, en general suponen un coste extra para el concesionario; generalmente sin otra
compensacién econémica que la inherente al propio hecho concesional. La singulari-
dad de cada «cahier de charges» (como dirfan los franceses) no permite apreciar si
existe 0 no un tratamiento coherente con las formas de uso del agua, con las posibi-
lidades de usos sucesivos de los caudales turhinados, o con los efectos desiguales de
las distintas formas de explotacion.

Nuestro famoso y tradicional canon de regulacion no tiene la misma justificacion
en su aplicacién a una central fluyente, a la que se garantice «de verdad» un minimo
de caudal, que a otra (que atin las hay) que funcionen por furbinadas, a partir de una
minima capacidad de embalse propio, o que a la gran central con una capacidad de
embalse suficiente para asegurar su propia regulacién de caudales. En pura equidad, la
asuncién de costos no deberfa ser la misma para una central dotada de contraembalse
de regulacion, que para otra que carece de ¢l y ademis trabaja en un régimen de
energia de puntas.

— Embalse para riego.

En una primera apreciacién podria pensarse que, tratédndose de un uso consuntivo,
no debe caber duda en la imputacién plena de los costos al regante. Para no caer en
tal simplificacién, podemos recordar aspectos tales como:

 La utilizacién del embalse para asegurar, aguas abajo, la permanencia de un
caudal ecolégico minimo predeterminado, no asegurado por el rio en su estado
natural (caudal detraido al riego)

» La utilidad de las aguas infiltradas en las zonas de riego, respecto a la alimen-
tacién de acufferos (que aprovecharin otros), o a la conservacion de niveles
fredticos (de utilidad para terceros)

« La superficie regada (y por tanto el caudal total utilizado) no puede ser estric-
tamente imputados a la existencia y forma de explotacién del embalse. La fun-
cién de éste es introducir un elemento de regulacion que permite incrementar la
superficie regable con los caudales disponibles con el rio natural (sin regulacio-
nes aguas arriba), que no tienen por qué ser forzosamente nulos,

 El embalse, como elemento de regulacién, aumenta la seguridad y la garantia de
que los terrenos situados aguas abajo no sean dafiados (o lo sean menos) por
riadas e inundaciones. Frente a esa ventaja, la desventaja de que lo sean por
causa de una rotura de la presa aparece como casi despreciable en términos
puramente estadisticos,

« Todo embalse y toda zona de riego inducen unos microclimas que, en general,
mejoran la calidad de vida en las zonas esteparias dridas y semidridas en que se
localizan preferentemente. Por otra parte, el uso del agua en actividades produc-
tivas o de ocio, aumenta el nivel de vida de la zona y favorece un desarrollo
sostenible al facilitar los pertinentes cambios estructurales,
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— Embalse para abastecimiento,
En lineas generales sefialaremos, por ejemplo, los siguientes puntos:
* Identificacién con el aspecto antes expuesto relativo al caudal ecolégico.

* Las aguas devueltas a los cauces, si son adecuadamente depuradas (como resulta
obligado), pueden mejorar los caracteres fisicos y quimicos de las aguas natura-
les a las que se adicionan, aportando un impacto favorable sobre el medio fisico
y social (vuelve el salmén) ;Su costo debe ser imputado sélo al consumidor
urbano?

* El abastecimiento de las grandes ciudades introduce un peculiar elemento de
regulacién dada la reducida variabilidad estacional de las correspondientes de-
mandas. Ciertamente supone la introduccién de un embalse virtual de regulacién
en el sistema general (caso de Madrid, por ejemplo).

Con estos apuntes queda de manifiesto que, en puridad, no existen aprovechamien-
tos hidrdulicos que, en su explotacién, puedan considerarse como correspondientes al
modelo econémico teérico de la produccién simple, encaminada a la obtencién de un
producto concreto y en el que el resto de los posibles outputs se consideran subpro-
ductos sin valor econémico, cuya eliminacién comporta unos costos adicionales en la
mayor parte de los casos. En la economia del agua, las externalidades (positivas o
negativas) tienen un indudable valor econémico, y por ello toda infraestructura hidriu-
lica de cierta importancia se corresponde con el tipo de aprovechamiento hidrdulico de
fines multiples, aunque el uso principal haya sido el dnico tomado en consideracién el
decidir sobre su construccién.

Por tanto, no vale la pena tratar especificamente aspectos mds concretos concer-
nientes a otros tipos de embalse como de los de regulacién pura o los destinados al
abastecimiento. Sea cual sea su objetivo principal, siempre se alcanzan, o pueden
alcanzarse con una correcta explotacién, fines miltiples, que tienen una valoracién
econdémica y un valor social. Ambas valoraciones dependerin de las condiciones na-
turales del entorno en que el embalse actia (cualquiera que sea la forma) sobre la
disponibilidad de los recursos hidriulicos existentes.

La caracteristica mds relevante e influyente sobre el valor del agua es la correspon-
diente a su escasez. Asi, con cardcter general, serd un bien més preciado en las dreas
geogrificas de clima desértico o semidesértico que en las de clima himedo: En razén
de su escasez absoluta en el caso de las primeras. Para las segundas el problema puede
ser, por el contrario el exceso de recursos y su falta de regulacién natural, que se
pueden traducir, facilmente, en fuente de dafios, cuya superacién, mitigacién, o simple
asuncion, otorga al agua un valor negativo en su estado natural, lo que confirma su
cardcter absolutamente singular como bien econémico,

Sin embargo, tienen ain mds importancia (salvo casos extremos) las circunstan-
cias de escasez relativa. Se entiende por tal la calificacién resultante de la compa-
racién entre las disponibilidades del agua, que constituyen la oferta de agua posible
como bien regulado natural o artificialmente, y la demanda de agua, globalmente
considerada para usos productivos o ambientales. Esta se integra por tres tipos de
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demandas diferenciadas: la demanda efectiva, la demanda potencial y la demanda
opcional.

La demanda efectiva viene dada por los volimenes precisos para el adecuado
servicio de los aprovechamientos existentes: regadios, abastecimientos, usos industria-
les, ete. La demanda potencial es la adicional previsible, en las dreas del desarrollo
econdmico y del desarrollo social, para las zonas de posible abastecimiento en térmi-
nos de viabilidad técnica y de deficiencia econémica. La demanda opcional correspon-
de bésicamente a la posibilidad de una utilizacién ecol6gica, o en actividades de ocio,
de los recursos hidraulicos existentes,

Establecer un correcto balance oferta-demanda de recursos hidrdulicos precisa
tomar en consideracion aspectos tales como:

— Las disponibiliddes constituyen, en cada momento la oferta efectiva. Transfor-
mar recursos en disponibilidades siempre supone un coste y, en general, un
costo (coste econémico) que alguien debe asumir,

— La demanda efectiva o actual no puede entenderse desligada de su correspon-
dencia con los distintos precios del agua soportados por los demandantes. La
demanda puede ser muy rigida (por ejemplo en abastecimientos) y mds eldstica
(respecto al precio) en otros usos (por ejemplo en regadios)

— La demanda potencial puede analizarse en condiciones de precio andlogas a las
presentes, a niveles distintos de precio que no superen el precio de fuga corres-
pondiente a demanda nula, o bajo el principio de asuncién total de los costes
por el usuario principal (y siempre bajo la éptica de que el agua demandada
constituye un input en los procesos selectivos.)

— La demanda opcional aparece una vez superadas situaciones de necesidad
extrema, o es impuesta en razén de prioridades sociales o politicas, Las dispo-
nibilidades detraidas de otros usos, o que precisen de regulacién adicional para
el servicio de esta demanda, representan un coste que no puede dejar de ser
asumido,

— En economia del agua las demandas no se traducen fntegramente en consumaos.
Estos son méaximos en el caso de los regadios y minimos (nulos) en aprovecha-
mientos hidroeléctricos. Los retornos de agua se incorporan a los recursos
aguas abajo (y a los acuiferos), y plantean problemas de pérdida de calidad del
agua que deben ser abordados y resueltos entre limites razonables

JQUIEN PAGA EL PRECIO DEL AGUA?

La primera y mds inmediata contestacion es que el precio del agua, entendido
como coste a asumir por su disponibilidad y uso en cantidad y calidad adecuadas, es
soportado por el conjunto de la sociedad. Pero ésta no es una respuesta esclarecedora
y, por ello, la pregunta puede plantearse bajo dos alternativas:

(Debe el usuario principal pagar un precio que cubra la totalidad de los costos?

47



¢Debe la sociedad como tal (y en su nombre las Administraciones Publicas) asumir
parte de dichos costos?

Responder a ello nos lleva al tema general de cémo deben financiarse y explotarse
las infraestructuras generales, lo que no puede caber en los estrechos limites de este
discurso. Pero, sin embargo, si podemos aportar algunas dreas de reflexién para el
futuro.

Histéricamente, tales infraestructuras se realizan por decisién del poder Piiblico;
como graciosa donacién, de una parte, y, de otra, como obligacién impuesta respecto
a su financiacién o a su misma construcci6n (prestacion obligatoria). Hay una contra-
partida compensatoria a favor de quienes, con una u otra justificacién, mantienen la
titularidad de la infraestructura, la cual se traduce en la percepcién de portazgos, a
pagar por los usuarios de las mismas, en el mds conocido caso de los caminos y
carreteras.

Llegado el siglo XIX se produce en Europa, no sélo el triunfo del liberalismo, sino
una verdadera revolucién conceptual respecto al binomio individuo-sociedad, que lleva
a muiltiples revisiones en el tratamiento y consideracién de las infraestructuras; bajo
formas curiosas cuando no contradictorias. Se favorece, por ejemplo, la permeabilidad
territorial con la prohibicién que se impone en relacién al cobro de portazgos, incluido
el «derecho sefioril», existente por ejemplo en relacién al vado para el paso del Duero
en Vadocondes (Burgos). Se promueve entre tanto, la construccién de caminos y fe-
rrocarriles, por particulares, como negocio industrial, tal y como reflejara, hace cien
afios, el ilustre ingeniero de caminos D. Pablo de Alzola en su «Monografia de los
caminos de Vizcaya»,

A lo largo del siglo XX las sucesivas crisis econémicas y los procesos inflacionis-
tas agudos van a ir echando en manos del Estado —como administrador de la socie-
dad—, no s6lo la carga, méds o menos plena, de las infraestructuras, sino también de
sectores y empresas industriales en crisis, ampliando (incluso en exceso) el concepto
de servicio piblico. Limitdndonos a Espafia y centrindonos en las infraestructuras
hidriuleas, en torno a la mitad del siglo el Estado rescata (previo pago), por ejemplo,
los canales del Esla y del Henares, se introduce en el campo de la hidroelectricidad
(ENHER, es un caso) y plantea distintas personalidades juridicas sucesivas para el
Canal de Isabel II (también como ejemplo).

En el mismo umbral del siglo XXI la filosoffa econdmica prevalente ha entroniza-
do al mercado como nueva «Diosa de la razén», que arriesga conducir a una pandemia
generalizada, s6lo contenida por las ain imprecisas (y atin mas discutidas) limitaciones
impuestas en razén de la persistencia ineludible de una forma politica nueva: el Estado
de bienestar.

La «contaminacién» (si asf puede llamarse) alcanza en especial a la Unién Euro-
pea, tal como queda expuesta en su Libro Blanco sobre «Tasas equitativas por la
utilizaci6n de infraestructuras», con relacién a las infraestructuras de transporte, o en
el contenido de su Directiva Marco sobre el Agua, manteniendo el principio de recu-
peracidn integra del coste, en el que llega a incluir, incluso, pagos por el usuario para
la constitucién de reservas para futuras mejoras y aplicaciones.
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El peligro que encierra tal principio es el de la ticita reduccion de la consideracion
de usuario al usuario principal o bisico, con olvido de los beneficiarios colaterales y
de la misma sociedad en su conjunto. Aquel ha de pechar con costos (incluidos los
«financieros virtuales») que responden a:

— Necesidades de regulacién para que nuestros rios sean homologables hasta cier-
to punto, con los centroeuropeos y resulte razonable la aplicacién de una nor-
mativa comtn sobre precios del agua.

— Servicio a demandas ecoldgicas, que benefician realmente al conjunto de la
sociedad (incluyendo las derivadas de la civilizacion del ocio)

— Imposicién de condiciones severas sobre la calidad de los vertidos y las aguas
infiltradas a los fredticos; cuya demanda para abastecimiento (la de estas ulti-
mas) es mucho menor que en el resto de Europa.

— Gratuidad social de las externalidades favorables.

COMENTARIO FINAL

Profundizar en los aspectos concernientes al precio del agua rebasa con mucho los
limites de esta aportacién personal al tema bésico de consideracion del agua como bien
econémico. Nuestras reservas intelectuales son méximas si se quiere considerar el
precio como un simple precio de mercado y aun mis si para ello se produce una
revolucionaria privatizacién del agua, alterando, sin limitaciones, su cardcter de bien
social, objeto de concesién reglada y especifica, como la que se plantea actualmente
en Espaiia con el llamado «mercado del agua».

Pero, aunque siempre guste personalmente de recordar a Kipling, yo no diria que
«ésa es otra historia», mds o menos tan transcendente que las del pasado. Es la historia
inquietante ¢ imprevisible de la economia del agua en Espaia, al inicio del siglo XXI
y en el seno de la Unién Europea.
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PASADO, PRESENTE Y FUTURO DE LA ECONOMIA
DEL BIENESTAR *

Jost GonzALEZ Paz

LA RAIZ DEL PROBLEMA

La locucién economia del bienestar, concita hoy un conjunto disforme de posicio-
nes encontradas en el campo de la politica, que no se fundamentan en la existencia de
defensores y detractores de tal concepto, sino en las divergencias profundas en lo que
unos y otros entienden, al respecto, sobre su propia esencia y sobre las posibilidades
o limites de su realizacién practica.

El problema estriba en que algo que nace como una elaboracién intelectual dentro
de la ciencia econémica, resulta pronto prohijado por la accién politica, para actuar
como banderin de enganche en la captura de votos populares, con la caracteristica de
una idea fuerza, que pronto va a perder lo que pudiera haber tenido de precision
académica, para cubrir, bajo su manto, todo un multiforme conjunto de interpretaciones
subjetivas e interesadas.

La economia del bienestar aparece todavia con la frescura de lo nuevo y hasta de
lo novedoso, y hasta alcanzar, para muchos, la categorfa de un derecho natural, de
algo que le es debido al hombre por parte de la sociedad y, sobre todo, por la orga-
nizacién politica de la misma. En tal sentido, puede aparecer como la antitesis de la
economia de mercado, tomando el relevo al suefio fracasado de una economia socia-
lista, cuyo paradigma era la consecucién de una sociedad sin clases y absolutamente
igualitaria,

Discurrir, aqui y ahora, sobre los problemas de la economia del bienestar es
empresa ardua, que no puede ser abordada con todo el rigor necesario, pero que espero
eshozar, al menos, para que cada cual pueda plantearse una reconsideracion de su idea
personal sobre la misma; y desentrafiar algo de lo que se esconde en las batallas, tantas
veces innobles, de los que utilizan tal expresién como arma arrojadiza.

No intentaré convencer a nadie de cual debe ser la acepcién correcta, como paso
previo a discurrir sobre la viabilidad y sostenibilidad del nuevo paradigma, sino que

# Conferencia pronunciada el 24 de marzo de 1999,



mi disertacién quiere engarzar un conjunto de reflexiones que faciliten su contraste,
permitiendo separar lo fundamental de lo accesorio, lo estructural de lo coyuntural, lo
permanente de lo oportunista. El que nadie ose declararse contrario al logro de la
economia del bienestar, como objetivo politico central, no puede traducirse en que
todos tengamos que rendir acatamiento a cualquier interpretacion que quiera darse a lo
que significa tal modelo.

El concepto al que nos enfrentamos no es univoco, ya que al entrar en el lenguaje
de la calle se ha cargado de subjetivismo, para transformarse en una idea proteica,
capaz de recibir muy distintas interpretaciones personales.

EL PASADO

Cierto es que las «nuevas ideas» eclosionan muchas veces como las flores, en un
momento y en unas condiciones determinadas del entorno. Toda flor tiene su antece-
dente en una semilla, a veces diminuta, que contiene en potencia todo su futuro esplen-
dor. Cuando una idea se acufia en el campo cientifico toma también sustancias del
pasado: los bien conocidos antecedentes.

Recuerdo, al respecto, la postura cldsica de un ilustre ingeniero de minas espafiol
que, al recibir el encargo de redactar un informe técnico sobre las posibilidades de
explotacién minera de una determinada zona o criadero, inquiria siempre del deman-
dante si debia o no remontarse al tiempo de los romanos, a efectos de complementar
la investigacién técnica requerida con otra de cardcter histérico, que a veces resultaba
tan esclarecedora (ni no mds) que la primera.

No seguiré las huellas de tal proceder, pero ello no es 6bice para dejar claramente
sentado que el bienestar econdmico aparece como objetivo politico antes incluso del
nacimiento de la ciencia econémica; aunque su formulacién correcta haya de esperar
4 la aceptacién plena de las tesis individualistas que fundamentan la teoria del con-
sumao.

Hasta los manuales de historia suelen recoger algunas expresiones laudatorias para
aquellos buenos gobernantes que mostraron claros signos de preocupacion por el bien-
estar de sus pueblos y supieron obrar en su favor. Las nuevas corrientes historiogri-
ficas bucean en el esclarecimiento de cémo se desenvolvian las sociedades de las
distintas épocas y periodos; buscando la superacién a los viejos centones, organizados
como meros recordatorios de fechas y lugares de las batallas mds sefialadas, sucesiones
de monarcas y gobernantes, proclamacién de leyes y edictos, entronques dindsticos,
revoluciones y algaradas, independencias y vasallajes, descubrimientos y conquistas,

Sin embargo, cuanto mds atrés se lleva la investigacién se encuentra menos infor-
macion fidedigna sobre lo esencial y profundo de las situaciones sociales frente a los
distintos rastros de lo epidérmico, e incluso epitelial, del acontecer politico. De todas
formas hay una tendencia genealizada a tratar el bienestar del pueblo como una
circunstancia aleatoria, que se da en determinados momentos y circunstancias y que se
identifica, més bien, con la ausencia de situaciones del malestar endémico que pueden
ir desde la inseguridad en la conservacién de vidas y haciendas frente a terceros, a la
sucesion de hambrunas ciclicas.
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Pero el pueblo es algo asi como el coro de las tragedias griegas: el eco que recoge,
repite y amplifica los sentimientos de los personajes que cuentan al fin y a la postre.
Los actores de la politica tienden a confundir el bienestar de todos con el poder y la
gloria de la nacién; lo que constituye una grosera aproximacion al tema cuando no es
un error profundo en cuanto se fundamente en el sacrificio del pueblo. Sélo cuando tal
situacién se hace insostenible y se producen motines, algaradas o revoluciones, aparece
claramente que el esplendor de cortes y gobernantes se ha cimentado sobre el malestar
del pueblo.

Por otra parte, los gobernantes tienden a asumir la tarea de definir el nivel de
bienestar que debe corresponder al comtn de los mortales en una sociedad prictica-
mente petrificada, cuyos cambios son lentos y casi imperceptibles, al no superar el
4mbito de un muy reducido nimero de venturas o desventuras individuales, que son la
excepeién en el devenir de sociedades estamentalizadas. Si nos referimos ya al bien-
estar econémico, el buen gobernante estard satisfecho de asegurar, en condiciones
normales, el nivel tradicional de abastecimiento de su pueblo, entendido globalmen-
te; en modo alguno con cardcter individual, por cuanto el individuo correrd su propia
suerte, salvo la ayuda que en casos extremos pueden proporcionarle la caridad y la
beneficencia.

Cuando ya en ¢l siglo XIX la economia empieza a estructurarse como ciencia
formalmente desligada del conjunto genérico de las ciencias morales, se produce un
abandono del fin del bienestar econémico como objetivo diferenciado dentro de la
accién politica. La economia clasica, en su formulacién mds independiente, acepta el
principio de que el libre mercado asegura el 6ptimo social. Su formulacion més rigida
se alcanza con el éptimo de Pareto, que incorpora la sublimacién del individualismo
al establecer que cualquier cambio en las condiciones econémicas preexistentes se
alejard del éptimo en cuanto tenga un efecto negativo sobre alguno de los sujetos
intervinientes.

No cabe duda que el liberalismo econémico representd un golpe de muerte para
¢l viejo orden econémico, en cuanto éste tenia de paternalismo social. Se excedio en
cuanto supuso la entronizacion del individuo como centro del quehacer econémico y
sujeto de la economia, desplazando la vieja consideracién mercantilista del Estado
como sujeto principal. Basta, a este respecto, recordar el titulo de la obra capital de
Adam Smith: la riqueza de las naciones.

En el nuevo paradigma es el hombre aislado el centro del universo econémico, el
sujeto por antonomasia, Habrd que esperar a la lenta crisis del sistema capitalista para
que se produzcan sucesivas revisiones de sus mds firmes principios de cardcter fatalis-
ta, como la ley de bronce del salario, o los que Malthus querfa obviar con un control
de la natalidad basado en principios morales, retomando la economia al viejo tronco
de donde saliera.

El hombre recupera su cardcter de ser social, sin abdicar de su individualismo, y
la politica econémica empieza a ponerse al servicio de la sociedad y no sélo del
Estado. Los adelantos de la ciencia estadistica facilitan la medida en términos cuanti-
tativos, de lo que hasta entonces era poco mds que un sentimiento difuso, sacudido
ciclicamente por crisis de insatisfaccion generalizada, que solian llevar a situaciones
extremas de inestabilidad politica o de revueltas sociales.
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Por diferentes caminos (incluso revolucionarios) se manifiesta una preocupacién
creciente por la perecuacién sociedad-bienestar en el campo de lo material, fuera de
la forzada economia de la continencia, caracteristica de siglos anteriores. El bienestar
econémico no se limita ya a la ausencia de carencias que afectan a la propia supervi-
vencia, sino que puede medirse en funcién de los bienes econémicos a disposicién de
la sociedad.

Aparece asi una consideracién monista del bienestar econémico, que trata de
medirle a través de la renta y su distribucién personal, aun cuando ésta ultima no logre
superar, en ocasiones, la consideracién referente a distintos grupos sociales, como una
aproximacion mds facilmente alcanzable. En segundo lugar, la economia (como ciencia
y como politica) se concibe como un instrumento necesario para el bienestar social o
general, del que el bienestar econémico se considera como una parte del mismo.
Desde luego una parte fundamental, al menos en la sociedades occidentales.

La distribucién de la renta entre los distintos sectores de poblacién se presenta,
pues, como el punto crucial del problema, cuya resolucién se enfrenta a dos tipos de
soluciones. El primero pone el énfasis en el cardcter autoritario de la distribucién,
sustrayéndola a los automatismos del mercado; éste es, en lineas generales, el plantea-
miento del socialismo marxista que culminaré en la aparicién de las economias cen-
tralizadas, hijas de la revolucién rusa de 1917. El segundo salva el mereado como eje
central del acontecer econémico y trata de modificar la distribucién de la renta que se
produciria automdticamente, actuando sobre los pardmetros que rigen tal distribucion.

LA ECONOMIA DEL BIENESTAR COMO CIENCIA ECONOMICA

Es la obra de Pigou titulado Welfare Economics, publicada en 1920, la que intro-
duce formalmente el concepto de economia del bienestar. A partir de ahi la locucién
hace fortuna y se presta a multiples disquisiciones, e incluso desviaciones, en relacién
al pensamiento original de Pigou.

Para éste, el mayor bienestar econémico se afirmarfa en una sociedad que lograra
el cumplimiento simultdneo de los tres condicionantes que se exponen a continuacién:

— Una produccién tan alta como sea posible.
— Una distribucién tan igualitaria como sea posible.

— Una rectificacién de producciones rentables que acarrean perjuicios a algunos
grupos de ciudadanos,

Por lo tanto, el primer énfasis lo pone Pigou en la maximinacién de la Renta
Nacional, de acuerdo con los medios a disposicién de la actividad econémica; lo que
traslada el problema a su utilizacién plena y a la creacién de nuevos medios y mejora
de las condiciones productivas de los existentes. Se perfila aqui la economia de pleno
empleo.

Serd posteriormente Keynes, el que ponga de manifiesto el axioma de que se
produce para consumir, y el papel que, por tanto, ejerce el sostenimiento de la
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demanda efectiva en la consecucién del primer objetivo pigouviano. Pero el modelo
de Keynes es, ante todo, un modelo coyuntural, como reaccién a la gran Crisis
Mundial de los afios 30, que se manifiesta, sobre todo, desde el lado de la demanda,
con una situacién que coexiste con la existencia de una importante capacidad
productiva ociosa. El planteamiento de Pigou es mds general, amplio y con conno-
taciones estructurales, en cuanto permite incluir actuaciones sobre los distintos
medios de produccién, y le entronca con los posteriores modelos de desarrollo eco-
nomico,

Las revisiones posteriores no afectardn al principio de la maximizacién de la pro-
duccién, sino al interrogante de si la Renta Nacional, con la metodologia concreta
para su obtencién, ofrece una valoracién correcta. Los iltimos perfeccionamientos al
respecto han sefialado la importancia de incorporar estimaciones complementarias re-
feridas a la economia sumergida, e incluso a reconsiderar el bienestar econémico
cmo una parte del bienestar general, aiadiendo para la valoracion de éste aspectos
ligados a la ecologfa (produzca o no diseconomias) y al tiempo de ocio (en contrapo-
sicién al de trabajo).

Los interrogantes que surgen en primer lugar se pueden sintetizar tal como sigue:

— No parece que el aumento de renta mejore siempre y automdticamente la dis-
tribucién de la misma. Sin embargo no faltan quienes ponen el acento en dicho
aumento, pensando que la distribucién mejorard, cualquiera que sea el sentido
con el que quiera entenderse tal mejora,

— Para muchos el objetivo de una distribuci6n igualitaria de la renta no pasa de
ser un sofisma, o, al menos, un apriorismo no cientifico.

— La correccién de ciertas producciones perjudiciales aparece como excesivamen-
te simplista, aunque tiene el mérito de suponer un adelanto de las actuales
preocupaciones ecolégicas.

Respecto a la relacién entre nivel de renta y su distribuci6n, las posiciones extre-
mas se pueden identificar por un lado, con la de Pareto para el que la distribucion
obedece a la correspondiente a la funcién:

Nx = AX™

en la que Nx representa el nimero de sujetos (o familias) en renta igual o superior a
X, mientras que A y o son dos pardmetros a ajustar en cada caso, de los que o venia
a tener (en su opinién) un valor préximo a 1,5 a los paises occidentales. Por otro, con
la que el Banco Mundial mantuviera a principios de los 60 en su Informe sobre la
Economia Espaiiola, al no aceptar requerimientos de reequilibrio territorial de la ren-
ta, defendidos por nuestras autoridades, sosteniendo que la situacién mejorarfa, por si
sola, a lo largo de un proceso continuado de aumento de la renta nacional.

Para ambas posturas carecerian de sentido politicas de redistribucion de la renta. En
un caso, porque la «forma» de la distribucion serfa practicamente permanente. En otro,
porque no habrfa razén para actuar cuando el proceso buscado seria un mero corolario
del desarrollo econémico.
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De aceptarse esta Gltima posicion cabria, sin embargo, formular una pregunta de
gran calado prictico: juna distribucién mas igualitaria cémo afectarfa al futuro creci-
miento de la renta?

Sin tiempo para profundizar suficientemente en el tema, baste sefialar que se tra-
taria de discurrir sobre las relaciones entre tres principios distintos, que podrian infor-
mar, distintas politicas de redistribucién de la renta. Estos son los de justicia, equidad
y eficiencia.

Para muchos, el principio de justicia lleva necesariamente al de igualdad, expre-
si6n que entronca con la més cldsica de las utopias socialistas. No es casual que a partir
de 1995 la Fundacién Argentaria empezara a publicar con periodicidad mensual y
bajo el titulo de IGUALDAD un Boletin Informativo del Programa de Estudios sobre
Igualdad y Distribuci6n de la Renta y la Riqueza, al tiempo que desarrollaba, con igual
titulo, todo un programa de publicaciones y patrocinaba la celebracién de varios Sim-
posios.

Otros, por el contrario, opinan que la igualdad se pone a la equidad, es decir, al
principio que defiende una relacién mds estrecha entre la distribucién del producto
social entre los distintos agentes econémicos en razén a su participacién efectiva en la
obtencién del producto; asi como en el principio racional de que serfa finalmente
injusto tratar como iguales a quienes por naturaleza, formacién y esfuerzo son clara-
mente desiguales.

Los mds preocupados porque los niveles de bienestar puedan crecer en el futuro,
opinan que el aumento en el tamafio de la «tarta» mejorard, sin duda, los efectos
positivos de cualquier politica de redistribucién. Bajo tal premisa, debe ponerse tam-
bién atencién en c6mo determinadas politicas redistributivas pueden afectar (positiva
o negativamente) a la eficiencia del sistema econémico; es decir, a aumentar, méis o
menos rdpidamente el «tamafio de la tartas.

LOS FUNDAMENTOS PSICOLOGICOS Y SOCIOLOGICOS
DEL BIENESTAR

La mds orrecta teoria del comsumo se fundamenta, sin duda alguna, sobre el
concepto econémico de utilidad de un bien como «su capacidad en orden a la satis-
faccién de las necesidades» y esta »forma de relacién» entre bienes y necesidades
expresa una valoracién profundamente psicolégica, ejercitada por el consumidor in-
dividual. Pero si la teoria econémica parte, en este campo, de la consideracién de
funciones de utilidad individual, los planteamientos macroeconémicos suelen hacer
uso (y aun abuso) de un concepto méds complejo y mas dificilmente aprehensible, salvo
simplificaciones que, muchas veces, le vacian en buena parte de contenido: la funcién
de utilidad social.

Es bien sabido que no existe unidad objetiva de medida para estimar la utilidad
individual, y que, por lo tanto, la funcién de utilidad social no puede obtenerse como
suma o integracién de utilidades individuales. Igual ocurre si se cambia utilidad por
satisfaccién, entendiendo ésta iiltima como una valoracién «a posteriori» del acto de
consumo, que, en puridad, podria estimarse como mds afin al concepto de bienestar.
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En el trinsito de la utilidad individual a la utilidad social, en bisqueda de una
regla adecuada para la prosecuci6n del éptimo social, la posicion mds respetuosa con
la libertad individual es la recogida en la revisién paretiana del 6ptimo social, que
le identifica como aquella posicién de los sujetos econémicos para la cual cualquier
modificacién supondria perjuicio (menor utilidad) para, al menos, uno de los mismos.
Pero tal concepeién no asegura la unicidad del 6ptimo social, porque, como bien
expone la teoria del cambio econémico, la posicion final «inamovible» (bajo el prin-
cipio del Pareto) puede ser diferente segin el «camino» por el cual la misma ha sido
lograda.

Las alternativas a lo poco fructifero del planteamiento de Pareto desde el punto de
vista de la economia social son:

— Utilizacién de funciones de utilidad social andlogas a las individuales «nor-
males», en cuanto a la forma, como mero instrumento explicativo,

— Llegar, a través de procesos més o menos identificados, a utilizar la renta como
un «estimador valido» de la utilidad social.

— Entender que los gobiernos estan capacitados para interpretar el concepto de
utilidad social, decidiendo aprioristicamente, o en cada caso, lo que conviene
a la sociedad. Ya sea bajo la forma de despotismo ilustrado, de socialismo
real, o de mero intervencionismo econdémico, el sistema puede funcionar, en
tanto en cuanto la sociedad se adhiera, acepte o aguante cualquiera de estos
«planteamientos dirigistas».

La «solucién paretiana» no puede entrar a juzgar sobre el nivel de bienestar de la
situacién de equilibrio. La «solucién autoritaria» se basa en juicios de valor de los
rectores de la economia y en la subordinacion de tales juicios a objetivos politicos, que
resultan en buena parte extracconémicos. La primera puede llevar a situaciones de
penuria de servicios sociales en medio de una sociedad opulenta, como algunos apun-
tan en el caso de Estados Unidos. La segunda puede llevar a la sociedad a carecer de
futuro a largo plazo (caso de las economias centralizadas), o a situaciones esquizoides
(caso de Cuba).

Aunque se mantenga incélume el atractivo ofrecido por la locucién economia del
bienestar, pocos conceptos han atraido mds la atencién de los estudiosos y mds han
sido objeto de sucesivas revisiones e interpretaciones. La mayor parte de ellas han
profundizado en el hecho de que ¢l bienestar econémico es tan sélo una parte del
bienestar general, aunque para muchos sea la mds importante.

Como ya hemos indicado con anterioridad, la valoracion mas restrictiva vendria
dada por el nivel de renta como indicador del nivel de vida, con la conveniente
inclusion, en la valoracién de la Renta, del porcentaje estimado para la incorporaciénde
la economia sumergida, como ya se apunta en muchos paises. De esta primera y burda
aproximacién se pasaria a afiadir un concepto adicional (o totalizador) que no es otro
que el de la calidad de vida, dificilmente cuantificable, sobre todo respecto a la
utilidad (o satisfaccién) derivada de los aspectos medioambientales, ya sean estos de
cardeter ffsico o de cardcter social. Por su parte la valoracion del ocio plantea otro tipo
de problemas
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Aunque no faltan los trabajos al respecto, sigue sin lograrse una correcta integra-
cidn econémica-ecolégica. Las posiciones extremas (y por tanto inaceptables) se en-
contrarian en el postulado decimonénico de que el deterioro medioambiental (de cual-
quier tipo) es un «peaje» que es preciso pagar en todo proceso de desarrollo; en el
objetivo de parar todo proceso de desarrollo aunque sea minimamente contaminante
(crecimiento cero, segiin el ya desprestigiado Club de Roma); o en la recuperacién
de una naturaleza preexistente o idealizada y una sociedad venturosa o desgraciada-
mente fenecida (como postulan ecologistas radicales y utopistas de muy distinta con-
dicién).

Por ello, parece mucho mds fructifero y prometedor abandonar la senda que, en
todo caso, nos llevaria al dificil y traicionero campo de la macroeconomia cuantitativa
(no simplemente expositiva), para transitar las diferentes «vias de actuacién» con que
la humanidad, en sus diversas épocas, ha tanteado alcanzar ese horizonte intuido del
bienestar econémico. Y si es posible (por razones de tiempo y lugar) no faltardn
algunas disgresiones complementarias enfocadas hacia el bienestar social, especial-
mente en los aspectos mds ligados al campo de la economfa.

LUCHA CONTRA LA POBREZA

Ciniéndonos al dmbito de la civilizacién occidental, no ofrece duda la aseveracién
de que la primera piedra en el camino hacia el bienestar econémico, a nivel social,
se encuentra en la lucha contra la pobreza, hasta el punto de que tal objetivo es, para
muchos, la «piedra angular» del edificio de cualquier politica prictica, cuyo objetivo
sea el logro de un mayor bienestar econémico. Mucho antes de que se acufiara el
término filantropia, la existencia (y sobre todo la persistencia) de la pobreza era
entendida como un mal social, combatible bajo la 6ptica de tres principios distintos:
caridad, beneficencia y solidaridad.

La caridad es, ante todo, en la civilizacién cristiana, una de las tres virtudes
teologales. En el orden que suelen exponerse es la tercera y tltima; pero también es
la tinica que incorpora, naturalmente, acciones volitivas para su ejercicio. La fe es un
don del espiritu (se tiene o no se tiene); la esperanza, un estado de 4nimo (poder
alcanzar lo que deseamos); la caridad, un auxilio, que se presta a las necesidades (no
la simple conmiseracién de una situacién).

La caridad ha sido ejercida tradicionalmente por la Iglesia (o las iglesias, para ser
mds preciso), pero no s6lo por sus organizaciones, sino también directa e individual-
mente por sus fieles. Yo he alcanzado a vivir en una sociedad tradicional en que las
familias mds conspicuas (aunque no siempre las mds ricas) tenfan sus propios pobres,
que solian acudir juntos, una vez a la semana, a recibir la correspondiente «caridads,

Mi experiencia personal se centra, sobre todo, en el 4ambito rural y resulta curioso
el hecho de que, en general, eran los propios «pobres» los que elegian la familia
protectora y cuidaban, entre todos, que no se colaran intrusos. Desde generaciones
anteriores, la costumbre habia hecho nacer un «derecho», que se ejercia con modestia
(aunque no siempre) por ambas partes y que era objeto de transmisién hereditaria, si
no se producian cambios de fortuna; y aun parece que, en ocasiones, podia ser objeto
de compraventa.
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Junto a la caridad apareci6 luego la beneficencia, sin que se diferenciaran clara-
mente las fronteras entre una y otra; hasta el punto de que muchos «establecimientos
benéficos» se identificaban como «hospitales o asilos de caridad». La diferenciacién
deberia buscarse bien en el mayor nivel de organizacion de las acciones filantropicas
mediante el establecimiento por particulares de fundaciones benéficas (con persona-
lidad juridica propia), o por las actuaciones llevadas a cabo por los poderes piiblicos
con el objetivo de asistir a los menesterosos.

Tan sutil es la diferencia con la caridad que el menesteroso que recogia la «sopa
boba» a la puerta de un convento, es dificil que la distinguiera de la que pudiera recibir
a la puerta de un cuartel.

El mds importante hito histérico (aunque, por otra parte, muy peculiar) de la lucha
contra la pobreza, por parte de los poderes piiblicos, se encuentra en las anglosajones
leyes de pobres, que imponian a los municipios la carga del mantenimiento de quienes
no podian hacer frente a su propia subsistencia a través del trabajo (niiios, enfermos,
ancianos, etc.) y tampoco se beneficiaban de la solidaridad de grupos sociales inferio-
res como la familia y la parroquia.

Caridad y beneficencia, aparecen hoy ampliamente repudiadas como «concep-
tos», por lo que tienen de unilateralidad y de actitud voluntarista expresiva de la
«bondad» de quienes ayudan a los pobres, Aparece primero el concepto de justicia
social, bajo el que intenta construirse el «derecho de los pobres» a recibir ayuda de la
sociedad y de los poderes publicos, con cardcter imperativo. Incluso algunos moralistas
catélicos (ver, por ejemplo, la obra del padre Azpiazu S.J. titulada Moral Profesional
Catélica), llegan a defender la fijacion de la cuantia de las limosnas que debe dar el
«buen creyente», en funcién del nivel de sus ingresos, No son ya los «diezmos y
primicias» para el sostenimiento de la Iglesia; se trata de una tabla marcando una
escala progresiva, al modo como luego se generalizarfa para el impuesto sobre la renta.

Actualmente pocos hablan de la caridad, porque su raiz religiosa molesta, sin
duda, a la «progresia» rampante. A la sociedad actual le desagrada la tradicién de la
beneficencia piblica y la vetustez de sus métodos e instalaciones. Todos (incluso
muchos clérigos) se acogen al vocablo solidaridad, sin que muchos conozcan ni su
esencia real ni su alcance. Este tiltimo se ha traducido finalmente en el famoso 0"7 por
ciento, que ha llegado a aplicarse como elemento de marketing en la venta de variados
productos y servicios.

De todas formas, cualquiera que sea el concepto de solidaridad que se considere,
y puesto que caridad y beneficencia no son sino formas de manifestar la solidaridad
social, el primer problema a resolver es elucidar el concepto de pobreza.

En el momento actual se esté lejos de identificar la pobreza con su acepcion mds
estricta de «carencia de lo necesario para el sustento de la vida», aunque esta definicion
se mantenga firmemente anclada en el subconsciente personal y se aplique al actual
concepto de pobreza, que es siempre relativo, cuando se intenta su cuantificacion; y
subjetivo cuando se pretende marcar la linea de la pobreza. En el primer aspecto
queda ligado a la distribucién personal de la renta; en el segundo, a la estimacion del
nivel relativo minimamente aceptable respecto a la renta media, llegando a distinguir
entre pobreza absoluta y pobreza relativa, mediante la introduccién de un nuevo
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apriorismo tal como el de estimar cudl debe ser el nivel de renta correspondiente a un
nivel de vida digno.

Esta falta de armonia entre la estimacién puramente estadistica de la pobreza y su
valoracién subconsciente puede verse, afio tras afio, cuando organizaciones como
Ciritas (e incluso organismos internacionales) publican sus cifras al respecto. Las
mismas sirven de apoyatura a la emisioén de juicios de valor, para criticar una politica
econdémica concreta, calificar de profundamente injusto un sistema econémico, o pro-
clamar la necesidad de subvertir el orden social existente y destruir ¢l oden moral
prevaleciente.

La experiencia histérica es absolutamente concluyente respecto a que la pobreza
ha acompaiiado permanentemente a las sociedades humanas. Estas han evolucionado,
hasta el presente, permitiendo, en todo caso, reducir su extensién y sus efectos. El
Estado de Bienestar dispone de armas adecuadas para combatir la pobreza, pero
pensar en su erradicacién no pasa de ser una utopia, un horizonte perseguible pero no
alcanzable.

Histéricamente se ofrecen situaciones de pobreza ciclica; es decir de ciclos de
pobreza derivados de causas naturales o de factores concretos (en especial, las gue-
rras). Esas hambrunas que hoy aparecen en paises del «Tercer Mundo» y de cuyos
efectos hay quienes insisten en culpar a los paises mds avanzados (los del «Primer
Mundo»), ignorando, o pretendiendo ignorar, que también campearan repetidamente
por las tierras de la vieja Europa, hasta el siglo pasado, provocando millones de
muertes. Entre nosotros y en el presente siglo, atin somos muchos los que recordamos
como «afios del hambre» los primeros afios 40 de nuestra postguerra.

Por otra parte, y dado el caricter relativo de la pobreza, siempre existirdn bolsas
de pobreza, incluso en economias globalmente adelantadas, agrupando (por defini-
cién) sectores sociales o territorios cuyo nivel de vida no supere unos limites prede-
terminados. Este se medird generalmente en términos de renta personal, familiar o
renta media territorial segtn los casos; pero también se intenta, en ocasiones, definir
el drea de la pobreza a partir de consideraciones subjetivas sobre el minimo tolerable
en la calidad de vida.

Este dltimo concepto es mucho menos cuantificable y refleja «modelos de vidas
gue no son consustanciales con los grupos sociales o las dreas territoriales calificadas
como «pobres». Se trata, en unos casos, de grupos étnicos diferenciados, o de grupos
sociales marginales, cuya escala de valores (por ejemplo, respecto a la vivienda) difiere
de la cominmente aceptada por la mayorfa. En otros, se trata de territorios retrasados
en los procesos de evolucién socioeconémica general, por su condicién de relativo
aislamiento y de una estructura social petrificada (por ejemplo, valles cerrados), o por
causa de profundas crisis econémicas de cardcter estructural (por ejemplo, los viejos
territorios mineros o de concentracién de industria pesada hoy obsoleta).

Lo que no cabe duda es que la primera preocupacién del Estado de Bienestar es
la lucha contra las bolsas de pobreza de uno y otro tipo. Los politicos y los agitadores
sociales, que tan dados son a las palabras grandilocuentes, suelen proclamar como
objetivo la erradicacién de la pobreza, lo que no pasa de ser una utopfa inalcanzable,
tanto porque la medicién de la pobreza se hace siempre en términos relativos, como
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porque hay personas y grupos sociales que, temporal o permanentemente, se sienten
«comodamente asentados» en formas de vida que el conjunto de la sociedad califica
sin duda de insatisfactorias. Basta recordar a las familias que habitan en chabolas
(favelas, ranchitos, bidonvilles, etc.) inseguras ¢ insalubres, pero al mismo tiempo
pueden disponer de todos los electrodomésticos al uso y de automévil privado. En el
extremo estarian los vagabundos («sin techo», clochards, homeless, etc.) que prefieren
dormir en la calle que en un albergue de caridad, salvo en situaciones extremas,

No es de hoy el pensamiento de que siempre ha habido y siempre habrd una
variada y proteica comunidad de los pobres, con sus problemas especificos y sus
cambiantes singularidades, que permiten diferenciar (y no sélo en el tiempo) a los que
integraban «la Corte de los Milagros», de los que retratara Dickens al principio de la
revolucién industrial, de los «parias» enquistados en las distintas civilizaciones, e
incluso de ciertas «comunas de okupas» mas o menos auténticas, Esto es asi; se admita
o no el pensamiento calvinista de que, en la mayor parte de los casos, los pobres lo
son »porque se lo merecen»; es deir porque no se adaptan al engranaje socioeconémico
general.

Ello nos lleva a afirmar, con rotundidad, que el logro de un Estado de Bienestar
requiere asentarse en una economia del bienestar, pero ésta no es suficiente para que
la sociedad alcance niveles de bienestar satisfactorios en aquellos aspectos que desbor-
dan el dmbito de lo econdmico.

El mayor fracaso que puede alcanzarse en la lucha contra la pobreza es que no
pueda romperse la estructura de la comunidad de los pobres, y que tal comunidad, en
vez de integrarse, en cada momento, por grupos y personas coyunturalmente desfavo-
recidas, éstos y éstas sean siempre los mismos, perpetudndose generacionalmente por
«razones» étnicas, culturales, de salud, ete. Evitarlo supone la correcta aplicacion del
principio de igualdad de oportunidades, como medio necesario, pero no suficiente,
para no caer en el anquilosamiento de las estructuras sociales. No se trata de imponer
una utdpica igualdad socializante, sino de reducir al miximo la marginacién de los
menos favorecidos, incluso de aquellos grupos e individuos que gustan de ««automar-
ginarses».

La posible marginacién por causa de infortunios sobrevenidos tenia mas facil
correccién cuando predominaban (y funcionaban) los grupos familiares amplios, que
acogfan o ayudaban, de una u otra forma a los «parientes pobres». La evolucion de la
dimensién familiar, que ha llevado esta institucién a la «familia nuclears, e incluso a
la monoparental, y la reticencia de unos y otros frente a la caridad y la beneficencia,
ha arrojado sobre el Estado la carga principal de luchar contra la pobreza. La sociedad
que asiste despreocupada (y hasta gozosa) a la «voladura controlada» de la institucion
familiar, exige del Estado lo que deberia resolverse a menor escala y de modo directo.
Han subrogado a éste en el cuidado de los «viejos» abandonados por su «proles.

Y el Estado, que forzosamente ha de objetivar el tratamiento de la pobreza, tiene
que medir ésta, primariamente, en términos de renta, e insertarla en las politicas de
redistribucién de la misma como meta de un proceso que ha llevado a proponer me-
didas tales como la renta minima garantizada, y a acufiar conceptos tan curiosos
como el de salario social de integracién (o andlogos), que nada tienen que ver con
la contraprestacién a recibir a cambio de un determinado trabajo.
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Pese a las propuestas de algunos economistas teéricos, el Estado de Bienestar no
ha entrado en los modelos, preconizados por los mismos, de actuacién directa sobre la
renta monetaria, modificando, mediante un juego de impuestos y subvenciones per-
sonales, la distribucion del ingreso resultante del mercado. Propuestas como la de
Milton Friedman y su cheque-ingreso, o como el impuesto negativo sobre la renta
simplifican absurdamente el tema de la redistribucién y no entran en la consideracién
de los incentivos sociales y las desincentivaciones econémicas que los mismos llevan
aparejados.

Las politicas de bienestar no pueden aplicarse uniformemente a cualquier socie-
dad, y en cualquier tiempo, sin temor al fracaso. Reducir la pobreza se facilita si el
pobre estd dispuesto a ciertos sacrificios para dejar de serlo (esfuerzo de trabajo,
aceptacion del orden social, mayor disciplina, etc.). Aun cuando puede tildarse de
«moralmente reprobablex, y desde luego de «politicamente incorrectos, no cabe duda
que las sociedades (como las anglosajonas) que imponen un cierto estigma sobre el
marginado (de acuerdo con las tesis calvinistas) reaccionan mejor a los programas de
lucha contra la pobreza que aquellas otras (como las latinas) en que el beneficiario
tiende a asentarse permanentemente en una sociedad, crecientemente ineficiente, que
exige todo al Estado-Providencia.

Nada tienen que ver tales beneficiarios con la clase de los pobres vergonzantes,
tipicos en la sociedad espafiola en buena parte de los dos tltimos siglos. Tan ilustre
y literaria clase se nutria, basicamente, de los miembros de familias de clase media en
las que, al morir el padre o el marido, éste «se habia llevado consigo la llave de la
despensa». No siempre se lograba la solucién correcta de que pudieran recibir la ayuda
de una caridad en la que no se corriera el peligro de ser tomada como ofensa.

En el extremo opuesto a este arquetipo se sitiian los «pobres profesionales», que
han hecho de su condicién (real o ficticia) una profesién remunerada y que hoy nos
conminan en cualquier seméforo a la entrega de una limosna, cuya cuantia la estable-
cen «a priori». Junto a ellos estén los mds sofisticados defraudadores y «vivillos» que
abusan (sin justo derecho y necesidad) de los frutos proporcionados por los sistemas
de proteccion social a los que logran acogerse (paro, empleo rural, bajas por enfer-
medad, incapacidad, etc.). Estos gozan incluso de un cierto «aprecio social» en sus
vinculos mis préximos que ensalzan (y envidian) sus habilidades.

Son éstos Ultimos los que en mayor medida atentan contra el futuro de la economia
del bienestar, sobre el que volveremos en una reconsideracién final.

ASISTENCIA Y SERVICIOS SOCIALES

Al tratar de la lucha contra la pobreza, como primer objetivo de la economia del
bienestar, se ha prestado, sin duda, mayor atencién a los aspectos conceptuales que a
los medios utilizados en las correspondientes politicas practicadas con tal fin, Tras el
antecedente de la beneficencia piblica tradicional, el nacimiento de una nueva poli-
tica social suele fijarse en la creacién por Bismarck de los primeros seguros sociales,
que empezaron con la concesién de pensiones por enfermedad a los trabajadores indus-
triales en las épocas en que por dicha circunstancia, no podian trabajar y obtener los
correspondientes ingresos.

62



El objetivo perseguido por Bismarck no era otro que el de fortalecer la paz social
en una época en que las tesis y las profecias marxistas sobre la inevitable revolucién
y la crisis final del capitalismo, recorrian Buropa. La seguridad social nace bajo la
técnica del seguro personal, en que se adquiere un derecho como contraprestacion
aleatoria al pago de las correspondientes «primas». Lo que la diferencia de los demis
seguros al uso es que se establece su obligatoriedad y las primas se cubren mediante
detracciones previas impuestas sobre los salarios y contribuciones de los empleado-
res que complementan las soportadas por los trabajadores.

Por el contrario, la asistencia social no nace como derecho sino como donacion
establecida graciosamente, a favor de personas y grupos desfavorecidos, en base a un
ejercicio reglado del principio de solidaridad. Seguridad y asistencia se concretan
en un variado conjunto de servicios sociales, a lo largo de un proceso que ha ido
debilitando el concepto de asistencia social frente a la generalizacién del de seguridad
social, repitiendo la experiencia vivida por la clisica beneficencia piblica.

Lo que en la asistencia social empez6 siendo un incentivo para facilitar el logro
de ciertos objetivos sociales como la nupcialidad, la natalidad, o las familias numero-
sas, fue evolucionando hacia la concesién de ayudas diferenciadas para determinadas
situaciones (orfandad, vejez, estudios, madres solteras, etc.). Este proceso se vio faci-
litado por la existencia de superdvits financieros, en los primeros tiempos, de una
seguridad social no regida por el sistema de capitalizacién y reservas técnicas, sino
de reparto, y en la que los obligados cotizantes superaban ampliamente a los posibles
beneficiarios,

La historia de la seguridad social espafiola es absolutamente esclarecedora al
respecto, Las cotizaciones hubieron de ser crecientemente complementadas por el
Estado, en base a log rendimientos del sistema impositivo general y la frontera dife-
renciadora con la asistencia social se fue desvaneciendo en el paso del primitivo SOE
(seguro obligatorio de enfermedad) a la generalizacién de la Seguridad Social (en
tiempos del Gobierno del PSOE) con la implantacién de conceptos tales como las
pensiones no coniributivas, o el salario de integracion, del que ya hemos hecho
mencion.

Se convirtieron asi en derechos exigibles (y exigidos con vigor) servicios sociales
que siguen siendo esencialmente justificables bajo el principio de solidaridad y po-
sibles tan s6lo en economias desarrolladas. La equidad, la eficiencia, e incluso la
justicia han cedido el paso a la entronizacién de la igualdad, hacia la que se camina
tratando por igual a cotizantes y no cotizantes, cerrando progresivamente el abanico
de las pensiones, entre el minimo de las no contributivas y el miximo de aquellas
para las que se establece un «tope» irrebasable, desligados ambas de toda relacion
objetiva con las correspondientes cotizaciones,

La economia monetaria, bajo cuya dptica se discuten los problemas de los ser-
vicios sociales, ha hecho caer su espeso velo sobre las duras aristas de la economia
real y dificilmente se toman en consideracién principios de equidad y mucho menos
de eficiencia. Por ejemplo, frente al antiguo principio de que las becas de estudio
trataban de que no se perdieran «inteligencias privilegiadas», o cuando menos «sobre-
salientes», son hoy muchos los que defienden que al alumno becario no debe exigirsele
mds que a un «alumno mediano»,
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Mantener una cierta diferenciacién sobre qué servicios deben entenderse bésica-
mente como correspondientes a la asistencia social permite ajustarlos mejor a las
exigencias de la solidaridad y evitar, con mayor facilidad, su degeneracién o tergiver-
sacion; o al menos reducirlas. La primera consideracién al respecto, se centra en la
discusion de si la asistencia social debe incidir en el beneficiario en términos de renta
monetaria (en dinero), o si es preferible, en ciertos servicios, que la prestacion se haga
«en especie». ’

Para los mds puristas defensores de la economia individualista, todas aquellas
percepciones que no se reciban en dinero (o no puedan monetarizarse ficilmente)
hacen que el perceptor no pueda maximizar la utilidad individual obtenible de su
consumo, al no poder actuar libremente como sujeto econdémico, puesto que se le
imponen determinados consumos. Quienes asi piensan contemplan subconscientemente
la utilidad social como suma de utilidades indivadales. El mdximo de la primera se
corresponde con los miximos de los segundos (al menos en el sentido paretiano).

En aquellas economias mds avanzadas /(como la de Estados Unidos) y donde los
estudios sobre la pobreza se han desarrollado con mayor profusién y profundidad, no
repugna que, en determinadas circunstancias y para determinados servicios, el indivi-
duo que, de una u otra forma, estd integrado en la comunidad de los pobres, no resulta
el mas capacitado para seguir libremente las sendas marcadas por la teoria de la
eleccién. Son grandes las posibilidades de que yerre al estimar la utilidad relativa de
unos u otros consumos alternativos y que las divergencias finales entre utilidad y
satisfaccién globales sean mucho mds amplias que las del consumidor medio. El
servicio social en especie responde no a la valoracién de un sujeto econémico concre-
to, sino a la suplantacién que la sociedad hace, sustituyendo la preferencia individual
por una preferencia socialmente establecida,

Es la traduccién a un lenguaje economicista del viejo consejo que el pobre podia
recibir al aceptar una limosna (por via de la caridad): «y ahora no se la gaste Ud. en
vino». Se admite, en definitiva, que s6lo parcialmente el beneficiario de asistencia
social no pueda actuar como sujeto econémico pleno. Pero en el modelo del socialis-
mo real, esta preocupacion no existe, puesto que el Estado es, en puridad, el tinico
sujeto econdmico.

En las actuales economias del bienestar, el cuadro general de los servicios socia-
les ha rebasado los antiguos limites de la beneficneia piiblica, por la que se atendia
tunicamente a los «menesterosos» y muy especialmente en el campo de la salud, con
organizaciones tan curiosas como la llamada «la gota de leche», o a través de visitas
médicas como las que llevaban a cabo los facultativos que integraban el Cuerpo Na-
cional de Asistencia Piblica Domiciliaria (APD). Y como piezas esenciales: los hos-
pitales publicos, asilos, orfanatos, etc.

Lo que caracteriza el nuevo escenario es la prictica extensién a toda la poblacién
de los servicios médicos gratuitos (total o parcialmente), financiados por los Presu-
puestos de la Seguridad Social, y el que tales servicios hayan dejado de ser una
liberalidad de los poderes piiblicos para ser un derecho ejercitado por los ciudadanos.
Ello conlleva (sobre todo en las sociedades latinas) a todo un conjunto de problemas,
que van desde la masificacion y la despersonalizacion, con que tales servicios se ponen
al alcance de la poblacién, a la aparicién de abusos por parte de los beneficiarios,

64



Tales posibles abusos son de muy diversa indole y pueden ir desde la reiteracion
en la utilizacién de las consultas médicas (a veces por matar el tiempo) a la presion
ejercida para obtener bajas laborales escasamente justificables, o certificados de inva-
lidez, al despilfarro de productos farmacéuticos, utilizacién de las cartillas de familia-
res jubilados para reducir el coste de las medicinas, «aparcamiento» de los familiares
ancianos en las urgencias de los hospitales en periodos de vacaciones, ete. Si ponemos
atenci6n en tales pricticas «picarescas» es en razén a exponer algunas de las raices
sobre las que se fundamentan situaciones de creciente inestabilidad financiera a las que
se enfrentan los actuales sistemas de seguridad social.

No sélo desde el lado de la demanda, sino también del de la oferta, los servicios
sociales requieren una permanente atencién sobre el uso real de los mismos y sobre la
eficiencia del propio sistema. El primero tropezard con la impopularidad de cualquier
tipo de vigilancia e inspeccion, la segunda chocard, en ocasiones, con posiciones dog-
méticas opuestas a sistemas de cooperacién o concertacion de la sanidad privada con
la piiblica. Uno y otro aspecto son motivo de propuestas de racionalizacion, que van
desde el «cheque médico» a la mayor participacién del enfermo en costear las medi-
cinas que adquiere, al impulso dado a la dispensacion de «farmacos genéricos», al
mejor ajuste entre el nimero de las unidades farmacéuticas dispensadas y las necesi-
dades reales del paciente, o entre otras varias, a la reforma de los sistemas de gestién
de las instalaciones hospitalarias.

El segundo de los grandes servicios sociales definitorios de una sociedad que
camina hacia la consecucién de un Estado de Bienestar, es la generalizacién de la
ensefianza piiblica a todos los grupos sociales, El proceso seguido al respecto es muy
parecido al antes apuntado con referencia a los servicios médicos.

Puede afirmarse que, s6lo en épocas recientes, la educacién es entendida como un
derecho general de los ciudadanos, cuyo ejercicio real supone su estructuracion como
un servicio social «<ad hoc», superando, con su generalizacion, los «primitivos plantea-
mientos» elitistas, s6lo asequibles a las clases superiores, o su cardcter de «beneficen-
cia espiritual» de las viejas escuelas parroquiales o conventuales y de los «estudios
superiores» nacidos al calor de algunas catedrales. Es més tarde cuando se afirma su
concepto de servicio piblico, aunque (en el caso espafiol) sean los municipios los que
hayan de tomar a su cargo el coste de su facilitacién a quienes no puedan (o no
quieran) acceder a la ensefianza privada.

La heterogeneidad de las condiciones materiales y formativas en que se imparte la
ensefianza publica de unos a otros municipios y las crecientes corrientes de seculari-
zaci6n acabaron llevando a que el Estado asuma la dispensacion de este servicio, bajo
¢l «banderin de enganche» de la escuela publica y gratuita. Nacen asf las escuelas
nacionales, a veces enfrentadas a las escuelas de pago en términos de estimacion
social.

No ha de extrafiar que, al confluir este proceso con el nacimiento formal del
Estado de bienestar, el modelo educativo se enfrente a dilemas de fondo, tales como
la imposible (pero tantas veces pretendida) supresion de toda ensefianza privada, las
posibles restricciones a la existencia o al funcionamiento de las «escuelas confesiona-
les», o las formas de coordinacién, cooperacién o subordinacién entre ensefianza
piblica y ensefianza privada.
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Desde antafio, quienes buscan provocar cambios profundos a la sociedad han cen-
trado su esfuerzo en la utilizacién de la ensefianza como el medio més idéneo para el
«rapto de cerebros en formacién», o en afirmar tal hecho cuando sus resultados se
estiman contrarios a sus propios modelos de sociedad. Entre nosotros nadie presume
de «progre», sin abominar de la formacién religiosa y moral que recibieron en los
colegios de frailes o de monjas. En la Polonia recién salida de la II Guerra Mundial
s6lo se permiti6 el acceso a la Universidad a los hijos de los trabajadores (a ser posible
revolucionarios), negando a las clases medias y superiores (y sobre todo a los intelec-
tuales) el derecho a reproducirse a través de la educaci6n superior de sus hijos; en base
a los efectos que sobre la concentracién progresiva del poder y la riqueza eran denun-
ciados por algunos ilustres tedricos de la economia (incluso no marxistas, como el
italiano Francesco Vito)

Lo mds curioso de esta singular disposicién polaca es que la misma hubo de ser
derogada en la generacién siguiente, ante la encendida protesta de los «viejos revolu-
cionarios» que vefan vedado el acceso de sus nietos a la Universidad, porque sus hijos
eran ahora considerados como integrantes de la nueva «clase intelectuals.

Si hemos profundizado algo en la exposicién de la medicina y de la ensefianza
como servicios sociales, la raz6n no es otra que afirmar que una economia del bien-
estar no puede hoy en dia identificarse con un simple modelo de redistribucién de
la renta, que se aproxime, lo mds posible, a una distribucién igualitaria, tal como
preconizara Pigon. Hoy el Estado de bienestar se asienta sobre la extensién, genera-
lidad e idoneidad de un conjunto complejo de servicios sociales:

Entre éstos debe considerarse (junto a muchos otros) servicios tales como:

— La prevencién y seguridad en el trabajo.

— La atencién e integracién de minusvilidos.

— La atencién a los ancianos (o a la mis amplia «tercera edads).

— La promocién educativa y formacién profesional permanente.

— La atencioén personalizada a grupos o personas necesitadas.

Todos ellos planteardn problemas de organizacién, pero también problemas agudos
de financiacién en la mayor parte de los casos, descubriendo ciertos flancos débiles,
o ciertas soluciones singulares, en el conjunto de la asistencia social (o de la misma
seguridad social).

En el escenario espaiiol, la prevencién y seguridad en el trabajo lleva a progre-
sivas cotas de intervenci6n, complicacién organizativa y elevacién de los costes de
produccién, a través de formas diversas, tales como los proyectos de seguridad en el
campo de la construccién, la proliferacion de inspectores y comités «ad hoc» y la
picaresca de muchos «accidentes menores» que se explotan (e incluso se provocan)

para acceder al cobro de unas prestaciones monetarias compensatorias, al disfrute
pagado de una baja laboral, o al premio de una minusvalia.
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La atencién e integraciéon de minusvilidos comprende tanto la percepcion de
pensiones (nacen precisamente en occidente con las pensiones de guerra»), como el
acceso a jubilaciones anticipadas y las ayudas a empresas para su contratacion laboral.
O formas singulares de integracién en «lalleres ocupacionales» o en organizaciones
especificas como la ONCE,

La atencién a los ancianos lleva desde el sostenimiento de residencias publicas, o
la subvencion a algunas particulares, a la realizacion de cursos educativos (incluso a
nivel universitario), o a la financiacién de actividades vacacionales (por ejemplo los
viajes del INSERSO), en donde tampoco son raros los abusos.

La promocién educativa y la formacién profesional permanente se estructuran,
bésicamente, mediante la programacién de cursos, de la que, en muchos casos, resultan
beneficiarios los propios sindicatos obreros, o constituyen subvenciones encubiertas a
empresas.

La atencién personalizada plantea servicios tan complejos y diversos como la
lucha contra las drogodependencias, la asistencia domiciliaria a enfermos e impedidos,
el asesoramiento personal por asistentes sociales, o la ya muy cldsica asistencia letrada
con la designacién de «abogados de oficio».

En todo este enmarafiado conjunto de servicios sociales suele plantearse el proble-
ma de si los mismos deben ser siempre facilitados directamente por los poderes puibli-
cos, o pueden satisfacerse las correspondientes necesidades por el propio individuo (a
costa de la correspondiente compensacién monetaria) o por organizaciones intermedias
de muy diverso tipo.

La primera opeién no presenta, con cardcter generalizado, las mismas reservas que
se expusieron al considerar la posible racionalidad que podia tener, al respecto, la
comunidad de los pobres. Al menos, no son rechazables «a priori» (por meras razones
estadisticas) la adopeién de sistemas como el «cheque médico» o el «cheque escolars,
que asegurarian, en muchos casos, mayores niveles de utilidad individual y mayor
eficiencia en el sistema.

La segunda, de gran predicamento actual a través del fendémeno de las ONG (Or-
ganizaciones no gubernamentales), se presta (en determinados casos y circunstancias)
a abusos y desviaciones (incluso delictivas) de las ayudas piiblicas concedidas a las
mismas. Al entrar a valorar las labores llamadas a cabo por las ONG (en general
altamente elogiables y llevadas a cabo como acciones de solidaridad) suelen olvidarse
aquellos casos en que la simple proclamacién de unos objetivos pretendidamente so-
ciales (que pueden ir desde la proteccién al urogallo a la defensa de los colectivos de
gays y lesbianas) ha sido mérito suficiente para la percepeion de subvenciones publicas
escasamente justificables, poco controladas y facilmente «maquillabless.

Sin embargo, su actuacién y su presencia sirven para poner de manifiesto que el
logro de una sociedad de bienestar puede y debe ser buscado por los propios grupos
sociales que la integran, que su actuacién puede encuadrarse siempre dentro del mo-
delo genérico de economia del bienestar y que ésta presenta caracteristicas que reba-
san los limites del Estado de bienestar, entendido como fautor tinico en la construccion
de la «nueva sociedads» distante de los puros y tedricos modelos capitalista o marxista.
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La «nueva sociedad» supone la superacién del individualismo procaz con el que nace
la teorfa econémica, entronizando al «individuo» como centro y fin de sus inquietudes;
pero también la negacién de la individualidad, bajo el postulado marxista, tan bien
recogido, en su dia, por el novelista Arthur Koestler, de que «el hombre no es otra
cosa que un millén de hombres partido por un millén».

El peligro radica en querer convertir el Estado de bienestar en un total Estado-
Providencia, encargado de proporcionamos todo aquello a los que creemos tener
derecho. A efectos de profundizar en este tema pasaremos, a continuacién, a exponer
brevemente otros «efectos sociales», sobre el bienestar, de actuaciones publicas de
cardcter vario.

VIVIENDA Y URBANISMO

El entorno més préximo al hombre condiciona, sin lugar a dudas, su calidad de
vida y por tanto, las acciones sobre el mismo pueden (y deben) inscribirse en el campo
de la economia del bienestar. La vivienda es, desde luego, el entorno mds préximo
en el que se desenvuelve la vida humana, haciendo ésta, relativa y parcialmente, inde-
pendiente de los condicionantes materiales que marcan su actividad (especialmente los
climiticos y metereol6gicos). Por ello, desde el principio de los tiempos, la tipologia
de las viviendas constituye uno de los rasgos caracteristicos de las distintas civiliza-
ciones desde la mds remota prehistoria.

Tratar conjuntamente vivienda y urbanismo es consustancial con la esencia de los
asentamientos humanos (salvo, en todo caso, en pueblos némadas); y mucho mis en
las sociedades avanzadas, donde el «urbanicola» constituye la mayor parte de la po-
blacién. Cuando mayor es el tamafio de los asentamientos humanos mis el entorno
urbano juega un papel preferencial, frente al entorno fisico, en las posibilidades de
alcanzar una satisfactoria calidad de vida.

La primera preocupacién, que aparece al respecto, es la de juzgar hasta qué punto las
fuerzas del mercado son capaces de garantizar, por s solas, una cobertura suficiente de
las necesidades de vivienda (que resulte satisfactoria, en términos de bienestar) corres-
pondientes a los distintos grupos sociales. Como quiera que, superado el estado primiti-
vo de ocupaci6n de cuevas naturales, la disponibilidad de viviendas supone incurrir en
un coste econémico y la produccioén de nuevas viviendas (y la reforma y conservacién
de las existentes) es el resultado de una actividad econdémica, la correcta solucién del
problema cae de lleno en el campo de la economia del bienestar.

Ya lo apuntibamos al tratar de la lucha contra la pobreza. Para determinados
grupos sociales (gitanos, marginados, inadaptados, etc.) resulta necesaria una cierta
«objetivacién» de la forma de satisfacer las necesidades de vivienda de los mismos por
parte del Estado de bienestar, marcando los limites, y la forma de lograr que la mayor
parte posible de la comunidad de los pobres, pero también de las familias con poder
adquisitive insuficiente, puedan acceder al objetivo de disponer de una vivienda dig-
na y adecuada a las necesidades familiares.

Este objetivo se ha impuesto como uno de los puntos fundamentales en cualquier
politica de bienestar, integrando en la misma aspectos muy diversos, que van desde
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la fijacién de dimensiones minimas para las nuevas viviendas (segin tipificacion), a la
de garantias sobre calidad, precios miximos, subvenciones a constructores, adquirien-
tes o arrendatarios, etc. En algunos casos, y puesto que las fuertes migraciones pasadas
del campo a la ciudad aumentaban las necesidades de vivienda en términos cuantita-
tivos, cabe decir que la politica de vivienda introducia condicionantes fundamentales
en la economia del bienestar, llegando incluso (aunque con escaso éxito a largo
plazo) a tratar de maximizar la utilidad de la vivienda, no s6lo a través del precio, sino
adoptando tipologfa, intermedias entre la vivienda rural y la tipicamente urbana, para
reducir el impacto negativo del cambio en la estimacién personal del usuario. Tal fue,
por ejemplo el efecto, perseguido en su momento, con los llamados poblados de
absorcién (las primeras UVAS) destinados a poblacién de reciente inmigracion.

Podrian citarse otros ejemplos de tipologia especial en el caso de las politicas de
reasentamiento de poblacién chabolista, y en miiltiples realizaciones, de la antigua
Obra Sindical del Hogar en las propias areas rurales, o en ciudades de tamaio no
excesivo. Por el contrario, otras de sus realizaciones (y la prictica totalidad de los
actuales sistemas de proteccién oficial) no plantean, en modo alguno, la suavizacion
del trénsito a las pautas genéricas del «urbanicola puro». Asi no es raro encontrar que
en el paso de la «chabolas a un piso alto, en un bloque abierto, mis de uno pretendiea
conservar al burro como «animal de compafiia»; actitud igual de sorprendente que la
cria de patos en la bafiera al pasar del «chozo extremefio» a los nuevos poblados de
Colonizacién,

La revolucién en la distribucién territorial de la poblacién espafiola, a partir de los
afios 50, fue tan rdpida y profunda, que dificilmente los poderes piblicos pudieron
hacer frente a otra preocupacién que la de proporcionar un techo a quienes llegaban
a las ciudades sin otro horizonte que la de convertirse en «realquilados» explotados,
o en causa de un mayor hacinamiento en los hogares de parientes y amigos, cuando no
optaban por la posicién extrema de la «chabola» o de la «cueva». La penuria de medios
financieros a disposicién del sector publico y la propia escasez de ciertos materiales
de construccién fueron acicate, sin duda, para soluciones imaginativas, de muy bajo
coste y reducida superficie habitable por familia, sobre las que no es éste momento ni
ocasion de extendernos,

Si la reduccién del tamafio medio de las familias favorece hoy un mejor ajuste de
las «viviendas pequefias» a las nuevas necesidades familiares, no cabe duda de que hoy
merecen una superior consideracién los aspectos referentes a la calidad y comodidad
(en definitiva al bienestar). Lo mismo ocurre con el entorno més préximo a la propia
vivienda, es decir, con el entorno urbano.

En las tres décadas de «penuria piblica y social», hasta que nuestra economia logré
salir del «subdesarrollo», la eleccién entre «mds viviendas» o «mejor entorno urbano»
se decanté claramente a favor de la primera alternativa. La disponibilidad real de
infraestructuras y equipamientos urbanos (urbanismo, en suma) camind siempre
con retraso (y muchas veces, fuerte retraso) frente a la construccién de viviendas. La
actual sociedad de bienestar demanda de los poderes piblicos todo aquello que puede
poner a su servicio el urbanismo actual (transportes piblicos, zonas verdes, instalacio-
nes sociales, centros culturales, etc.), sin perjuicio de conceder a la vivienda la mixima
prioridad. Sobre todo cuando la generalizacion (tan acusada en Espaiia) del régimen de
propiedad, frente al de arrendamiento (pese a sus indudables defectos), ofrece innega-
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bles ventajas econémicas y sociales. Los inconvenientes del régimen de arrendamiento
se agudizaron con la persistencia injusta de la «congelacién de alquileres», que agrié
la relacién «inquilino-propietario», aparté los capitales privados de su tradicional
materializacion y petrificé el falso principio de que «el casero es tu enemigo».

Por eso, en la actualidad, las acciones de renovacién urbana, rehabilitacién de
viviendas, conservacién del patrimonio inmobiliario, esponjamiento del tejido urba-
no, introduccién de nuevos equipamientos y servicios, constituyen parte integrante
(e importante) de la economia del bienestar, que no puede limitarse al utdpico
objetivo de «erradicacién total del chabolismo», por mucho que hoy mismo figura
escrito en los programas electorales de los partidos politicos. Asi por ejemplo (fe-
brero de 1999) Izquierda Unida incorpora dicho objetivo, con la promesa de alcan-
zarlo a tres afios,

El peligro mayor de que exista una insatisfaccién social subjetiva, opuesta, por
tanto, al bienestar, se encuentra, las mds de las veces, en una interpretacién errdnea
del derecho constitucional a una vivienda digna. Lo que no pasa de ser la expresion
de que a nadie se le puede negar tal derecho en base a diferenciadas de raza, religion,
estado civil, nivel cultural, etc., no se puede traducir (como hacen muchos) en que el
Estado est¢ obligado a proporcionar, a todos los espafioles, en propiedad, una vivienda
gratuita y de la calidad que exija cada uno de ellos (aunque sea entre ciertos limites).

Caer en esa «interpretacién lata» del principio constitucional del derecho a la
vivienda se inscribe, claramente, en el mayor peligro que acecha al Estado de Bien-
estar, que, social o politcamente, se le quiera transformar de hecho, en Estado-Pro-
videncia. Lo que no es posible desde el punto de vista econémico, tal como ha puesto
de manifesté la quiebra de los sistemas de economia de socialismo real.

CULTURA Y OCIO

Sin embargo, dicho peligro se manifiesta en actitudes de dejacién, por parte de la
sociedad, de funciones y tareas propias que, cada vez mds, se endosan a los poderes
publicos y que éstos utilizan, muchas veces, con fines politicos partidistas. A todos los
niveles, pero sobre todo en el 4mbito municipal, se entiende y consolida la opinién de
que los gobernantes han de facilitar y fomentar la distraccién y la diversién del pueblo.

Podriamos reducir este punto a afirmar la resurreccion de la vieja politica romana
de «panem et circenses», pero no estd de més incorporar el esbozo de algunos puntos,
para que cada cual pueda organizar sus correspondientes reflexiones al respecto.

No cabe duda de que el concepto de bienestar no puede limitarse al grado de
satisfaccién de las necesidades materiales; tampoco puede olvidarse que, en general,
la satisfaccién de las que cabe calificar de necesidades del espiritu requiere de actos
materiales y de la asuncién de costes econémicos. Es en tal sentido en el que cultura
y ocio se integran también en la economia del bienestar, sin perjuicio de sus ampliag
posibilidades en el marco de una politica general o partidista.

Por razones obvias no podemos abordar, aqui y ahora, la sugerente distincién entre
cultura popular y cultura para el pueblo, pero una y otra reclaman hoy la creciente
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intervencién de los poderes piiblicos en su promocion, pero mucho més interesadamen-
te en su financiacion.

Parece que ni la sociedad ni el mercado pudieran sostener y desarrollar, como
antes, actividades para las que existia una demanda solvente. La extensién de la
cultura y el ocio a capas mds amplias de la sociedad es la justificacion esgrimida por
quienes se sienten cémodamente instalados en la cultura de la subvencidén, por su
positiva repercusién en su propia economia y por la sensacién de poder que propor-
ciona participar, directa o indirectamente, en experiencias, mds o menos intensas, de
dirigismo cultural.

Dirigismo, ya se trate de explotar (o, en ocasiones, de recrear) una cultura «au-
téctona» o meramente diferenciada en términos de lengua, costumbre, deportes
populares o tradiciones reales o inventadas, historias vividas o ficticias, etc. Pero
dirigismo también en cuanto a los espectdculos, los artistas, las orientaciones mora-
les, etc.

Otra vez, tras el Estado de Bienestar aparece la negra sombra del Estado-Pro-
videncia al que se exige que subvencione (o financie totalmente) especticulos va-
riados, que pueden ir de las representaciones teatrales de todo tipo a los conciertos,
espectdculos taurinos o pruebas deportivas. Pero que también financie el teatro de
vanguardia, las nuevas tendencias musicales, las nuevas peliculas o su doblaje, las
artes plasticas, ete,

El Estado-Providencia es la nueva figura del mecenas tradicional. En muchos
casos, la compensacion que éste tltimo buscaba, en la dedicatoria de las obras del autor
protegido, era un hueco en la historia, tal como lo logré la figura del Conde de Lemos
por su condicién de «protectors de Cervantes. Hoy la compensacion suele hallarse
més bien en la perseguida obtencién de mayores «frutos electorales», atraidos por el
brillo que ofrecen los «nuevos artistas» y los «nuevos intelectuales», mds o menos
reciclados segtin los casos.

Los mis «castizos» califican de pasotisme, la creciente actitud de grupos sociales
que reclaman del Estado que les organice su ocio, aportindoles la prictica del deporte,
el equipamiento que suponen los clubs de jubilados, las curiosamente llamadas uni-
versidades populares, las excursiones y vacaciones subvencionadas, y, al tiempo, la
tarea de «ilusionarles» en la aceptacién de los distintos programas.

Lo mas preocupnte, para el propio futuro de la economia del bienestar, es que
mientras muestras necesidades primarias pueden quedar satisfechas hasta su punto de
saturacién, éste no se alcanza a vislumbrar para las nuevas necesidades que se crean
en este campo. Como dicen que sentenciaba el Guerra (el torero) «siempre hay gente
pa to»,

MEDIOAMBIENTE
No por set el dltimo llegado a ser objeto de consideracién dentro de la economia
del bienestar, es menos cierto que la disponibilidad mayor o menor de los llamados

servicios ambientales ocupa un puesto prominente entre los condicionantes del bien-
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estar general. Estos se miden menos en términos cuantitativos que en términos de
calidad. Asf como el entorno urbano se adecua a las necesidades del «urbanicolas,
mejorando el medio natural en términos de comodidad y oferta de servicios, éste
dltimo aparece siempre como agredido por la actividad econémica.

Tal planteamiento «unidireccional», no por extendido deja de ser menos erréneo,
tanto si se acepta la inevitabilidad de tal circunstancia, como si se pretende deducir de
la misma una contraposicién plena entre economia vy ecologia. Por contra, es correcta
la actitud de quienes, admitiendo los peligros que la contaminacién de origen humano
puede introducir (y de hecho introduce) en el medio natural, se plantean criticamente
(y no emocionalmente) el estudio de sus problemas, las posibles soluciones aceptables
personal, social o econémicamente, las incidencias y retroalimentaciones sobre el bien-
estar econémico, etc. Y desde luego es preciso desmontar, la consideracién simplista
de una naturaleza idealizada sobre viejos «clichés virgilianos» en contraposicién a la
realidad de un entorno donde también actian (jy de qué modo!) las fuerzas naturales
y las biolégicas de todo tipo; sobre un escenario lento pero inexorablemente modifi-
cado,

El medio ambiente o mds exactamente, el conjunto de externalidades positivas y
negativas que el mismo aporta a la valoracién subjetiva de la utilidad o satisfaccién
individual, es objeto naturalmente de demanda, bien por los servicios que puede pro-
porcionar, o por lo que algunos autores denominan demanda opcional; es decir pre-
ferencia de la preservacién, conservacién o mejora del entorno frente a otros bienes o
posibilidades alternativas. Lo que importa es que la demanda medioambiental sea
también una demanda solvente, es decir que la sociedad (individual o colectivamente)
esté dispuesta a asumir los costes totales inherentes a su satisfaccién, lo mismo en el
campo de la produccién de bienes comercializables (por su reduccién, anulacién, o
necesaria modificacién de las tecnologias productivas), que en el de las restricciones
impuestas al crecimiento econémico.

Todos estos novedosos aspectos de las interelaciones entre el medio ambiente y
la economia del bienestar requieren un tratamiento mds amplio y profundo del que
aqui podriamos incorporar,

EL FUTURO DE LA ECONOMIA DEL BIENESTAR

En términos conceptuales son muchas las tareas a abordar en una necesaria revision
de las primeras intuiciones de Pigou y de la abundante literatura subsiguiente, muchas
veces sesgada por las limitaciones de la dptica keynesiana. En términos de politica
econdémica el eje de cualquier inquietud sobre la economia del bienestar es, sin duda
el problema de su futura financiacién; cuyo tratamiento constituye un tema absoluta-
mente monogrifico.

Pero me voy a permitir aportar un elemento muchas veces olvidado: la necesidad
de educar a la sociedad para que, en cada estadio de nuestra civilizacién y nuestro
desarrollo econémico, entienda qué parte de la utopia resulta apta para intentar su
realizacién y qué costes (sacrificio) es forzoso asumir, a qué cotas de prosperidad
material hay que renunciar, qué dreas de individualismo van a tener que ser abando-
nadas en aras de una dificilmente cuantificable economia del bienestar.
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Sabido es, sin embargo que, en los foros politicos, la mayor o menor entidad de
los llamados gastos sociales, en el seno de los distintos presupuestos piiblicos, viene
siendo como una especie de «prueba del algodén» para fundamentar el ataque a los
poderes piblicos por parte de quienes ejercen la oposicion, ya sean partidos politicos,
sindicatos, asociaciones de vecinos, ONGs, ecologistas en accién, mesas y plataformas
diversas, o agitadores sociales de todo tipo. Pero lo curioso del caso es que cada uno
tiene su propia concepeion de lo que son o no gastos sociales en el conjunto de un
presupuesto publico.

Para los mas puristas y radicales serfan s6lo los correspondientes a los que antes
hemos integrado en el apartado de seguridad y asistencia social. Para aquellos a
quienes menos afecta el nominalismo no es sélo que todo gasto publico tenga gene-
ralmente una justificacién social, dentro del marco macroeconémico, sino que, mu-
chas veces, ciertos gastos serfan incorrectos si solo se decidieran a partir de una
justificacién econdmica.

Concluiré, permitiéndome un homenaje a mi condicién de ingeniero de caminos
(que me viene de familia) y de economista profesional, planteando un interrogante para
intranquilizar a muchos.

;Cabe establecer un planteamiento dicotémico en los presupuestos piblicos
con una diferenciacién neta entre gastos sociales y gastos econémicos?

Para incitar a discurrir sobre el tema, pondré un breve ejemplo intimo. A principios
de siglo mi abuelo intervino, desde el Ministerio de Fomento, en la construceién de las
conocidas como «carreteras carbonfferas asturianas», que se justificaban como necesa-
rias para poder explotar las riquezas mineras existentes y que ¢éstas pudieran acceder
a los mercados (justificacién plenamente econémica). En los afios 60, y desde mi
puesto en la Oficina de Planes Provinciales de la Presidencia del Gobierno, se apoyd
firmemente (y se financié) la construccién de la carretera de acceso al Valle de Val-
deén, en la cabecera del Rio Cares, valle que solia permanecer incomunicado de dos
a tres meses al afio por causa de la nieve. Su construccién sélo se justificaba por
razones sociales y en el seno de la economia del bienestar.

Y este es un simple ejemplo aplicable a una hipotética diferenciacién de nuestra
red de carreteras (y de tantas otras infraestructuras) entre las que integrarian, teérica-
mente, un presupuesto de gastos sociales o un presupuesto de gastos econdémicos,
como los que muchos politicos y asimilados pretenden establecer en términos dialéc-
ticos.

El futuro de la economia del bienestar no esté escrito, Plantea graves dificultades
financieras, y negarse a ciertas correcciones sobre su actual «estructura de aluvién»
puede ser el mayor ataque a que pueda mantenerse lo esencial de la misma. Para ello
es preciso asegurar la permanencia de un desarrollo sostenible.
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EL JUSTICIA DE ARAGON EN JOAQUIN COSTA
Jesus Lorez MEDEL

1. ASPECTO HISTORICO

El Justicia de aragén es una institucién singular, peculiar, que se anticipa en el
tiempo a los «Ombudsmen» nérdicos —éstos no son receptores del Derecho romano—;
que aparece en tiempos de Trajano por tierras ibéricas dispersas, si bien Aragén, que
sabe asimilar sus propias rafces, con ciertos moldes germénicos, le da una contextura
propia, a partir de los reinados de Pedro I'y Alfonso I, en el siglo XII. Es una especie
de Magistrado conocedor de los Fueros —como el de Daroca— valedor y arbitro
decisivo en cuestiones que antes decidia el Monarca —Juez y parte—, en especial
desde las Cortes de Ejea en 1265, Se trataba no s6lo de la funcién —hacer Justicia en
el Reino— sino de la Persona, un caballero excepcional. (V. Especialmente, El Jus-
ticia de Aragon: Historia y Derecho, De Bonet, Sarasa y Redondo -Zaragoza 1985)

2. EN LA CONSTITUCION Y EN EL ESTATUTO ARAGONES

En un trabajo nuestro —«Alonso Martfnez, en el proceso codificador Civil e Hi-
potecarion, con ocasién de la clausura de los actos de homenaje de la ciudad de Burgos
al insigne politico, y jurista, como Ministro que firma el primer Cédigo Civil Espa-
fiol—, aludiamos, a las singularidades de una Espafia, que en el 711 conoce la invasion
drabe, la repudia y a la vez, con la que convive, durante ocho siglos, Hablamos de
cémo se produce el proceso de «reconquista», «repoblacion» y «reasentamiento», que
se va consumando, mis que por las armas —siempre necesarias— por una autorregu-
lacion y normacion, mis 0 menos asentada en sus caracteristicas. Y sobretodo, enrai-
zada en sus instituciones, Y una de ellas, verdaderamente excepcional, es el Justicia
de Aragén. Digo todo esto —V. Rico Pérez, en «La responsabilidad civil de los
farmacéuticos», Medio-198, pags. 247, precisamente al hablar con detalle de los «De-
fensores Civiles nordicos»— por dos razones:

Una de ellas, anecdética si se quiere, pero afirmativa y cierta: solamente por la
existencia de esta Institucién del Justicia de Aragon, nuestra Comunidad Auténoma de
Arag6n, debié merecer constitucionalmente ser encuadrada en las llamadas de derecho
histérico, quizd con mayor predicamento que algunas de las que asi se llamaron. (El
tema lo dejo aqui para los constitucionalistas del 78, o los que pactaron o negociaron
el Estatuto Aragonés, aprobado por Ley Orgdnica 8/1982, de 1 de agosto, V. Bandrés,
Sdnchez Cruzat, «El Estatuto de Autonomia de Aragén» - Zaragoza 1985, pag. 127.
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También Merino, Comentarios al Estatuto de Autonomia de Aragén, Guara 1989: y
Bonet, Comentarios Al Estatuto de Autonomia de la Comunidad Auténoma de Aragén.
INAP 1985, dirigido por Bermejo Vera, 327 y ss.).

En el capitulo V, de los Estatutos, art.33 y 34 del mismo, introduce esta figura que
se aproxima mucho més al Defensor del Pueblo del art. 54 de la Constitucién, que la
institucién aragonesa. Su ley reguladora del 27 de junio de 1985, nim. 4/85 fue incluso
impugnada ante el Tribunal Constitucional, prueba de los recelos centralistas, aunque
la sentencia de aquel, 142/1988, de 12 de julio, pricticamente dej6 incélume el sentido,
funcién y alcance del Justicia de Aragén, naturalmente, sin que las partes en la con-
tienda —constitucional—, se apelase a su significado histérico, y aunque la nomina-
cion fuera més expresiva que otras, en otras Comunidades (V. Sobre este punto, Bal-
sols «Cédigo de los Estatutos de Autonomia»- Madrid, 1983). Creo que Bonet y
Redondo aciertan al relacionar la biisqueda y concrecion de lo aragoenés, entre lo que
el Justicia representé en el pasado, y en el presente, (Presentacién de la obra: Hustra-
cién a los cuatro procesos forales de Aragon -Zaragoza, 1985).Y la segunda razén,
mids importante, es la que me lleva a ambientar el tema de nuestro trabajo:

Joaguin Costa no trata de una manera monogrifica, precisa y concreta el Justicia
de Aragén. El es —me remito a uno de los iiltimos bosquejos hechos de su persona-
lidad, el de Navarro Rubio, en la obra «Aragoneses en la Real Academia de Ciencias
Morales y Politicas. Diputacién General de Aragén» —Iber Caja— Zaragoza, 1989,
pags, 47 y ss., con referencias bibliogrificas de Fernindez de la Mora, Velarde y Vallet
de Goytisolo «leén de Graus», demoledor de tépicos, autocritico, luchador contraco-
rriente, tenaz, sugerente y regeneracionista, no ya s6lo con las lacras nacionales
—voligarquia», «caciquismo» etc.—. Sin embargo, el tema del Justicia de Aragén, lo
trata, fundamentalmente en dos momentos, dentro de su larga obra (V. Los doce tomos,
por Guara, Editorial Zaragoza- 1981). Como estén interrelacionados, vamos a expo-
nerlos seguidamente,

3. PIEZA ORIGINAL DE AUTOGOBIERNO: «COSAS DE ARAGON»

Costa desmenuza en su obra escrita y en su accién —«el dolor comiin de los
espafioles lacera el alma»— las instituciones juridicas espafiolas y aragonesas. A éstas,
para ponerlas en forma ante la posibilidad de un Cédigo Civil comin y general que
recogiera las esencias propias, dignas de ser incorporadas al acervo nacional, A aque-
llas, para lograr la receptividad de las dltimas. Pues bien, en el Prefacio a sus trabajos
referentes a lo que luego habria de llamarse la obra «Libertad Civil v el Congreso de
los Jurisconsultos aragoneses», que va a tener lugar en Zaragoza del 4 de noviembre
de 1880 al 7 de abril de 1881 —ya en la desenfilada, o batalla final ante el Cédigo civil
de 1888— hace una afirmacién bdsica, como prélogo o confesién sincera:

«Decia poco ha en la Academia de la Historia un ilustre literato, que la institucion
aragonesa del JUSTICIA es de tan conspicua significacién y de tan extraordinaria
transcendencia que constituye una forma peculiar de gobierno. Podia haber afiadido
que la tinica, nueva y original que se ha producido en la Historia desde Aristételes y
Cicerdn hasta la centuria presente».
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4. ARAGON SE DEFINE POR SU DERECHO

Puede parccer una exageracion, mdxime si, como antes decia, tales escritos y tra-
bajos se mueven en una idea revisionista-critica del derecho aragonés, tanto el foral,
como derecho privado —esencialmente— como en otras instituciones de significado
por piblico. Y aquella afirmacién, la enuncia Costa al comienzo de su Prefacio, pre-
cisamente para comparar —con parecido énfasis, en su caso— otras instituciones o
aforismos, que como el aragonés de «standum est chartae», o como la viudedad formal
aragonesa, desde la 6ptica castellana, no se entienden.

La explicacién a ese pértico contundente, al valorar su originalidad histérica desde
Aristételes y Cicerén hasta entonces, diciembre de 1882, fecha del Prefacio —«no se
ha econocido una institucion similar»— hay que encontrarla en la fuerza con que
—cual filésofo del Derecho— vio siempre, no sélo lo que él llama las «cosas de
Aragdn», sino el Derecho y la Justicia, interrelacionados.

«Aragén no se define por la guerra: Aragon se define per el Derecho. Esta es su
nota caracteristica, este es el substrato iitil de toda su historia, con que ha de contribuir
a la constitucion definitiva y iiltima de la nacionalidad. (Lo subrayado es de Jests
Delgado, en la «/ntroduccién a la Libertad Civil», ob. cit. pag.23).

«Los pueblos no son unidades artificiales que vivan solo en el presente y se
amolden a cualquier forma que se les antoje a éste o a aquel filésofo, a ésta o aquella
escuela, a éste o a aquel Congreso de Diputados o de Jurisconsultos; son organismos
vivos que tienen su razén en el pasado... siendo su presente una consecuencia y un
desenvolvimiento (por grados) de su historia pasada no pudiendo prescindir, por ello
de lo pasado, sin destruir lo presente»...

Costa, pues, defiende la modernidad y programa de las instituciones, precisamente
desde las singularidades propias, las que han dado raices, no las tépicas —que las
combate—, ya que siempre las configura dentro de un contexto bésico y general, «la
libertad civil».

«Paréceme de toda necesidad principar por bosquejar el retrato moral del pueblo
que representa ... Espafia no es una unidad homogénea, ni menos abstracta, sino dife-
renciada en miembros que son unidades vivas a la vez. Cada una de las regiones de
que se compone posee aptitudes especiales para un orden determinado de vida: el
pueblo andaluz, por ejemplo, cultiva de preferencia los fines estéticos; el cataldn, los
econémicos; el vascongado, los religiosos; el castellano, los éticos o moraes; el ara-
gonés, los juridicos ... (Lib. Civil ob, Cit. 63, ss).

Luego, Costa ird sacando consecuencias de esta adscripcion de valores a las dis-
tintas regiones; y con respecto a Aragon lo definird... «el culto a la justicia, el recto
sentido de la realidad, la tenacidad en los propésitos, la prudencia y el arte en el bien
obrar y el tacto de la vida».
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5. SOBERANIA POPULAR Y LIBERTAD

Esa afirmacién quizd sea clave para atender —transcendiendo de la esfera del
derecho foral, y privado—, el Justicia de Aragon. Antes de referirse a ello, Costa, no
sin cierta sorna, viene a decir: «ne esperéis de herofsmos ¥ de conquisias para definir
al pueblo aragonés... diriase que todo Aragén es una inmensa academia de Jurispru-
dencia, segiin el amor con que cultiva el derecho y lee con indiferencia las pdginas
de la historia guerrera».

Incluso se pregunta por las estatuas, mejor dicho por la tnica estatua que se erigia
entonces en Aragén, no a los Reyes, Pedro III el Grande, Jaime I, Alfonso I... Alfonso
V... ni alin a Zurita, ni Argensola, sino a Pignatelli. Y reitera su frase: Aragon se
define, no por la guerra sino por el Derecho. (Lib. Civil, ob. cit.64).

Para situar la concepcidn costitista sobre el Justicia de Aragén, serd bueno recordar
algtin texto que hoy nos puede parecer exagerado, pero que encaja, anticipadamente,
con los criterios de soberania popular —aunque para Costa, habrian de ser limados de
«oligarquia, caciguismo y artificiosidad democrdtican—:

«Sabéis que el Rey en Aragén nunca lo fue «por la Gracia de Dios», que en
Aragén no habria podido decir Sudrez que hubo transferencia irrevocables del poder
del Rey por parte del pueblo, porque el pueblo aragonés no entendié nunca que el
poder perteneciese a otro que a é] mismo, ni que el Rey fuese mds que un magis-
trado, ministro y servidor de la voluntad general. Y de sobra os es conocido el
aforismo aragonés: EN ARAGON ANTES HUBO LEYES QUE REYES. Y este otro:
REY SOIS POR NOSOTROS. Y este otro: NOS QUE CADA UNO VALEMOS
TANTO COMO VOS»... Y recorddis que las Cortes podfan residenciar al Monarca,
y que la insurresurrecién —la «manifestacion» era un derecho constitucional consig-
nado en el llamado Privilegio de la Union—. Y... procurar «obrar el maximun de
bien, el maximun de felicidad... porque sélo asf es una verdad el reino de la justicia
por la libertad, que es la Patria espiritual del Derecho«. (Ob. cit. 70 s5.). Atin tiene
Joaquin Costa otra expresién grdfica, que nos sirve de coordenada para el Justicia
de Aragon:

«Cuando el ferrocarril me llevaba a Zaragoza para asistir al Congreso de Juriscon-
sultos aragoneses, asi como se me iba acortando la distancia... ensanchdbaseme el
corazén, como si una voz secreta me dijera al oido: «Vas al pais mds libre que ha
existido sobre la tierra, vas a un pais donde la liberiad no es una idea, sine un hecho,
donde la libertad no es partido, sino nacién... Y cuando la ciudad aparecié a mi vista...
aquella pintoresca selva de torrecillas y cimborrios de colores que denunciaba a lo
lejos el templo del Pilar, se me representé al punto en su cardcter mds excelso, en
aquello que la hace mds admirable a mi inteligencia y mds adorable a mi corazén, en
su cardcter de escudo y antemural de las libertades aragonesas...» (Ob. cit. 72 ss)

Esas coordenadas, entre otras muchas, de la definicién de Aragén por el Derecho,
la modernidad enraizada en la historia, el Derecho como realidad viva, el culto a la
Justicta y la verdad, la soberania popular del poder, 1a libertad como Patria espiritual
del Derecho... ambientan aquel énfasis elogioso en el Prefacio, sobre la originalidad
histérica de Aragén. Porque, en realidad, en el Justicia de Aragén, se entrecruzan, o
se funden, o se sustancializan, no solo los modos de ser o de estar de los hombres y
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de las cosas de Aragén, sno también las raices de la convivencia y de la libertad.
Hubiera sido un mero grito a la Libertad, o un mito, o un destello revolucionario, si
en los términos en que Costa reflexionase, se hablase e investigase, desde Aragdn por
Espana, y desde Espafia —aunque no le virlaran la citedra en Madrid— a Aragon. Por
el contrario, el Justicia de Aragén va a ser la albimina que haga llegar la sangre viva
del derecho por todo el cuerpo social; el espejo en donde se miren otras instituciones;
la semilla en que se fundamenten ulteriores frutos, colectivos y personales; la percha
sobre la que se cuelgue todo el entramado politico social, y el ejemplo —sellado con
la muerte de Lanuza— en el que se miren las respuestas parar un derecho y una
realidad vivas, en libertad.

Repetimos que, a nuestro modo de ver, tanto por considerarla una institucién
operante, como por el hecho de servir de entramado al mosaico peculiar de los arago-
neses, en su vivir, en su sentir y en su ser juridicos, es posible que Costa no le diera
un tratamiento monogégico. Y por tanto, hay que verlo en el conjunto de su pensa-
miento, de su obra o de su vida. Porque quizd el pudo ser el Gran Justicia Aragonés
de su tiempo. Lo que no quiere decir, en todo caso, que al filo de un andlisis de otras
instituciones aragonesas, no nos ampliara, o detallara, con lenguaje de su tiempo —
finales del XIX— algo que lo habfa sido vigente en la larga andadura del Justicia
Aragonés,

6. FUNCIONES DEL JUSTICIA DE ARAGON

Joaquin Costa va a definir o describir las tareas y misiones del Justicia de Aragon,
dentro de un largo Capitulo 2, en apariencia, dedicado a otros menesteres, «Cardcter
general del derecho aragonés: la libertad civil. El Espiritu del Congreso o de Juris-
consultos Aragoneses» (ob. cit.»Libertad Civil», 61 y ss.). Quiere presentar la origina-
lidad histérica de una buena parte de las instituciones aragonesas, desde el «reconoci-
miento de la sustantividad de la persona humana» al pacto standum est chartae; desde
la patria potestad, a la viudedad foral; desde el hdbeas corpus, al registro de la
propiedad —ya en el siglo XV, dice: desde la curatela, a la manifestacién, contrafuero
y firma de derecho, o el arbitraje en politica— el Parlamento de Caspe. Y es a
continuacién de este tema, sin punto y aparte, cuando Costa se recrea més con el tema.
Dejemosle hablar a él:

— «Yo no he de deciros donde funcioné durante siglos con maravilloso éxito esa
institueién originalfsima, sin igual en los tiempos antiguos, vitalicia, inamovi-
ble y sagrada».

— «Tal alta como la del rey, mds alta que la del rey, no sujeta a los accidentes
de la muerte, ni a las mudanzas y vaivenes de la polftica, ni a los cambios de
dinastia, ni a las revoluciones de los pueblos...».

— »Magistratura semitol6gica, elevada por encima de las miserias de la tierra
como una voz impersonal de la conciencia»

— «Como una encarnacién viva del derecho, viviente Némesis ante quien tembla-
ban los opresores y los malvados, siquiera vistieran pirpura o cifieran coro-
na...»,
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— «Que juzgaba a la nobleza, a las Cortes, al fisco, al pueblo, al rey y a los jueces
mismos».

— «Que dirimia los conflictos y desacuerdos que surgfan entre los litigantes y los
tribunales, entre los contribuyentes y el fisco, entre el rey y las Cortes, entre
los Diputados y el Rey, entre los poderes piiblicos y el pueblos».

— «Que revisaba y casaba o confirmaba las reales ordenes del monarca».

— «Que condenaba por injusta una rebelién y hacia caer las armas de mano de los
rebeldes, o que, por el contrario ...»

— «Que declaraba tirano e injusto al rey, y autorizaba al pueblo para destronar-
lo...»

7. LAS ESFERAS PUBLICAS Y PRIVADAS DEL DERECHO

Después de esas definiciones —no exentas de fervor— de la tareas del Justicia de
Aragén, como soporte preciso en lo que —siguiendo hoy a D’ Agostini en su idea de
reciclar ahora pensamientos histéricos en clave de modernidad—, hablariamos de cre-
dibilidad en las leyes, efectividad de la Justicia, base popular, y no artificial de las
normas, consenso, paz, respeto a la persona... Costa hard una critica al nacimiento del
derecho constitucional moderno, con la hipéerita mixtificacién que se llama hoy «lo
contencioso-administrativos, Y apela, con cierto énfasis, citando a Kant, a que tanto
el poder politice como el civil, se puedan enhebrar en libertad.

En esta esfera de lo piblico-privado, y a la inversa, que inspira la mayor parte del
pensamiento costista, es por donde puede explicarse la roca viva que representa el
Justicia de Aragén. No ya sélo cuando trata de situarlo mas al servicio del pueblo-
aragonés, con sus instituciones forales tipicas, sino incluso cuando Costa mismo se
llega a preguntar por un posible mal entendido: ;Serd por ventura, que ese fanatismo
por la libertad le hace en alguna ocasion olvidarse de la patria?

La respuesta serd no solo negativa, Sino que vendrd ilustrada(ob. cit. La libertad
Civil...pag. 73) por determinados hechos, o acontecimientos concretos acaecidos en el
XIX, y la actitud —que fue ejemplar de Aragén durante éllos—. «Aragén era la tinica
estrella a donde podian mirar los gobernantes para orientarse y salvar los despeda-
zados restos de la nacionalidad que ya no se habfan sumergido»

Y mds adelante (pag. 75) se encuentra a mi modo de ver, la explicacién mds
definitiva sobre la fuerza, raigambre y sentido del Justicia de Aragén:

«Porque Aragdn, no ha poseido nunca, como Castilla, dos criterios juridicos,
uno para el derecho politico y otro para el derecho civil: uno y otre derecho son
alll (Aragdn) consustanciales y forman a modo una unidad indivisible. No existe,
entre aquél y éste, hiato, vacio, ni solucién de continuidad. El derecho civil se refleja
en el politico, y el politico en el civil, como si mutuamente se sirvieran de espejo;
la misma virtud, la virtud vivificante de la libertad que obra en uno, mueve también
al otro...
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Y sigue diciendo:

—Sélo ast podréis aquilatar las excelencias que avaloran la legislacion civil ara-
gonesa y discernir las diferencias que la separan de las demds de Europa. Casi todas
ellas, informadas, y cuando no inspiradas en el espiritu socialista y absorbente de la
legislacion romana, que negaba al individuo y a la familia todo cardcter substantivo
gue hacia de ellos términos subordinados, casi dependencias, de la ciudad, ensancha-
ban mds de lo debido v de lo justo la esfera de lo imperativo, a expensas del derecho
individual...»

Pueden verse, en estos textos regeneracionistas, no poco de profetismo, si hoy se
hiciese un analisis, por ejemplo, del impacto que tiene, o debiera tener todo el contexto
de la Declaracién de Derechos Humanos 1948, en el orden de los derechos humanos,
la referencia esencial a la persona humana —muy clara en Juan Pablo Il— que se
traduce en lo piiblico o privado, o el fenémeno de la administracion de lo piblico y
la publicitacion de lo privade —del que ha hablado Garrido Falla—, o el revisionismo
constitucional, o las trayectorias hacia la Paz, por la libertad y la justicia.

En esta concepcién —hace més de un siglo— de Joaquin Costa, para que no haya
un «doble criterio», o una doble 6ptica, para lo politico-ptiblico, y para lo personal-
privado —aunque la fenomenologia de la Codificacién tardfa en Espaia, quizd lo
agrande— estd en juego la figura del Justicia de Aragdn, sin la cual, como antes ya
adelantdbamos hubiera sido un brindis al sol, toda esa reafirmacién de la vigencia de
instituciones vivas aragonesas, de orden juridico privado y ptblico, no pocas de las
cuales de alguna manera, aungue no confesadamente, han pasado ya a acerbo del
quehacer comtin de los araoneses y de los espaiioles. Esa fue la grandeza y la servi-
dumbre del Justicia de Aragén, aunque elijan como nombre —Los Defensores del
Pueblo— lo que era una parte de sus funciones. En este sentido también se puede decir
como Ferndndez de la Mora, que Joaquin Costa des gand su batalla piies de morir. Un
poco en linea con la leyenda esculpida en su mausoleo:

«Nuevo Moisés de una Espafia en éxodo
con la vara de su verbo inflamado
alumbré la fuente de las aguas vivas

en el desierto estéril

concibi6 leyes para conducir su pueblo
a la tierra prometida.

No legislo»
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Anales de la Real Academia de Daoctores
Volumen 4, pp. 83-97, 2000

EL HECHO EDUCATIVO EN UNA SOCIEDAD
MULTICULTURAL

Jesus Lopez MEDEL *

En cualquier momento de la Historia de la Humanidad ha sido dificil explicar o
interpretar el papel de la escuela, Siempre ha faltado la perspectiva suficiente para
vislumbrar, con cierta exactitud, los frutos de una educacion, como tarea que s¢ realiza
en unos sujetos activos —los alumnos— que habrén de ser los protagonistas de la
sociedad futura, a la cual se trata precisamente de «iluminar» o de servir.

Pero todavia resulta més dificil al encontrarnos actualmente en una sociedad en
cambio, movediza, y para algunos hasta en erisis. No olvidemos que junto al factor
sujeto—protagonista—el alumno en ciernes— la escuela integra de por si otros, como
la familia, y el profesor, que se encuentran en la sociedad misma, y no como proyeclo,
sino como realidad viva,

Todo ésto origina que nuestra meditacion no vaya fundada en aquellos aspectos
que constituyen formulaciones programéticas o genéricas, como los que integran las
Declaraciones de Derechos Humane que por si constituyen o debieran constituir una
«filosofia de la escuela en una soctedad multiculttiral». Pero lampoco nos situamos en
aquellos aspectos superconcretos, de pura téenica pedagogica, que nos descubran en la
«praxis», los elementos, los factores, o la instrumeniacion adecuada para verificar en
la escuela, cuanto desde ella pueda ofrecer, ante una sociedad de aquel cardcter.

Dada nuestra formacién iusfiloséfica, y nuestra propia experiencia educativa, de-
searfamos movernos en ese término medio que permita, a estilo de Max Scheler, re-
flexionar sobre el hecho educativo y el hecho de una sociedad multicultural. Porque,
si profundizamos en ellos, su intersion o convergencia puede hacer mds ficil, para los
teGricos o para los expertos-pricticos, encontrar conclusiones de cierta verificabilided.

1. TEMPORALIDAD Y UNIVERSALIDAD DEL HECHO EDUCATIVO

Es significativo que Ivan Illich encontrara las razones para sus «tesis» de una
wsociedad sin escuela» en el contexto de una realidad latinoamericana, cuyos moldes

A los ilustres académicos Victor Gareia Hoz, Ricardo Marin y Francisco Arquero. En su
Memoria. ‘
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multiculturales o sociales, le hacfan ver la imposibilidad de que la escuela —»tradicio-
nal»— tuviera ningtn papel que cumplir y hasta resultar «represivas. Habla Illich en
un pasaje del articulo publicado en la Revista «Esprit» titulado «Comment éduquer
sans école» (Junio 1971) de «la nature répressive, sur le plan économique et politique,
du systéme scolaire»

Aferrados a un contexto concreto, no podemos elevar las criticas a tesis generali-
zadas, que invaliden todo presupuesto de la escuela. Se trata, por el contrario de valrar
los datos extraescolares —economia, trabajo, técnica, informacién, lenguaje, psicolo-
gia, etc.— que han permitido, o bien ampliar el hecho educativo, o profundizar en él.

El hecho educativo es un hecho de la vida misma. Y sus dos notas fundamentales,
sin las cuales no se puede comprender su papel en cualquier tipo de sociedad, son su
temporalidad y su universalidad. Notas que se dan, convergentemente.

La temporalidad deriva del sentido de crecimiento psicobiolGgico del hombre y de
su sentido natural de perfeccién. La razén de ser del matrimonio-familia no estd en
alumbrar materialmente un hijo, sino en seguir y conseguir ese otro «alumbramiento»
de las respuestas sociales que el nific —como protagonista del hecho familiar y del
hecho educativo— habré de dar. Crecimiento somdtico y crecimiento infelectual van,
curiosamente, a la vez. No es solo medida del cerebro, sino medida de la voluntad, del
riesgo, y de la mayor conciencia que progresivamente va tomando de las cosas, de las
realidades, de las lecturas, del aprendizaje, de las palabras.

Y atn cuando tiende a alargarme, modernamente, los periodos educativos, para
hacerlos més permanentes o en reciclaje, la ensefianza impartida en la fase tipica de
crecimiento es la que deja mayor huella y hasta se encuentra marcada por el signo de
toda una generacion.

La temporalidad emana también, o ha de ser vista, en el plano en que aquellos
muiltiples factores que engloban en lo que se han llamado «las escuelas» y que brotan
en la propia historia. Quienes conozcan, hoy, el pensamiento de las ideas politicas,
Juridicas o sociales, estardn mds préximos a entender los propios condicionamientos
que cada sociedad, en su momento histérico, ha encontrado ante su perfeccionamiento,
desarrollo o destinacién. Se ha dicho con razén, que los grandes filésofos, desde Platén
mismo, no eran sino grandes educadores. El que en unas épocas hayan predominado
los elementos formativos los irracionales, cosmolégicos, o miticos, y en otras los
espirituales, los racionales o los fandticos, precisamente explica la singladura temporal
del puesto que cada hombre ha tenido en «su» mundo particular y en la sociedad de
cada tiempo. Y siempre ha existido una linea de sutura, no solo entre las «escuelas»
del propio saber, sino en la dindmica de las realidades vitales.

La temporalidad penderfa sin alas si no estuviera el hecho educativo enriquecido
por su universalidad. El que haya zonas todavia donde el crecimiento del hombre o de
sus comunidades sea meramente vegetativo o poco mds, confirma el 4mbito universa-
lista del hecho educativo, ya que es capaz de echar raices, o brotar de nuevo, cuando
se producen determinadas coyunturas, por encima de la sangre, razas, color, sangre,
religion, idioma, sexo, etc,. El sintoma més claro de este fenémeno es que el «desper-
tar» de los pueblos nuevos, se caracteriza por la «sed» inagotable de saber. Las «ne-
cesidades de educacién», segiin el informe Faure, crecen en los pueblos jévenes en
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progresion geométrica, y superior a cualquier otro tipo de apetencias, Otra cosa es que,
precisamente por esa sorprendente multiplicacion, que conlleva frustraciones o contra-
dicciones, no siempre serd posible «generalizar» —o globalizar— el hecho educativo.

Pero estas «dificultades» se dan en sociedades concretas. En ocasiones, lo que
provoca es el mostrar los fallos instituciones de otras dimensiones del vivir, sean
politicos, juridicos, sociales, y con frecuencia lingiifsticos. Pero el hecho educativo en
su universalidad, estd ahi. Precisamente para verificarse cuando se produzcan determi-
nadas situaciones concretas. Se encuentra en potencia para hacerse realidad. Lo que
ocurre es que aqui vuelve a plantearse el eterno interrogante:;es la escuela para tras-
mutar la sociedad misma o a través de la transmutacién de la sociedad podemos
transmutar la escuela? Quienes tengan presente la temporalidad y la universalidad del
hecho educativo se encontrardn mds préximos a una respuesta lo mas suficiente posi-
ble. Algo de esto haremos a continuacién,

2. LA ESCUELA REFLEJO Y PROYECTO DE CULTURA

Hoy se tiende a clarificar la propia terminologia que se utiliza, con cierta como-
didad en torno a «instruccion-educacion», «ensefianza-formacions, «cultura-civiliza-
cion». Incluso como le ocurre a Marie-Danielle Grau, en la obra que citaremos luego,
después de un minucioso andlisis problemdtico sobre la «escuela come realidad polf-
tica», tiene que recordar que «les mots s'usent d force de les entendre trop souvent»;
y luego afirma: «mais qu'est-ce quel’éducation? Y también cabe recordar a A.Osterrieth
(«Faire des Adultes». Bruxelles. Cap. 1, pg.12): «l’enfant doit fair 'aprentissage de
son humanité pour devenir un homme adultex... pero «le but de I'education, ce n'est
plus seulement dans ce cas assurer la perennité de la societés,

Pues bien, la insercién del nifio se da en una sociedad cultural concreta; pero la
incorporacién o integracion como adulto puede por de pronto realizarse en una socie-
dad cultural que sea «ya» distinta. Incluso dentro de un mismo escenario geogrifico.

Ahora bien, ese dato —sociedad multicultural en sentido vertical— se ve acompa-
fiado del fenémeno universalista del hecho educativo, que tiende a romper fronteras.
Es entonces cuando surge otro fenémeno, el de la generalizacién de la ensefianza, que
es ya aceptado por todos cuantos pretenden estudiar la problemdtica de la escuela hacia
el afio 2.000. (Nos remitimos, como documentacién a los trabajos sobre el Proyecto de
«La Educacién del hombre para el siglo XXI» de la Fundacién Europea de la Cultura,
cuyo Comité preside el profesor Jonne de Bruselas, en el que participan expertos
mundiales. La serie «Europa 2000" en espaiiol, fue realizada por el Instituto Calasancio
de Ciencias de la Educacién -Madrid.

Es aqui, cuando se suaviza el temor de que una sociedad multicultural sea barrera
para el hecho educativo. Al contrario, es el hecho educativo el que tiene la capacidad
de romper las fronteras de sociedades multiculturales, siempre que se tengan en cuenta
las dos clases de impulsos que subyacen en la escuela: lo que hay de reflejo, y lo que
hay de preyeccién creadora, en el mds amplio sentido de la palabra.

La cuestién, en su lado mas profundo, puede estar relacionado con estas dos gran-
des preguntas: ;El por qué de la escuela? (El para qué de la escuelal,. La primera,
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nos proporcionard datos para entender su esencia, la segunda para comprender su
finalidad.

La amplitud del dato cultural, permite situar a la educacién como uno de los
elementos que se encuentran en fensidn. La escuela se realiza en espacio y tiempo, en
una determinada sociedad. Pero nadie piense, ni aun en las épocas primitivas, que la
escuela carece de la permeabilidad suficiente para abrirse a otras culturas. 0 que la
cultura —en el sentido igualmente temporal— a su vez, carezca de resortes flexibles
a otros modelos educativos. La obstinacién por no haber visto ese doble juego de
resortes, cayendo en barrera en una de ambas aristas; y en ocasiones —como el ya
«viejo» intento de una «novelle école» —pretendiendo un «neutralismo» de la escuela
por la escuela, que ha impedido alguno de los efectos importantes que la educacién
podia cumplir en la sociedad moderna. Ahora, cuando el hecho multicultural se ha
generalizado y hasta presentado con urgencias, se ve mis clara la necesidad de que el
hecho educativo, sin dejar de ser proyecto-creador, sea al tiempo, con prudencia, re-
flejo asentado de esa misma sociedad, De esperar es que ésto se evite en el futuro,
precisamente por el sentido pluridimensional que enriquece —y no asfixia— tal hecho
educativo, Lo trataremos en extenso, a continuacion.

3. CONCEPCION PLURIDIMENSIOAL DEL HECHO EDUCATIVO

Independientemente de los miiltiples elementos subjetivas que concurren en la
escuela —alumnos, padres, profesores, centros— y ebjetivos o paraescolares —insti-
tucionales, municipales, Iglesias, lingiifsticos, técnicos, informacién, partidos politicos,
Estado, etc.— si se hiciera un corte vertical en la problematica global de la realidad
educativa en nuestro tiempo, podriamos destacar, entre otros, los siguientes aspectos
que concurren en la modulacién del hecho educativo:

Substracto mitico-espiritualista. No es del caso traer aqui una exposicién detenida
del fenémeno de la mitificacién, que late en el proceso histérico de la historia y de las
realidades. Nosotros recientemente hemos aludido a ellas, dentro del mundo de lo
Juridico, en una ponencia al Congreso Mundial de Filosofia del Derecho y Filosofia
Social, «Concepcidn del Mundo y Derecho», Basilea, 1979,

Es verdad que desde Tales de Mileto, Hesiodo, ete, se ha producido un fenémeno de
secularizacion del mito por la teologia, el de ésta por la filosoffa, y dltimamente de la fi-
losofia por la Ciencia y por la Técnica. La misma Pedagogia, ha contribuido a poner mds
al vivo una problemitica que anteriormente no afloraba a la superficie de la sociedad.

Pero seria absurdo no comprender, del todo, la pervivencia del «mito» o del «he-
cho religioso», que pese a la esencializaci6n de lo absoluto pareceria se habia agotado
tras Hegel. Mis bien al contrario, estamos viendo no solo modelos de sociedad, como
la marxista, en las que anidan fuertes slogan sustitutivos de aquellos otros que se crefan
arrumbados por el propio planteamiento marxista, desde la «lucha de clases», a la
«reductividad materialista» histérico-dialéctica, de todo tipo de realidades. No entra-
mos en el tema.

La escuela ha de contar, ante una sociedad multicultural, con ese substracto mitico-
espiritualista. Ha de analizarlo, estudiarlo, clarificarlo. El «romperlo» sin més puede
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ser contraproducente. 0 en todo caso, con el riesgo de una sustitucién por otro, acaso
més irreal. Es el caso de Ivan Illich, cuando afirma en el trabajo antes citado en
«Esprit»: Le systéme scolaire remplir aujourd-hui la triple fonction commune aus
églises qui furent les puissantes de 'histoire. Il institutionnalise les contradictions du
mythte e il est le siége du rituel qui reproduit et voile les dissinnances entre mythe et
la realité... L'ecole est le plus important et le plus anonyme des patron. Elle est le
meilleur exemple d'un nouveau lype d'entreprise qui suceéde a la firme capitaliste».

Aungque estemos en una sociedad en cambio, la cuestién, desde el plano educativo,
es adivinar desde donde se quiere cambiar, y cémo se quiere cambiar. Aquella re-
flexién sobre el hecho educativo, como reflejo y proyecto, viene bien tenerlo en cuen-
ta, aqui. Porque en lo profundo de lo humano, y con mayores o menores connotacio-
nes, subyace ese sentido trascendente del hombre mismo, como pauta interior, que le
hace perfeccionarse. Si el educador, al simple ejercer su tarea, ya, para el educando,
supone un acto de fe en el alumbramiento de conocimientos para su aprehensién, no
digamos cuando en el aspecto macrosocial, macrogeogrifico y macrocultural, hemos
de emplazar el hecho educativo ante sujetos activos tan dispersos y variados, incluso
a la hora de entender ese sentido trascendente o eternal del hombre mismo, que le hace
explicar o justificar su misma existencia en una sociedad concreta. (V. Schwartz, en
«Proyecto de Educacion Permanente»-Madrid, 1976, cap. (Hasta donde puede el sis-
tema educativo corregir las desigualdades culturales?, pag.49 y 8S).

Prospeccion socio-geogrdfica. La escuela estd asentada en una realidad sociogeo-
gréfica concreta, Desde Montesquieu se ha avanzado mucho a la hora de explicar c6mo
el mismo «espiritu de las leyes —y lo apuntaba ademds como estilo «educativor—
brota en atencién a una morfologia social, entorcada por los climas, las latitudes, las
temperaturas, las razas, las geografias.

Desgraciadamente ha habido mucho «cantonismo educativo»; pero también el ries-
go estd en los transplantes utépicos, o al menos equivocos, sobre sistemas o técnicas
educativas, sin tener en cuenta, cémo prospeccion, esos datos sociogeogrificos que
concurren en la escuela. Incluso dentro de una misma comunidad-nacional, la escuela
rural y la urbana, suponen contrapuntos fuertes, que hay que confrontar o atenuar, De
tal manera que aun cuando se habla del fenémeno de «burocratizacién» por ejemplo
de la escuela, su incidencia en una u otra estructura educativa es muy distinta. Como
le puede pasar al «horario, a las zonas «ajardinadas» o no, a la aproximacion o no con
la «comunidad eclesial» ete.

En una sociedad multicultural o pluralista, partimos de la escuela que tenemos, a
la escuela que quisiéramos tener, dentro de lo que llama Torsten Husen (en su trabajo
«El modelo de las escuelas del maiiana», en el Vol. «Seminario Internacional de
prospectiva de la educacién» Madrid 1971, 159 Y 8§8), la «learning society». No
podemos desconocer esos datos sociogeograficos. Gran parte de ellos, una vez cono-
cidos, nos darin el grado vy medida, de esos otros mds especificos, que nos van a
facilitar el contenide del hecho educativo: factores étnicos, la movilidad geogrifica,
circunstancias temperamentales, problemas sanitarios, el ya citado de la burocratiza-
cién, el de las comunidades trabajadoras, circunstancias familiares, ete.

El hecho educativo hay que analizarlo desde alli desde donde se parte, y se valora
en el proceso final desde su punto de partida. Estd bien que se trace una mefa, y que
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ponga las técnicas mds avanzadas. Pero no se puede standarizar ni «industrializars el
hecho educativo, saltando esa dimensién sociogeografica, para buscar, por ejemplo un
mero crecimiento cuantitativo y no el cualitative, que quiere decir, una auténtica
aprehension por los educados, que es lo que en el fondo constituye una cultura, para
la que la «calidad» de la ensefianza serd una constante.

4. LA ESCUELA COMO REALIDAD POLITICA

Los datos antes indicados, su misma variedad y riqueza, nos llevan a la necesidad
de preguntarnos, c6mo y de qué manera se reordenan aquellos factores. Y aun mds
claramente: que instituciones pueden contribuir a configurar el modelo o sistema edu-
cativo en una sociedad multicultural. La obra-de Marie-Daniella Grau, «L'école, réa-
lité politique» -Paris 1974, resulta muy dtil, trasladando el planteamiento critico que
hace de la escuela en la sociedad de nuestro tiempo, a los supuestos mis globales por
un lado, pero a su vez més problemdticos en una sociedad multicultural. Su propia
conclusion final, es para nosotros luminosa: «La practique educative, quelque limitée
quélle soit dépasse toitte autre praxis: économique, sociale, politique. Qusique ces
praxis sont les objets successifs d’'une reflexion et d’une formation d but educatif, elles
sont secondes par rapport d celte pratique ultime: I'éducation. En fail, la vrai politi-
que de l'éducation dépasse toute politique. La politique dé éducation est su-bordonnée
a l'éducation, qui la transcende» (El subrayado es nuestro).

Una vez aclarado el sentido que debe tener el hecho educativo como realidad
politica, y sobre todo, partiendo de la nobleza con que los términos «escuela» y «po-
litica» deben ser manejados, creo que necesariamente nos tenemos que enfrentar con
dos aspectos genéricos sobre los cuales inciden y confluyen: son los factores socioeco-
ndmicos, y los estructurales, que examinaremos a continuacién.

Factores socioecondmicos. El contenido plural, tanto del hecho educativo como el
de la sociedad multicultural obliga a considerar aquellos aspectos —ademds de los
mitico-espirituales o politicos— que como en todo tejido constituyen la urdimbre de
uno y otra. Hoy, la historia dela civilizacién. nos puede recordar, precisamente por la
temporalidad y universalidad del hecho educativo al que antes nos hemos referido,
cémo se han dado supuestos macroculturales —como el azteca o el persa— como
respuestas a determinadas situaciones de esta misma indole socioeconémica; y que
—como camino hacia el afio 2.000— pueden incluso reaparecer en dreas geograficas
o continentales tan dispersas como las del mundo latino-americano, el 4rabe, el judaico,
o el indio.

Nuestra primera afirmacién es que el hecho educativo ha de contar —no nos
atrevemos a decir, ha de partir— de esos datos socioeconémicos. El proyecio o modelo
educativo —se trate de alargar la edad de escolarizacion, o de extender la «licencia-
trabajo educacién»—, ha de contemplar esos supuestos, que aparentemente son muy
especificos, pero que en conjunto, comporta todo un sistema capaz de ser aceptado o
no en las comunidades concretas. Y todo lo que sea «forzar» en demasia esos factores,
se corre el riesgo de establecer una escuela en el vacio. Es mas, se trata de fijar
adecuadamente el ritmo, por un lado, y por otro, la meta de la educacién misma. Para
no caer en los fenémenos de «contestacién», «rechazo» o «revolucién» a que luego
aludimos.
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En un primer momento, la dicotomia de paises desarrollados y subdesarrollados
hay que hacerla meramente indicativa, en el sentido, por ejemplo, de que la Declara-
cién de los Derechos Humanos del Nifio, afectan a toda la comunidad internacional.
Pero seria falso deslumbrar los «derechos humanos» en torno a la escuela y al nifio,
si utiliziramos a priori una metodologia politico-educativa igual en Suecia que en el
Congo. ;Cudles son esos datos socioeconémicos?

Aqui no vamos a analizarlos, primero porque no es éste el tema, y segundo, porque
lo que importa es la adecuacién real entre el hecho educativo —reflejo y proyecto—
y la sociedad multicultural concreta. Ademds, porque en el incesante retorno de la
educacién, no sabemos atn hasta donde conduce el tipo de una educacién despersona-
lizada que concurre en una sociedad de superconsumo, de masa o industrializada o
burocratizada; o por el contrario, aquel otro que parte de unos valores y pautas, todavia
purificados del sarampién en que la vida y la sociedad moderna se debate. Desde la
escuela pueden aun «redescubrirse» esos valores perdidos en aquella.

Aqui se impone, sobre todo, una concienciacién universal, del indice multiplicador
para la paz, el desarrollo, la convivencia y la justicia internacional; para entender que
s6lo, o preferentemente, a través de la escuela, puede llegarse a conseguir, en el mismo
orden mundial, aquellos mismos valores. Surgen dos consecuencias minimas:

La primera es el respeto a las caracteristicas étnicas, idiomdticas, racionales, reli-
giosas, geogrificas, econémicas y sociales de los pueblos, para que sea partiendo de
ellas, sin «burocratizacién» u «occidentalizacién», como pueda llegarse al desarrollo
educativo, incluso combatiendo fuertemente que la «escuela» pudiera ser un subterfu-
gio de «colonizacién» interior,

Y la segunda, es la necesidad de comprension y de solidaridad de las escuelas en
esta fase de entender c6mo el hecho educativo en una sociedad multicultural, pese a
esos datos socioeconémicos, no se repelen con ellos, sino que se autoexigen. La uni-
formidad de una cultura, no puede llegar a ensoberbecer todo ese otro proceso, dentro
de una dindmica mundial.

5. LA ESCUELA COMO ESTRUCTURA

Otro aspecto del hecho educativo como realidad politica lo encontramos en la
escuela como estructura, es decir, como soporte no meramente material, al que cada
vez mis se le tiende a destacar y distinguir. La importancia a este dato viene dada por
dos tipos de razones: en unas situaciones cuando se trata de escenarios geogrifico-
vitales en los que las otras dimensiones del saber educativo, cuentan poco: serfa el caso
de zonas subdesarrolladas en ls que casi se parte de cere. Y en otras casos, por el
contrario, cuando la manipulacién politica o religiosa, o el rechazo de la escuela por
los propios sujetos protagonistas —los alumnos— obligan a la bisqueda de un nicleo,
con pretensiones de «neutralidad» sobre el cual operar, mientras se diluyen o se supe-
ren las causas del «desconcierto» o de la «crisis» del hecho educativo. Y en todo caso
el tema de la escuela, como estructura, se enriquece.

La cuestién aqui no puede quedar mds que meramente apuntada, con algunas
afirmaciones fundamentales al objeto de nuestra preocupacién fundamental:
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Riesgo de «inflacion estructural». La escuela como estructura, en cuanto instru-
mentacién de medios y servicios, renovacién de métodos, sistemas y subsistemas es-
colares, debe entenderse como algo permanente, inmerso, incierto, y razonable, sin
caer en la hinchazén, o el dogmatismo. Casi dirfamos que es algo inacabable.

Hay que tener conciencia de sus propias limitaciones, ya que la «obra humana» que
se lleva entre manos, retine todas aquellas caracterfsticas. El profesor de la Universidad
de Roma Aldo Visalberghui, lo razona asi: Tout cele signifie que si les écoles doiventl
survivre, tout tentative de faire dés prévisions fonddes sur ce sujet doit s appuyer sur
dés méthodes nouvelles car il est hautement probable que «clases» «professeurss,
«écoles» e autres, perdront toute signification (Rev. «Education» -oct.1971-42, art,
«L’Education au XXI siécle»)

Relacion con la estructura familiar, La «estructura escolar» —con las atempera-
ciones antes apuntadas— en todo caso debe ser relacionada, por no decir condiciona-
da, a la estructura familiar, La familia es escuela en sf misma, y aun cuando se llegue
a renovaciones en los sistemas pedagdgicos, no le podrd pasar desapercibida a la
enseianza el lado familiar. Es significativo el llamamiento que en tal sentido estan
haciendo los reformistas y planificadores de educacién al regresar de paises de Africa
o Asia donde se han querido trasplantar modelos o estructuras pedagégicas tedricamen-
te perfectas. La CMOPE, por el lado del profesorado, ha hecho llamamientos reiterados
a través de su Secretario General, Thompson (V. nuestro trabajo, «Un diagndstico
sobre la Ensenanza» -Madrid 1978)

La escuela como estructura jurfdica. Una ultima faceta que sefialamos aqui es la
de la necesidad de construir, y clarificar el hecho educativo dentro de la complejidad
de las estructuras juridicas, en cada pafs y en el conjunto de los paises.

El tema es muy ambicioso, porque supone, por un lado, penetrar en la interferencia
de sistema juridico y sistema educativo, problemdtica que apuntaba en el Congreso
Mundial de Filosofia Juridica y Social de Bruselas, 1971, el profesor A.Salémi, en su
ponencia «Raisonnement juridigue et raisonnement éducatifs (pag. 579-585, del Vol.-
Actas «Le raisonnement juridique»-Bruselas 1971):...«comme dans la societé
d aujourd "hui la cris du droit et la criss de Ueducation son etroitment lides avec la cris
de l'autorité, el ne serd pet-étre pas inopportun d’analyser les deus attitudes, la juri-
digque et U'educative».

A su vez hay que contemplar el problema por el lado de cdme o hasta qué punto
la estructura juridica de un pueblo puede ayudar, o por el contrario erosionar o asfixiar
un sistema educativo. La cuestién, que tiene suma importancia ante el planteamiento
del hecho educativo en una sociedad multicultural, la podemos ver reflejada en unas
cuantas preguntas:

LEL aparato Juridico-administrative estd al servicio de la escuela, o a la inversa?

(Los sistemas de poder del Estado, frenan o acrecientan el papel de la escuela en
una sociedad concreta?

LLa libertad de ensefianza, el derecho a la educacion, la opcion educadora de los
padres para elegir ceniros para sus hijos, que queda formulada en estos Declarativos
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Internacionales, al llegar a terreno de la «escuela», se quedan o no en meros extos
programdticos, o incluso son tergiversados o infringidos por las fuerzas politicas?

i Los planes educativos nacionales no son barrera para la planificacion escolar?

i Los derechos del nifio, como tal, en cualguier tipo de sociedad y de cultura, son
puestos en la primera linea de preocupaciones o se utilizan para fines ideoldgicos o
partidistas?

i Los tipos de escuelas, piblicas o privadas, quedan homologadas como principios
bdsicos, o por el contrario el monopolio estatal de cada pals, de suyo y ademes
representa una barrera para la escuela y toda clases de escuelas en una sociedad
multicultural?

i Los sistemas educativos, y los soportes [inancieros que suponen, pueden verse
drdsticamente sometidos a las twrnancias polfticas y poderes piiblicos concrelos, o por
el contrario necesitan para su realizacién continuidad y autonomias propias? (V.
como documento la obra de Olivier D’Estaing, «Education et civilisation» Pour une
revolution liberale de 1'enseignement-Paris 1971, especialmente pags. 67 y ss.)

6. TIPOLOGIA DE LA ESCUELA EN UNA SOCIEDAD
MULTICULTURAL: GLOBALIZACION DEL HECHO EDUCATIVO

Ante este panorama problemitico, es fécil entender que no cabe una solucién
médgica, ni tinica, La escuela estd haciéndose. La educacion es un proceso, hemos
recordado en nuestra obra «La Educacion como empresa social» (Madrid 1974). Pero
lo importante es tomar conciencia del hecho educativo en una sociedad multicultural,
la cual, de por si no constituye un escenario uniforme, sino que se encuentra en
constante mutacién o transformacién, y en la actualidad, dentro de su globalizacién,

De aqui que lo mds significativo sea el subrayar aquellas dimensiones varias que
componen aquella sociedad. Aquella también podrd variar, en grado y medida, pero no
seria poco advertir los dafos mismos.

En atencién, pues, al cardcter no dogmitico y respondiendo a uno de los puntos ini-
ciales de nuestro tema —la temporalidad y universalidad del hecho educativo— como
resumen o conclusién, vamos a sefalar los rasgos, caracteristicas, 0 mds concretamente,
la tipologla bisica de la escuela en una sociedad multicultural. Las consecuencias prac-
ticas de ello —en el orden téenico-pedagégico, en la metodologia, o sistemas, «curricu-
lum», niveles, organizacion, financiamiento, etec.— pueden resultar mas ficiles para el
experto, Siempre con la perspectiva de la penetralizacion globalizadora.

Escuela omnicomprensiva. Al dato de no existir un solo modelo o un solo proyecto
de sociedad multicurtural, se corresponde algo, que igualmente resulta cierto en el
plano de la ensefianza: no es posible pensar en un solo modelo o proyecto de proyecto
educativo y aplicable tecnologicamente hablando a aquella sociedad.

Esto resulta asi, no solo por los factores espacio y tiempo en que hay que situar el
desarrollo o camino de una sociedad sino también porque el hecho educativo tiene que
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contemplar aquellos dos aspectos convergentes: en lo que tiene de «reflejo» y lo que
encierra de «proyecto». Se trata de medir dénde estamos y a donde queremos llegar.
Y con qué medios y plazo disponemos. Sin saltos en el vacio.

Precisamente por ésto, esa graduacién o medida debe contar con los contenidos
pluridimensionales de cada sociedad en concreto. Decir, «escuela del afio 2.000" puede
resultar peyorativo. Decir «escuela» de unos paises, y aun de unos continentes puede
resultar muy «singulars. Hay escuelas, en sociedades multiculturales,

Es asf, como nos hemos atrevido a tipificar, mis que el para qué de escuela, o el
porque con la denominacién de escuela omnicomprensiva: aquella que no pierda de
vista las dimensiones mitico-espirituales, las socioeconémicas, las geograficas o étni-
cas, las estructurales o juridicas. Frente al nihilismo al que pudiera llegarse al contem-
plar tanto problematismo, hay que advertir la rigueza de aquellos factores, y tomarlos
en cuenta no unilateralmente, sino en su conjunto.

Haocurrido, con frecuencia, en las planificaciones escolares, la tentacién de pro-
fundizar mds en algunos de los datos mds que en otros, sobre los que aparentemente
se vislumbraba un mayor éxito, en algunos casos halagador para el politico de turno,
y en otros deslumbrador para el experto. El profesor Gozzer de Roma nos hablaba en
Fraschatti hace unos afios, sobre la necesidad de una meditacién, de un reposo, ante
la velocidad con que fenémenos y planificaciones se han dado. Han surgido mitos,
como el de la gratuidad, la escolarizacion masiva, la construccién ideal de escuelas,
la transmutacién de niveles, las condiciones técnicas del profesorado, la «nueva escue-
la piiblica», o la asfixia de la escuela privada. Las «grietas» del panorama educativo
se han querido tapar o cubrir, mejor que impedir, ya que la interdependencia de los
factores y dimensiones del hecho educativo provocan otras interdependencias, y cual-
quier medida que no tenga en cuenta o los cimientos, o las estructuras, o los nifios, ete,
puede desequilibrar, todo el esquema educativo en su conjunto.

En tal sentido, pues, hemos tipificado como omnicomprensiva a 1a escuela del
futuro.

Escuela participativa. Salvo en los supuestos de escuelas sometidas radicalmente al
«monopolio estatal», y por tanto sujetas a las esferas del «poder» con su control en to-
dos los 6rdenes, la variabilidad de aquellos factores y dimensiones —que se encuentran
en movilidad potencial, o que actian dindmicamente— obliga a estimular en el seno de
la escuela y ain en el conjunto de una politica educativa, los resortes participativos,

Ya hemos indicado los riesgos y desengaiios del planificador. En una sociedad
moderna, en la que existen ademds, como diria Elliot L. Ricardson, «esperanzas y
retos de la educacién en una sociedad posindustrial («Seminario...ob cit, 15 y 88.) es
posible el error. Y los errores en materia de ensefianza son mucho mds caros que los
que puedan ocurrir en una operacién financiera, Pero la manera de cubrir el riesgo, y
todavia mds, de hacerlo positivo, es que en las tomas de decisién —a niveles de una
politica sobre la escuela— o la configuracién de las estructuras educativas —la escuela
en si misma— sean con participacién directa e inmediata de aquellos sujetos que, en
cada lugar y tiempo, hacen la escuela. Me refiero singularmente a padres de familia,
profesores, alumnos —desde determinados niveles— las escuelas mismas y las comu-
nidades territoriales o sectores de produccién y de trabajo en cada caso.
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La denominacion de esta tipologia es variada: escuelas integradas, escuelas com-
prensivas, escuelas comunitarias, escuelas autogestionadas, etc,. No hacemos hincapié
en el nombre. S en la filosofta participativa. El grado y medida lo dard el escenario
sociovital de la escuela. Habra supuestos en los que la célula familiar —por ejemplo a
través de las «escuelas de padres» en Estados Unidos— esté mejor preparada para
unos casos, y no en otros, Otro tanto ocurre con el profesorado, o los alumnos, segiin
su propia organizacién profesional, sindical, o estudiantil.

La dindmica en las dimensiones del hecho educativo —incluso las de orden religioso
o étnico, subdesarrollo o estructura administrativa— ha de corregir su punto de mira
desde el lado de las «respuestas sociales», la informacion y sobre todo la participa-
cion. {Cémo vamos a digerir el fenémeno «contestatario» ante la escuela como a otros
efectos nos han «denunciado» Bay, Chomsky, Engler, Windmiller, y Zahn, entre otros?

Cierto es que caben extremismos, cuando el tipo participativo es utilizado para
fines «extraeducativos». Como puede ocurrir cuando la autogestién estd vista como
gestion del trabajador-profesor de cardcter meramente reivindicativo frente al centro-
empleador. O cuando el «padre» actiia como intercesor y valedor, no como colabo-
rador o responsable. Pero la ventaja de la escuela participativa es que permite que se
tiendan a equilibrar, reciprocamente, los grados y medidas de cada sector, por lo menos
en un primer momento. Con lo cual —salvo cuando surja la «rebeldia» o el hecho
«revolucionario» a través de la escuela— ya se estd haciendo escuela. En todo caso
siempre el Estado puede establecer férmulas generales de participacién sectorial, o
puede tener 6rganos que clarifiquen aquella, como el Tribunal Constitucional en Ale-
mania que sentencid que la cogestién obrera no es aplicable a los centros de ensefan-
za, como empresa; o el de Estados Unidos aclarando sobre las subvenciones de ciertos
Estados a los centros de la Iglesia Catélica; o los «compromisos» periddicos del Pacto
Escolar en Bélgica; o los «Consejos Escolares» en Holanda, o Francia.

Ocurre que el lastre de la «administratizacion» o «burocratizacion» de la escuela
en ciertos paises, implica dificultades. Pero ya, en no pocos paises donde esta nota
predominaba, se intenta superar. Al contemplar el fendmeno de la escuela con las
perspectivas de una sociedad multicultural, la escuela participativa como comunidad
educativa, es un tipo que hay que llegar y desde el que hay que partir. El acierto estard,
en buena parte, en como se estructura tal participacién (V. Casado en «Comunidad
educativa»-Madrid-1978).

Escuela competitivo-creadora. Las mutaciones socioecondmicas y atn politicas
que percibimos a nuestro alrededor, ya por si solas, obligarfan a sustituir las planifi-
caciones educativas -tipo, por la visidn competitiva vy creadora de la escuela, en si
mismo considerada. Los fenémenos de reconversion empresarial, los de emigracion
interior, los que son producto de prevalencias econémicas —como los paises drabes
por el petréleo— o de cardcter politico-nacional —como los pueblos de Africa, o de
Israel hacia el encuentro de su propia personalidad o frontera geogrifica—o de caricter
social —como buena parte de las naciones hispanoamericanas ante el hecho norteame-
ricano— por citar algunos meros ejemplos, aparentemente tienen su fratamienio en
esos mismos dngulos geopoliticos, sociales o econémicos.

Pensamos, no obstante, que dentro de una sociedad multicultural, la verdadera
solucion ha de brotar de la escuela. Pero no vista como instrumento de descolonizacion
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o de «extranjerizacién». Al contrario, la escuela vista como riqueza competitiva y
creadora, que no destruya sus propias peculiaridades, sino que armoénicamente agran-
dadas, que acerquen las comunidades de los pueblos, a través de la educacion (lema
de la ISA y FEDE, de manera peculiar), y sea por principio, integradora.

He recordado no pocas veces el ejemplo de Roma, para la cual la conquista de
nuevas fuerzas, se veia facilitada por el «estimulo» que los pueblos sometidos encon-
traban en la Cultura y en el Derecho Romano.

En la sociedad actual, del consumismo y de la masificacion, sélo a través de la
escuela puede lograrse la promocién y la competitividad adecuadas, ya que el «estirén»
del sujeto educande agranda y estimula a toda la comunidad.

Por eso, por ejemplo, me preocupan los planteamientos politico-pedagégicos que
quieren utilizar la escuela —alargando el perfodo de escolarizacion, hasta los 18 o los 20
6 25 afos, seglin distintos supuestos... por razones meramente pragmaéticas: como solu-
cionar el paro, facilitar la reconversién, «sometimiento» décil a la poblacién que nor-
malmente estaria en servicio militar, etc,. La escuela no puede ser una «tercera edad»
anticipada. Tiene que ser fermento creador, y si se quiere, imaginaftive, y no «grupo de
presidn». En todo caso, pudiera producirse una desnaturalizacion de la escuela,

Sobre todo es consecuencia —como dice Grau, en «L’école»... ob. it. 104— de
«l'idée de participation, d’origine politique». Y de los efectos multiplicadores, por
ejemplo, de la relacién escuela-familia. O de la superacién de escuela como empresa-
lucha de clases, de éinicas, de naciones, elc.

La dltima «ratio», fundamental para una sociedad en desarrollo y multicultural, se
encuentra en que desde la escuela es donde pueden iniciarse y proyectarse los autén-
ticos supuestos de desarrollo cientifico, cultural o industrial.

No se puede hacer la casa por el 1ejado. Y como los rasgos de la sociedad
cultural del futuro no son del todo previsibles —salvo para los politicos demagogi-
cos— la escuela compefitiva, que parta de la experiencia de sus métodos, de la
permeabilidad de programas, del respeto y admiracion reciprocas sin interferencias
banales— puede ser el caso del pequeno pais, con sus cantones, de Suiza, y ultima-
mente de Alemania —por citar algunos ejemplos vividos— es la que se presenta en
un primer plano de eperatividad ante una sociedad multicultural ain no plenamente
configurada.

Escuela «internacional». Una sociedad nulticultural, por si misma, y también por
las miiltiples dimensiones que concurren en el hecho educativo, es una sociedad inter-
dependiente. Bl «hecho internacionalisia» en nuestro tiempo es algo digno de ser
estudiado y entendido en profundidad, v no sélo en la patologia de la comunidad
juridica internacional.

Los medios de comunicacion social, de transporte, las interferencias sanitarias,
monetarias, diplomdticas, econémicas, social-emigratorias, etc. asi como las comunes
tendencias a la «occidentalizacién», industrializacion y mayor papel de los paises
llamaos del Tercer Mundo, serian por si solo factores para cualificar a la escuela del
futuro como «escuela internacional», en el sentido de que sus técnicas pedagogicas,
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niveles, objetividad en las ensefianzas, planificacién, ete, contuviera fermentos de
«aproximacion educativay.

Y con ésto ya queremos subrayar que no pretendemos que todas las escuelas sean
«escuelas internacionales», como instrumentos convalidatorios, porque eso seria un
ideal. Pero si, que la «escuela» constituya un reducto de «solidaridades», a nivel
mundial. Bastaria la concienciacion del hecho, y un anutua comprensidn, para lener ya
la primera piedra de una escuela en la sociedad multicultural. Se dird que acaso, lo
primero es que haya escuelas. Pero al tiempo, merece la pena pensar de qué manera
los esfuerzos educativos mundiales constituyen la primera fase de aproximacion de las
escuelas, que al ser participativo-creadoras, permiten la aproximacion, entre si y entre
las propias comunidades. Para que en unos casos dejen de ser «privilegiadas», y en
otros «residios».

La escuela «internacionals podria tener el riesgo del «uniformismos. Pero estamos
muy lejos, Al contrario, hoy ya padecemos el del aislamiento. Y la primera barrera es
el lenguaje. Por eso, sin llegar al problema de la concurrencia u homogeneidad de
contenidos en los sistemas educativos —cosa fécil en las Ciencias Naturales—, existe
un primer paso en tres tipos de cuestiones:

a) las de los métodos y sistemas, buscando en las experiencias comparadas las
reacciones que pueden ser comunes a profesores y alumnos ante comporta-
mientos y actitudes concretas,

b) la aproximacién en los contenidos de las Ciencias Humanas, buscando, pri-
mordialmente la propia ebjetividad —Historia, Gramdtica, Geografia, ete.
(V.Marin Ibafiez «Interdisciplinaridad y ensefianza en equipo» -Madrid, 1979).

¢) estimulos a la enseianza del tercer idioma. Piaget («Tendencias de la inves-
tigaciin en las Ciencias Sociales» Unesco 1970, destaca el fendmeno linglifs-
tico, como fendmeneo de aproximacion. Y fracasado el «esperanto», de lo que
no cabe duda es que la escuela que predispone a sus alumnos al tercer idioma,
ya de entrada, se encuentra con mayores posibilidades de insertarse en una
sociedad multicultural, la cual forzosamente habrd de ser plurilingiiistica. El
«lenguaje» es el auténtico instrumento de pnetracién y comunicacién, por si
mismo considerado, pero mucho mds cuando se trata de medio de interseccion
de culturas, de comprension y de solidaridad mundial. En ese sentido es como
hemos tipificado el rasgo de escuela »internacionals,

Escuela-humana. Al configurar, a través de una experiencia histérica vilida, un
tipo de escuela susceptible de presentarse eficazmente en una sociedad multicultural,
no podemos partir de cero; pero tampoco cabe agrandar las limitaciones.

A las caracteristicas anteriormente expuestas, hay que afiadir, finalmente, esta otra:
escuela humana, o, del escuela al servicio hombre. Y como afadiria Faure, de «fodo
el hombre»,

Para un educador, filésofo del Derecho, nada nos es mds grato que advertir las

corrientes de opinién en el orden educativo que cada vez ponen mds énfasis en este
aspecto, El maestro espafiol, Legaz Lacambra (en «Socializacidn y libertad en la
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Educacién», Madrid 1973), recordaba —de la mano del hegeliano Von Stein— cémo
«toda educacién como posesion de bienes espirituales, conocimientos y capacidades,
es, en primer lugar, un hecho individual. Pero que el individuo se encuentra dentro del
orden social. El desarrollo de la educacién es asi comienzo del desarrollo de la liber-
tad»... Y mds adelante anade: se dird que la educacion es la que hace al hombre
persona, y como la persona vive en sociedad, la educacién realiza al hombre, es decir,
por ella adquiere el hombre su plenitud y su realidad humana (luego el maestro Legaz
recuerda nuestro punto de vista al respecto en nuestra obra «El Derecho al Estudio»-
Madrid 1970).

Pues bien, si no queremos perdernos en la «complejidad», el «problematismo» o
la «perplejidad» ante el tema de la escuela, hemos de contar con una referencia al
hombre mismao, con todas aquellas dimensiones miltiples que a su vez las transmite a
toda la comunidad, en ese escenario que hemos llamado cultural.

El sentido de perfeccién y de crecimiento, y el contexto socioeconémico o geogri-
fico etc, en que se mueve el hombre, es rico en matices. Pero ni la raza, ni el color,
ni el poder, ni el clima, ni el hecho religioso han sido capaces de destruir el reducto
intimo de lo humano. Y cuando cataclismos fisicos o bélicos han descargado sobre la
humanidad, ha vuelto a resurgir el hecho humano —que es libertad y socializacién—
con toda su trascendencia, y con todos sus valores personales y eternales.

La escuela que quiera ser vilida en una sociedad internacional, junto a aquellas
caracteristicas, ha de ser una escuela humana. Es decir, proyectada, prevista, incluso
sofiada, en el hombre mismo, y con todas las cualidades y respeto que le merece su
propia dimensién personal, y la propia cultura, raza, sexo, etc. en la que se encuen-
tra. Hs a partir de ahi, donde se producirdn las naturales opciones, que la propia
escuela facilita. No hay poder humano que «naturalmentes, es decir, sin artificiosi-
dad, pueda trastocar la dignidad personal que cada cual, en la escuela, espera
agrandar (V. n. Discurso de ingreso en la Real Academia de Doctores «Hacia un
nuevo Derecho a la Educacién» - 1995),

De ahi que, de manera indirecta, tengamos facilitado el camino para comprender
los supuestos multiculturales de sociedad, y desde ellas es cémo se puede llegar a lo
que, en términos pedagégicos, se ha denominado educacién personalizada. Pero ade-
mds es como puede llegarse a una interpretacién de las culturas en sociedades muilti-
ples.

Cuando el hombre —puede ser el nifio o el adulto— es el sujeto protagonista de
la educacién, se rompen fronteras. Es como podemos concebir un tipo de escuela
abierta a todo fenémeno cultural, respetuosa con su estura social, y eficaz para la
promocién personal y comunitaria.

El mismo profesorado, al realizarse vocacionalmente, o el mismo centre de ense-
flanza sea privado o piblico, seglar o religioso, tendrd en esa «escuela humana» un
dato referencial, que le puede servir, incluso, para un mejor «acoplamiento» en la
escuela, y para un «estimulo» en su funién educadora. De la misma manera que las
sociedades u otras comunidades intermedias —territoriales, eclesiales, benefactoras,
etc.— puedan encontrar igualmente resortes suficientes en la participacién y creacion
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educativas (V. n. & «Constitucion, democracia y enseitanza religiosa» - 11" Edicion -
Avila 1994).

Al fin y al cabo el termdmetro de una sociedad, dentro del pluralismo cultural, lo
da el hombre mismo, que se salva o se pierde en aquella comunidad, Aunque como
hombre sea él quien, a través de la escuela, empiece a realizarse y a encontrarse a si
mismo, con su libertad y responsabilidad, en sociedades multiculturales concretas, para
el ejercicio de todo el inmenso abanico de derechos humanos. (V. A, Simpson, Vers
une democratie culturell -Strashourg 1976).
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Anales de la Real Academia de Doctores
Volumen 4, pp. 99-113, 2000

TIEMPO Y ESPACIO EN BIOQUiMICA Y MEDICINA *
Mario Sapac - Hacar'

Salo en el tiempo y en el espacio llegamos a ser personas,
tenemos historia, familia, patria, rafces.
Solo en el tiempo se construye la historia humana. La historia
de nuestra vida es la medida de nuestro tiempo.

(J. Bayo)

INTRODUCCION

La ciencia moderna constituye una fantdstica aventura intelectual de la humanidad
que ha explorado desde las siderales dimensiones del macrocosmos hasta la asombrosa
pequeiiez molecular de los constituyentes del microcosmos biolégico subcelular.

La aventura cientifica misma es una ciencia del movimiento del hombre en el
espacio y en el tiempo y el investigador necesita aprender que, sea cual fuere su
campo de interés, debe complementar el estudio de las cosas en el espacio con el
de los hechos en el tiempo. Picasso, al presentar sus figuras simultineamente de
frente y perfil, introdujo una nueva y dindmica dimensién de tiempo en el estitico
mundo espacial de la pintura (ej. La Venus del Espejo, 1932). No se contenta el
artista s6lo con una perspectiva tinica e inmévil, sino que con el movimiento intro-
duce una cuarta dimension, «el tiempo», gracias a la yuxtaposicién de colores lisos.
Esta misma cuarta dimensién, que se une a las otras tres espaciales (alto, ancho y
largo), es esencial para que el cientifico determine la posicién de un fenémeno (teoria
de la relatividad).

El espacio, que es la materia prima de las artes, estd también perdurablemente
vinculado a la Medicina, tanto a través de la geometria tridimensional de los cuerpos
sanos y enfermos en que se funda el arte de la mirada médica, como de la anatomia
microscépica de lo celular y subcelular. Incluso por ser también una ciencia social, la
Medicina incorpora lo dialégico, la muda distancia que expresa relaciones y funda
lealtades entre médico y paciente, lo humano por excelencia,

* Conferencia pronunciada el 24 de febrero de 1999.

! Profesor Titular y Vicerrector de Asuntos Académicos de la Universidad de Chile. Miem-
bro de Nimero de la Academia de Ciencias Farmacéuticas de Chile. Miembro Correspondiente
de la Real Academia de Farmacia del Instituto de Espaiia.
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El fenémeno biolégico no puede concebirse en plenitud a espaldas del tiempo pues
seria s6lo una verdad parcial, estitica. La Anatomia es estitica mientras que la Fisio-
logia es «Anatomia animata». El espacio es la extensién indefinida cuyo protagonista
es el limite, en tanto que el tiempo es la duracién de los fenémeno y su protagonista
es el presente.

En medicina, de haber contado con el cine y la TV, habriamos conocido cémo
hacia realmente Hipéerates sus diagnésticos, cémo fue en verdad una leccién de ana-
tomia de Vesalio y como realizaba Harvey sus experimentos.

La fisiologia y el cine tienen un comin denominador; ambos se basan en el mo-
vimiento cuya medida es el tiempo segiin un antes y un después (Aristételes). Cuando
el cine no se mueve, y sus imdgenes espaciales son estiticas, deja de ser cine para
convertirse en fotografia; cuado la fisiologfa deja de ser local y general (el mds grande
descubrimiento en la historia de la fisiologfa fue llegar al concepto filoséfico de que
la fisiologia era la ciencia del movimiento local), cuando no hay movimiento de hor-
monas, de neurotransmisores, de fluidos, de moléculas, de sangre, de gases intraorgi-
nicos, entonces deja de ser fisiologia y se convierte en la muerte,

Con Claude Bernard la fisiologfa alcanzé el estatuto de disciplina fundamental para
la medicina, al asentar el concepto de enfermedad en una alteracién de la funcién
conquistando asi el tiempo dentro de dicha concepei6n, al igual que Virchow, el fun-
dador de la concepcién «morfolGgica», lo hiciera con el espacio, creando la «patologia
celulars al sustentar que todo proceso mérbido tiene un locus o espacio alterado cuya
minima unidad de enfermedad que puede describirse es la célula,

Asimismo, el cine es el tinico arte que puede representar el curso de una enferme-
dad (como los radioisétopos y moléculas marcadas para seguir el curso de un proceso
molecular en el tiempo). La palabra escrita puede hacerlo en la historia clinica, y la
fotografia o la pintura sélo representan el estado de una lesién en un momento deter-
minado. Mas si fuera posible, como lo plantea Marti Ibafiez, seguir con la cdmara
desde «afuera» el cuadro clinico externo del paciente, y desde «adentro», en lo posible,
los cambios fisiopatolégicos acaecidos en su organismo, el resultado serfa el cuadro de
una enfermedad como jamds podria describirse en libro alguno de medicina. Hoy esto
ya es una realidad.

Por ser la enfermedad un proceso dindmico que se mueve a través del tiempo, ni
la pintura ni la fotografia pueden representarla como el cine y la televisién. Un leu-
cocito, extendiendo el nada amoroso abrazo de sus pseudépodos hacia un microorga-
nismo extranio, lo hace en el espacio pero también en el tiempo; la cicatrizacién de una
tlcera péptica tiene lugar en un espacio limitado pero asimismo en el tiempo; la
remisién de un proceso neopldsico se efectia en un lugar del espacio orgénico pero
necesita de tiempo, y solamente el cine o la TV pueden capturar el tiempo, por ser
instrumentos dindmicos: la pupila de sus lentes puede mirar durante horas, dfas y
meses un mismo lugar y registrar los cambios acaecidos. (F. Marti Ibéfiez).

En el campo de la Bioquimica y de la Biologia Molecular, los cambios e interac-

ciones moleculares en el tiempo y en el espacio son de fundamental importancia para
la comprensién dltima de los fenémenos vitales.
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Asi, el cambio conformacional en el espacio de las moléculas de actina y miosina
en el fenémeno de la contraccién muscular o el producido por un regulador alostérico
en una enzima marcapaso de una via metabélica, son fenémenos ligados a un tiempo
caracteristico de accidn, como lo es también la degradacién de una proteina en funcién
de su vida media,

El estudio del movimiento incesante de las moléculas dentro de la célula, dirigién-
dose hacia sus sitios de accién con una direccionalidad definida y un reconocimiento
topogrifico especifico, configura una vasta tarea para los biGlogos moleculares que
comienzan a desvelar un apasionante microcosmos subcelular en el tiempo y en el
espacio, que compite con la atraccién que el tiempo histérico y el espacio geogrifico
han ejercido desde los albores de la humanidad en el estudio del hombre y de la
enfermedad.

Se nos abre asi una insospechada visién integrativa de lo que es la vida desde un
punto de vista histérico, geogrifico, fisico y quimico,

En esta oportunidad nos referitemos al «macrotiempor o «tiempo histdrico», es
decir, aquel de dimensién prolongada que marca tanto la evolucién bioquimica del
hombre como su circunstancia bioquimico-histérica y al wnacroespacio» o «espacio
geogrdfico» que lleva a la aparicién de determinadas enfermedades o «patologias
geograficas». También analizaremos las peculiaridades biol6gicas de los fenémenos
que transcurren en un micreespacio y en un micretiempo (tiempo fisico).

I. TIEMPO HISTORICO (MACROTIEMPO)
1. La evolucién bioquimica del hombre

El presente bioquimico-funcional del hombre es producto de su pasado bioquimi-
co, el cual ha ido evolucionando a través de las inexorables modificaciones de la
herencia genética (mutaciones), adaptindose a las condiciones del medio exterior por
seleccion natural. Cuando bioldgicamente —a nivel de genes y enzimas— el hombre
no ha tenido tiempo de adaptarse a los cambios que él mismo culturalmente ha pro-
vocado, se crean circunstancias bioquimicas que le son fisiolégicamente lesivas.

Veamos algunos ejemplos:
1.1.  La reaccion de alarma v la movilizacion energética

La descarga de adrenalina es una respuesta bioquimico-fisiol6gica atdvica, que, al
provocar un alza de la presién sanguinea y un aumento de la glicemia y dcidos grasos
circulantes, aseguraba en el hombre primitivo un aporte energético adecuado para su
reiterada circunstancia de pelear o huir («to fight or to flight» de Cannon) frente a la
presa o al enemigo o su trashumante actividad en busca de alimento. Esta reaccién
bioquimico-fisiolégica se conserva en el hombre moderno pero éste, al responder
culturalmente en forma diferente a una ofensa, accién o agresion, no ejercita igual
actividad muscular y no consume ese aumento de glucosa y lipidos, lo que favorece
la hipertension y aterosclerosis, de mayor incidencia en el hombre contemporineo.
(Fig.1)
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Fiaura 1. Reaccidn de alarma y movilizacidn energética.

1.2, El paso de la alimentacién preagricola, rica en proteinas, a la agricola,
rica en carbohidratos

En la dieta fundamentalmente carnivora del hombre primitivo, éste obtenfa parte
importante de su energia a partir de los aminodcidos de las proteinas.

La introduccién en la era agricola de dietas bdsicas, pobres cuantitativamente en
proteinas y pobres cualitativamente en algiin aminodcido esencial, ha sido demasiado
reciente en términos de evolucion biolgica para que el hombre haya podido desarro-
llar eficaces mecanismos de control a nivel o actividad de las enzimas claves en la
degradacién de esos aminodcidos vitales para su bienestar, los que hoy millones de
hombres queman como insignificante complemento de energia. En suma, biolégica-
mente —a nivel de genes y enzimas— el hombre no ha tenido tiempo de adaptarse a
la revolucidén agricola, un tiempo notoriamente insuficiente para reinventar la biosin-
tesis de los aminodcidos esenciales y escaso para adquirir buenos controles de su
catabolismo (A. Sols).

La magnitud del desfase se puede resumir asi: un hombre tipico de 70 Kg. que viva
70 afios necesitard para crecimiento neto unos 10 Kg. de proteinas y de hecho requiere
unos 1.200 Kg. para sobrevivir los 70 afios. De estos 1.200 Kg., aproximadamente una
cuarta parte corresponde a pérdidas al exterior, virtualmente inevitables; el 75% res-
tante, junos 900 Kg.!, se gasta —a veces se malgasta— simplemente para proveer
energia (Fig. 2).

El catabolismo de los aminodcidos esenciales y su regulacién es, concretamente, un
campo no s6lo de considerable interés teérico sino de gran interés potencial para el
bienestar de buena parte de la humanidad, que carece de un aporte suficiente de pro-
teinas, pues podria permitir disefiar mecanismos para ahorrar aminodcidos esenciales,

102



PORFIRIAS
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Eritropoyética Hepatica
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. (Psicosis, histeria, depresiones)
(Produe. rad. libres)
y gastrointestinales

Figura 5.

II. MACROESPACIO (ESPACIO GEOGRAFICO)
1. La Anemia drepanocitica o falciforme

Estos pacientes poseen una hemoglobina anormal (HbS) que en su forma desoxi-
genada tiende a precipitar en el glébulo rojo, deformindolo, acortando su vida media
y produciendo su destruccion, lo cual lleva a que el Plasmodium falciparum de la
malaria no pueda cumplir su ciclo vital intraeritrocito. Asf, la frecuencia del gen HbS
falciforme en Africa queda restringida a las regiones donde la malaria es una causa
principal de muerte, pues el heterocigoto esta protegido contra la malaria y no sufre la
enfermedad falciforme, en tanto que el homocigoto normal es vulnerable a la enferme-

dad (Fig. 6).

Defecto genético Anemia falciforme

G6PDH del eritrocito Hbs, genét. anormal
Ciclo Pentosas | Insolub, deoxiHbs 1 |
y GSH 4

Alteraciones Estructurales y
* | Funcionales del Eritrocito -
t Hemolisis

l

| Viabilidad intraeritrocito [P
del F. falciparum
(Malaria)

Figura 6. Defectos genéticos de alia frecuencia (G6PDH, HbS), ventajosos bajo ciertas
condiciones ambientales (Malaria).
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Figura 4. Toxinas Microbianas.

marco asi la historia a través de la circunstancia bioquimica que afecté a estas dos
personalidades,

La tos convulsiva: La toxina de la Bordetella pertusis también provoca dafio al ser
humano por ADP-ribosilacién de una proteina transductora Gi de la membrana celular,
con lo que sube el nivel de AMP ciclico en los leucocitos polimorfonucleares bajando
la capacidad de defensa inmunolégica de éstos.

El eblera: La toxina del célera produce trastornos intestinales también por ADP-
ribosilacién, pero en este caso de una proteina transductora Gs de la membrana celular
intestinal haciendo subir el nivel intracelular del AMP cfclico, lo cual produce la
diarrea y el consiguiente desequilibrio hidroelectrolitico.

2.2, Porfiria hepdtica

En esta enfermedad hereditaria, la excesiva actividad de la enzima d-aminolevuli-
nosintetasa (ALA-sintetasa), lleva a una elevada sintesis de uroporfirinas y copropor-
firinas que producen una gran variedad de sintomas, incluyendo trastornos mentales,
como ocurri6é con Jorge III, Rey de Inglaterra, quien provocé, con su irracional impo-
sicién de impuestos a las colonias americanas, una circunstancia histérica que aceleré
la independencia de los EE.UU. de N.A. (Fig. 5).
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2. La carencia de la enzima Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6FDH)
y el favismo

La incapacidad de mantener niveles intraeritrociticos suficientes de glutation redu-
cido (GSH) lleva a inestabilidad del gl6bulo rojo, que se hemoliza por accién de
formacos (primaquina) o sustancias contenidas en los alimentos, por ej. en las habas
(favismo), que Pitdgoras prohibia comer a sus seguidores pues él sufrfa de esta afec-
cién. También en este caso disminuye la viabilidad intraeritrocito del P. falciparum
(malaria),

3. Geografia y toxinas vegetales

Son numerosas las toxinas provenientes de vegetales que estin circunscritas a
cierta dreas geogrificas, lo cual explica la distribucién de sus manifestaciones patol6-
gicas en determinadas zonas o paises.

La Fig. 7 ilustra los casos de latirismo, neurolatirismo-Enfermedad de Guam y de
hipoglicemia («ackee» - Jamaica), asi como las toxinas vegetales que los producen.

Otros ejemplos de patologfas ligadas a situaciones geograficas (geopatologfas) son
las carencias de oligoelementos en suelos y agua, tal como la cardiomiopatia por
carencia de selenio en la regién china de Keshan y en el este de Finlandia (el Se forma
parte de la enzima glutatién peroxidasa, importante para impedir la lipoperoxidacién).
Otro ejemplo lo constituye la carencia de yodo en suelos montafiosos de Chile y Suiza
(trastornos tiroideos).

Cycas circinalis Blighia sapida
(Cicaddcea) Eackee»-.l amaica)

!'Ml'ﬂi'ﬂﬂﬂil sativim
(clarin) (garbanzo)
[3-aminopropionitrilo BOAA BMAA 'MCPA
i@ (neurotoxinas) (hipoglicina)
aririoleilawidsa estimulacién R o), ox:ldacidn de gluconeogénesis
motoneuronas dcidos grasos
entrecruzamiento TCal’, radicales libres T utilizacién de glucosa T
de coldgeno | l l
N - v
t eurolatirssmo § . ;
. wcem
Latirismo Enf. de Guatn Hipogl ia
(fragilidad coligeno) (degeneracion motoneuronal)
BOAA = B-N-oxalllamino-L-alaning — BMAA = -N-metil-amino-Lealanina MCPA = L-(metilenciclopropilalaning

Fiaura 7. Geografia v toxinas vegetales.
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4. Sindrome de la serotonina o del sharay

La disminucién de los iones pequefios negativos del aire, en zonas geogrificas
caracterizadas por determinados vientos cdlidos (sharav, foehn, Santa Ana, etc.), que
se desplazan sobre grandes masas de arena o montafias, hace disminuir la actividad de
la enzima MAO-dependiente de Mn, que degrada a la serotonina, que se acumula
produciendo trastornos intestinales y de la visién, depresion e irritabilidad, etc., situa-
cién que se previene farmacolégicamente con metisergida, un bloqueador de los recep-
tores de serotonina (Fig. 8).

ITones (=) ¢

del aire

|

SEROTONINA MAO/Mn"™ 4
5-OH Triptamina ’

LN

Cefalea Insomio Diarrea

Ac. 5-OH indolacético |

Vémitos Visién borrosa

Ficura 8. Reaccidn de alarma y movilizacién energética.

III. MICROESPACIO

Al llevar nuestra atencién hacia niveles celulares y subcelulares observamos que la
concepeitn espacial es fundamental para comprender los fenémenos que alli ocurren:
los desplazamientos y proyecciones de un fagocito o una ameba ocupando nuevos
microespacios, explican la fagocitosis. Por otra parte, el cambio conformacional que
adquiere una proteina por desplazamiento de sus dtomos, produciendo una nueva forma
y ocupando un microespacio diferente, nos permite entender su capacidad de recono-
cimiento y su interaccién con otras proteinas, la activacién de una enzima por un
regulador alostérico, con la consiguiente activacién o inactivacién de una via metabé-
lica, etc. Del mismo modo, la epigénesis molecular, por reconocimiento e interacciones
sucesivas de proteinas, va creando formas de complejidad creciente. Ejemplo: la for-
macién de la subunidad ribosomal pequena por interacciéon de méds de 20 proteinas
diferentes en un orden secuencial especifico.

La forma de las moléculas en el espacio y su organizacién, no la sustancia material
misma, es lo esencial y funcional de ellas.

Muchas veces, a diferentes conformaciones corresponden distintos niveles de acti-
vidad. Por ejemplo, las diferentes conformaciones que adquiere la calmodulina por
niveles crecientes de Ca™ intracelular, se traduce en diferentes reconocimientos y
activaciones de algunas enzimas reguladas por el complejo Ca-calmodulina. Andlogos
cambios espaciales experimentan las protefnas por interaccién con moléculas regula-
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doras pequefias (moduladores alostéricos) o por modificaciones covalentes (fosforila-
cién, ete.). Son estos cambios espaciales de las moléculas receptoras de seiiales de la
célula los que explican los consiguientes fendmenos de transduccion que se producen
por interacciones moleculares que culminan con la accidn o respuesta celular adaptada
a esa informacidn.

Recientemente, la bioquimica molecular ha concentrado también su atencién en el
trifico molecular subcelular, buscando la explicacién de los espacios recorridos por
determinadas moléculas y el reconocimiento por éstas de sus destinos precisos. Por
ejemplo, jqué es lo que determina que las proteinas de la membrana celular, una vez
sintetizadas en los ribosomas, se dirijan a ocupar un determinado sitio en dicha mem-
brana?

Esta translocacion dirigida estd, en gran medida, determinada por la lipomodifica-
cién de las proteinas, las que, una vez lipoaciladas o preniladas, se hacen mds hidré-
fobas para poder ser asi aceptadas por la capa bilipidica de la membrana celular. Esto
queda ilustrado por la lipoacilacién y prenilacién, respectivamente, de las subunidades
Go, y Gy que forman parte de las proteinas transductoras G de la membrana (Fig. 9).
De la misma manera, las protefnas kinasas se translocan de un compartimento celular
a otro segin sean los segundos mensajeros producidos durante la actividad en la célula,
los cuales determinan cambios conformacionales que permiten la unién de la kinasa a
una u otra protefna especifica de anclaje subcelular (Fig. 10). [gualmente, las distintas
formas de una enzima (isoenzimas) se unen a distintas zonas de reconocimiento sub-
celular para ejercer alli su accion.

Es interesante también sefialar que el paso o transduccién de un efecto o estimulo
fisico (presidn, etc.) a un efecto bioquimico molecular se lleva a cabo por cambios de
espacialidad. Asi, al ejercer presién en un tejido se de forma la matriz extracelular y
las moléculas de fibronectina de ésta cambian conformacionalmente, cambio que es

i Membrana Plasmatica

Go, Gh

1ﬂv_|

Lipoacilacién ' ‘ Prenilacién
@th-cys ar Cys
- ? Gao, S

-

Miristoilo Farnesilo
Palmitoilo Geranil-geranilo

Ficura 9. Ejemplo de Trdfico Subcelular Translocacidn dirvigida de Proteina G
por Lipomodificacion.
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Ficura 10. Translocacion de Proteinas Kinasas.

reconocido por las moléculas de integrina de la membrana celular, las cuales cambian
a su vez su conformacion especial, lo que lleva a una modificacién del citoesqueleto
al que estin conectadas.

La anatomia ha pasado a ser molecular y lo mismo la patologia. Podemos explicar
el cambio de forma caracteristico del glébulo rojo en la anemia falciforme por la
alteracién molecular de la Hb y también la hipertrofia e insuficiencia cardiacas que
siguen a la hipertensién. En este tltimo caso los cambios en la microarquitectura de
los elementos locales de respuesta en la célula cardiaca (cardiomiocito) se traducen en
espaciamientos sub6ptimos entre moléculas receptoras adyacentes, es decir, entre los
canales de Ca® sensibles a dihidropiridina de los tibulos-T (DHPRs) y los canales
intracelulares de Ca®* sensibles a rianodina (Ry R). Esto hace que el pequefio aumento
de Ca™ intracelular local en los tibulos-T (que por apertura de sus canales DHPR
ingresan Ca™ extracelular tras el cambio del potencial de accién) no alcance, por la
mayor distancia a los canales sensibles a rianodina del reticulo sarcoplidsmico, a esti-
mular la salida de suficiente de Ca™ desde éste como para constituir una «chispa»
(spark) de Ca™ local, con el consiguiente acoplamiento excitacién-contraccién (EC)
deficiente o alterado que caracteriza a la hipertrofia e insuficiencia cardiacas. En cam-
bio, en el corazén normal, por existir un espaciamiento 6ptimo y sin alterar el Ca*
citosélico global se desencadena una contraccién 6ptima. (Fig. 11)

IV. MICROTIEMPO (TIEMPO FISICO)

El tiempo, cuarta dimension de los fenémenos bioldgicos, no ha sido atn integral-
mente analizado en el contexto del mundo subcelular y molecular,

Las moléculas llevan en si informacién espacial pero también temporal pues tie-
nen, dentro del concierto celular, una vida media determinada. Asi, las moléculas de
las proteinas duran més o menos tiempo segiin su estructura molecular y, mas especi-
ficamente, su aminodcido N-terminal. La Tabla 2 muestra cémo, segiin cudl sea dicho
aminodcido, una proteina citosélica tiene una vida media de 2-3 minutos o de mds de
20 horas.

Igualmente, al considerar el «pool» de aminodcidos producidos al degradarse las

proteinas, las Km de las enzimas, que llevan al catabolismo de los aminodcidos o a la
sintesis de proteinas, determinan la preferencia a la utilizacién de los aminodcidos
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Ficura 11, Acoplamiento excitacidn-contraccién en el corazdn normal (A) y disfucional (B).
[AM. Gomez et al,, Science 276:800-806 (1997)].

como fuente energética o como unidades de resintesis de proteinas, respectivamente.
Asi, si la concentracién de aminodcidos es baja, se privilegiard la sintesis de proteinas
(Km baja). Su velocidad de utilizacién queda, pues, preferentemente determinada se-
glin su concentracién y las caracteristicas cinéticas intrinsecas de las enzimas implica-
das (Fig. 12).

Otro ejemplo de la relevancia del microtiempo y de los pardmetros cinéticos lo
constituye el sistema de transducci6n para el receptor -adrenérgico de la adrenalina,
que lleva a la produccién del 2° mensajero AMP ciclico el cual conduce a la produc-
cién de sustratos energéticos, como glucosa a partir de glucégeno y dcidos grasos a

Estabilizadores Desestabilizadores Muy desestabilizadores
(=20 Horas) (=30 - 7 min.) (=3 -2 min.)
Metionina Isoleucina Leucina
Glicina Glutamato Fenilalanina
Alanina Tirosina Aspartato
Serina Glutamina Lisina
Treonina Prolina Arginina
Valina

TasLa 2. Vida media de las protefnas citosélicas en funcién de su aminodcido N-Terminal.
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AMINOACIDOS
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Ficura 12.

partir de los triglicéridos del tejido adiposo. En este caso la mayor velocidad de accién
de la adenilato ciclasa en relacién a la actividad GTP ésica de la proteina transductora
Gs, que revierte la direccién de la transduccion, asegura que siempre, ain con bajos
niveles de adrenalina o una pronta eliminacién de ésta, se produzea una respuesta
inicial (Fig. 13).

G,
Ci-GDP|
" +)
2 ATP
= o .
G-GTP Adenilato 1100 min"
cAMP
i ; : 100

Figura 13, Ejemplo de la relevancia fisiolégica de los pardmetros cinéticos,

Queda atin mucho por avanzar en el estudio integrativo de las acciones multiples
que ocurren en el tiempo y en el espacio en la célula, para poder comprender cémo el
incesante trifico de moléculas intracelulares ejerce su accién coordinadamente en el
sitio y momento precisos y con la duracién adecuada.

Es muy probable que con el tiempo asistamos al reconocimiento de enfermedades

moleculares por alteraciones o disfunciones direccionales, espaciales, espacio-tempo-
rales, epigenético moleculares, etc.

112



BIBLIOGRAFIA

Bachmair A, et al. «In vivo half-life of a pro-
tein is a function of its amino-terminal
residues, Science 234, 179-186 (1986).

Bernard €. «Lectures on the Phenomena of

Life Common to Animals and Plants».
Springfield, 111, Charles C. Thomas (1974)

Casey PJ. «Protein Lipidation in Cell Signa-
ling», Science 268, 221-5 (1995).

Eaton, S.B. & Konner, M «Paleolithic Nutri-
tion» N. Engl. 1. Med. 312 (5)283-9
(1985).

«El Espacio en las Ciencias» Consejo de Rec-
tores de las Universidades Chilenas. Edit,
Universitaria, Santiago (1982).

«El Tiempo en las Ciencias» Consejo de Rec-
tores de las Universidades Chilenas. Edit,
Universitaria, Santiago (1981).

«El Tiempo, Cuarta Dimensién de la Medici-
na» Documenta Geigy, Basilea (1970).

Faux M, Scott J. «Molecular Glue: Kinase
Anchoring and Scaffold Proteins». Cell
85, 0-12 (1996).

Gémez AM, et al. «Defective Excitation-Con-
traction Coupling in Experimental Cardiac
Hypertrophy and Heart Failure». Science
276, 800-806 (1997),

Inagaki, N. et al «Spatiotemporal distribution
of protein kinase and phosphatase activi-
ties» TIBS 19, 448-452 (1994).

Jacob F. «Fl ratén, la mosca y el hombrer.
Grijalbo Mondadori S.A. Barcelona
(1998).

Jacob F. «La légica de lo vivientes, Ed, Uni-
versitaria, Santiago (1973).

Marinovic M. «Espacialidad Humana y Arte»,
Ed. Dpto, Técnico Investig. Univ. de Chi-
le, Santiago (1992).

Marti Ibaiiez F. «El fabuloso ojo de la cerra-
dura». MD en espafiol 5(7)5-17(1967).

Mochly-Rosen D. «Localization of Protein
Kinases by Anchoring Proteins: A theme
in Signal Transductions, Science 268,
277-251 (1995).

Monod J. «El Azar y la Necesidad» Ed. Or-
his, Bs. Aires (1985).

Picasso Coleceidon «Entender la Pinturas.
Ediciones Orbis S.A. Bs, Aires (1994).

Sapag-Hagar M. « La Circunstancia Bioqui-
mica y Patolégica del Hombre», Rev. Col.
Quim. Farmacéut. de Chile 45(3) 74-8
(1989).

Sapag-Hagar M, « La Unidad Bioquimica del
Hombre». Rev. Col. Quim. Farmacéut, de
Chile 34, 7-17 (1978)

Sapag-Hagar M. «Importancia de la Biorregu-
lacion Celular en la Patologia Humanax,
Cuadernos Universidad de Chile N° 4 p.
15-22 (1985) Edit, Universitaria, Santiago.

Sapag-Hagar M. «Ciencia, Evolucion y Etica:
de la Herencia Bioldgica a la Herencia
Cultural», Anales Acad. Alfonso Leng 9,
37-41 (1991).

Schroedinger, E. «Ciencia y Humanismos,
Tusquets Editores, Barcelona (1985)

Sigerist HE. «Civilizacion Enfermedads.
Fonda de Cultura Econémica, México
(1946).

Sols A. «Deficiencia de Proteinas en el Hom-
bre. Consideraciones de un Bioquimico en
la Década de los Setentas. Primer Con-
greso FESBE, Octubre 1976, Espaiia.

Stryer L. «Biochemistry», W.H. Freeman and
Co., New York, 3rd Ed. (1988).

Teilhard de Chardin «E]l Fenémeno Humano»,
Ed. Taurus, Madrid (1965).






Anales de la Real Academia de Doctores
Volumen 4, pp. 115-125, 2000

DE NUEVO LA HISTERIA DE LA LISTERIA
(L. monocytogenes) *

GUILLERMO SUAREZ FERNANDEZ

INTRODUCCION

En ese grupo de enfermedades emergentes que podriamos considerar como «enfer-
medades de la civilizacién »la Listeriosis viene a ser la enfermedad modelo por exce-
lencia entre los procesos infecciosos del maximo interés actual.

El nombre de Listeriosis se aplica a la enfermedad producida por microorganismos
del género Listeria, principalmente L. monocytégenes, en el hombre y los animales,
que se caracteriza por una iniciacién febril y septicémica y en el curso de la cual
aparecen una serie de signos patolégicos, como hiperglucemia, mononucleosis (mono-
citosis), necrosis hepitica focal, aborto, encefalitis, endocarditis y necrosis de miocar-
dio, queratitis y mastitis. Estas manifestaciones estdn claramente diferenciadas y dis-
tribuidas por especies de acuerdo con la fisionomia patolégica y estado fisiologico. En
el hombre puede cursar de forma inaparente o con sintomas leves y pasar desapercibida
mientras que en la mujer gestante puede originar abortos o infeccién neonatal.

ETIOLOGIA

Existen seis especies dentro del género Listeria: L. monocytogenes, L. ivanovi,
L. inocua, L. welshimeri, L. seeligeri y L. grayi (subsp. grayi y murrayi).

Las listeriosis humanas son producidas exclusivamente por L. monocytégenes y
las animales por L. monoeytégenes y L. ivanovi, siendo mds importante la primera.

Cirtos grupos de individuos son mds susceptibles de adquirir la Listeriosis. Estas
personas de alto riesgo incluyen mujeres gestantes, recién nacidos, adultos bajo trata-
miento inmunolégico, ancianos, pacientes hemodializados, enfermos alcohélicos, dro-
gadictos, etc.

# Conferencia pronunciada ¢l 10 de noviembre de 1999.
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LISTERIOSIS Y CONTAMINACION ALIMENTARIA

No deja de ser un hecho paradéjico que en aquellos paises mds avanzados en los
diferentes planos econémico, social, académico y sanitario, se hayan incrementado las
infecciones humanas de origen alimentario.

El hecho ha venido preocupando a la Organizacién Mundial de la Salud, siendo
uno de los problemas de indole sanitaria mds caracteristicos del mundo contempori-
neo.

Constantemente aparecen agentes etiolégicos nuevos, susceptibles de transmisién
por alimentos, tales como Vibrio vulnificus, Plesiomonas shigelloides, Aeromonas
hydrophila, Edwardsiella tarda, Cryptosporidium parvum, E. coli 0157 H7 y Lis-
teria, monocytogenes, entre otros.

El ejemplo de la Listeriosis es particularmente importante por la serie de brotes
infecciosos a lo largo de las décadas de los 80 y 90 en Nueva Escocia (Canada),
Massachusetts, California y Filadelfia (USA), Canton de Vaud (Suiza), Londres (Gran
Bretaiia), Limousin, Alsacia, Vendeé, Ile de France, Normandia (Francia). En el afio
1992 se detectaron en Francia més de 300 casos apareciendo de nuevo en 1993, si bien
en este brote la enfermedad fue rdpidamente controlada y las personas afectadas no
llegaron al medio centenar. Tras unos cinco afios de silencio, en 1998 aparece en USA
una importante epidemia que afecta a 14 estados con centenares de enfermos.

En la epidemiologia de este proceso llaman la atencién la circunstancia de su
presentaci6n en paises de alto nivel social y el alto grado de letalidad que se halla en
torno al 30 por cien, con variaciones minimas para los distintos focos y serotipos de
L. monocytégenes.

Naturalmente, hay que hablar de miles de bajas humanas por la enfermedad en la
pasada década y el impacto sanitario de este proceso se resume en la frase acufiada por
la prensa americana como «histeria de la listeria» (Sudrez, G., Anales de la Real
Academia Nacional de Medicina, 108, 1991).

NUEYOS MODOS DE VIDA Y ENFERMEDAD

Existen una serie de patologias de aparicién reciente, relacionadas con las formas
de vida actuales y que afectan con preferencia a determinados campos (alimentacién,
toxicologia, drogadicci6n, residuos y medio ambiente, etc).

Limitindonos ahora al drea de los alimentos, el problema, aunque aparentemente
paradGjico. se asienta sobre unas razones de base con una fuerte interrelacién y que J.
L. Cox (Food Technology 43, 1989) las enumeraba asf:

a) Cambios en los hdbitos alimentarios.

b) Avances en el estudio epidemiolégico.

¢) Modificaciones demogrificas.
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d) Inmigracién y turismo.

e) Produccién de materias primas a gran escala,

f) Perfeccionamiento de la tecnologia alimentaria.

g) Modificacién del comportamiento de los microorganismos.
El apartado a) es quizd el mds evidente,

La vida actual exige celeridad, rapidez, economizar tiempo en aras de una mayor
competitividad laboral y actividad hidica y ello ha traido nuevas formas de alimentarse
(platos precocinados, semiconservas, alimentos deshidratados, restauracién por «cate-
ring», etc).

Es decir, hemos pasado de una cocina cldsica, bien conocida por regiones, tipica
y muy apreciada desde un punto de vista gastronémico, pero de laboriosa ejecucion,
a una nueva manera de nutrirse quedando los platos tradicionales poco menos que
restringidos para celebraciones o festividades.

En un plato precocinado, con varios substratos, mezclados o separados, con dife-
rentes valores de pH, humedad, actividad acuosa, nutrientes, vitaminas, microfactores
diversos, es mds ficil que progrese una contaminacién microbiana por la simple po-
sibilidad de encontrar un medio idéneo para que un determinado microorganismo
pueda multiplicarse.

La reconstitucién de alimentos desecados, la interrupeién de la adena de frio, son
también factores de riesgo, evidentemente.

Respecto a los otros puntos relacionados, podriamos considerar que el tratamiento
de datos epidemiolégicos por ordenador y la posibilidad de compaginar este aspecto
con un diagnéstico mas ripido y exacto, ya supondria un registro més elevado; que el
envejecimiento de la poblacién modifica la fisionomia patolégica humana; que la in-
migracién y el turismo favorecen la difusion de determinados procesos infecciosos;
que la produccién de materias primas a gran escala facilita la creacién de nuevos
nichos ecolégicos para los microorganismos; que el empaquetado, envasado al vacfo,
refrigeracién y congelacién afectan a la supervivencia y multiplicacién de los gérme-
nes.

Finalmente, el cambio de conducta de los agentes microbianos es un hecho muy
importante y se explica porque muchos de los factores de patogenicidad estin codifi-
cados por pldsmidos que pueden transmitirse de unas especies de microorganismos a
otras diferentes,

Naturalmente que, ante este ciimulo de circunstancias, la industria, la administra-
ci6n, los organismos sanitarios, no permanecen inactivos, y ahi estdn aplicindose a
nivel industrial y de consumo, sistemas de limpieza en circuito cerrado, andlisis de
riesgos y control de puntos criticos, los cédigos de buenas pricticas, la inspeccion y
andlisis de alimentos en las distintas fases, desde el origen hasta el consumo, las
reuniones cientificas, propiciadas por diferentes organismos sanitarios, y como ejem-
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plo nos complace citar la Conferencia Consenso sobre Listeriosis auspiciada por el
Ministerio de Sanidad y Consumo y que tuvo lugar en la Facultad de Veterinaria de
Le6n en Octubre de 1992, presidida por el Sr. Decano Prof. Rodriguez Ferri,

No serd aventurado predecir que ese mayor riesgo de la alimentacién moderna
tiene que declinar, y asi se estd comprobando, a medida que el conocimiento de los
mecanismos de contagio y de prevencion se mejore y se adquiera una mayor experien-
cia.

LA LISTERIOSIS COMO MODELO

Es, sin duda, la Listeriosis el proceso infeccioso de origen alimentario de mayor
interés actual y, en consecuencia, el mds intensamente estudiado en los tltimos afios.
Como prueba diremos que se han ensayado unas treinta técnicas modernas de diagnos-
tico microbiolégico con el fin de lograr una deteccién répida y precisa de la enferme-
dad entre las que destacan PCR (reaccién de polimerasa en cadena), citometria de
flujo, sondas genéticas, distintos tipos de electroforesis (enzima multilocalizado, im-
pulso de campo), espectrometria de masas, andlisis de secuencias y perfiles nucleoti-
dicos, etc.

La epidemiologia de la Listeriosis se explica por el propio ciclo ecolégico de
Listeria monocytégenes, germen de origen teliirico y de gran ubicuidad.

Al hombre llega el microorganismo por via alimentaria a través de alimentos ve-
getales, de origen animal (carne y leche), pescados y mariscos, estos contaminados en
el medio acudtico.

En Espana la Listeriosis humana no ha constituido, hasta el momento presente, un
problema importante, con contados focos ¥ escaso ntimero de afectados (Valencia,
1990, de cardcter ginecoldgico; Las Palmas, 1991, de origen alimentario), en contraste
epidemioldgico con la vecina Francia,

Las epidemias francesas fueron producidas por estirpes de L. monocytégenes di-
ferentes y los alimentos implicados eran respectivamente, fiambre de lengua de cerdo
en gelatina (1992) y «rilletes», productos de charcuteria a base de grasa de cerdo
(1993).

La escasa presentacién, en nuestro pafs, de casos de Listeriosis humana no con-
cuerda con la relativa frecuencia con que se ha venido diagnosticando en la esfera
animal, principalmente en ganado ovino, ni con la asiduidad con que se ha aislado L.
monocytégenes, en nuestro laboratorio, de diversos alimentos (Fernindez, J. et al.,
1986, en «Listeriose». Edit. A.L. Courtieu. Université de Nantes).

Es de destacar, sin embargo, que ya con anterioridad a la década de los 80, en que
aparecen numerosos focos de Listeriosis humana en USA y Europa, existian centos
espafioles en los que se estudiaba la enfermedad, aportando importantes contribuciones
cientificas muy oportunamente (Departamento de Microbiologia, Hospital Ramén y
Cajal de Madrid; Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Facultad de Veteri-
naria, Universidad Complutense).
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A partir del descubrimiento de la bacteria por Murray y colaboradores en los afios
20 (Murray, E.G.D. et al. 1926 Jour. Bacteriol. Pathol, 29) como causa de una epide-
mia en los conejos y cobayos en el animalario de la Universidad de Cambridge, la
enfermedad se ha venido considerando, por largo tiempo, cOmo un proceso tipicamente
animal, pero a partir de la década de los 80, en que aparecen numerosos brotes huma-
nos, en todos los hemisferios, L. monocytégenes merece la calificacién de patogeno
oportunista, con un elevado potencial mesofilico de virulencia tanto para los animales
como para el hombre.

No obstante existe, claramente diferenciadas, unas dominantes patolégicas por
especies, y asi la monocitosis y la hepatitis con necrosis focal son propias de los
roedores, mientras que el aborto y las encefalitis se presentan en rumiantes. En el
hombre predominan también las formas encefaliticas o con sintomatologfa de menin-
sitis cerebroespinal o pardlisis bulbar, y en la mujer gestante los abortos o infecci6n
neonatal, si bien la mayoria de las veces puede cursar de forma inaparente © con
sintomas leves.

ENFERMEDAD CREADA POR EL HOMBRE

Si bien L. monocytégenes resiste mejor a las condiciones naturales del medio
ambiente que la mayorfa de los microorganismos no esporulados y puede multiplicarse
en un amplio intervalo de temperatura, actividades de agua'y grado de acidez, estando
en posesién de factores de virulencia extremadamente complejos, es lo cierto que,
hasta épocas recientes, no habia producido serios trastornos en el drea de la salud
ptiblica.

;Qué alimentos han sido responsables de las epidemias humanas mencionadas?

En Canada, 1981, la causa fue el consumo de ensalada de col o «coleslaw». En
Massachusetts, 1983, leche pasterizada; en California, 1985, queso; en Filadelfia, 1986,
queso y helados; en Suiza, queso blando; en Inglaterra, 1987, el alimento contaminado
fue el paté; en Francia, 1992 y 1993, fiambre de cerdo y preparados de charcuteria con
grasa de porcino y en USA, 1998 y 1999, el brote de Listeriosis se debi6 a la conta-
minacién de «perros calientes» de origen industrial (Center for Disease Control and
Prevention, Atlanta, USA, 1999).

Una de las causas de contagio mds frecuentes en los animales es el uso de ensilado
en la alimentacién. Cuando la acidificacion del producto es insuficiente, L. monocy-
tégenes puede proliferar extensamente.

El ensilado también es un producto artificial creado por el hombre y resulta insus-
tituible como alimento para los rumiantes domésticos en el periodo de estabulacion.

Un eminente listeriélogo de la Universidad de Wiirzburg, H. Seeliger (Curso de
Verano Complutense de Almerfa, 1991) se preguntaba si la Listeriosis no es una
enfermedad creada por el hombre, En efecto, si los principales brotes en el ganado se
deben al consumo de ensilaje contaminado y en el hombre al consumo de productos
de origen animal sometidos a un complejo proceso de transformacion, tendriamos que
reconocer que las epidemias descritas no hubiesen tenido lugar con una alimentacion
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a base de productos naturales, ni siquiera refrigerados, puesto que L. monocytégenes
se multiplica a la temperatura de 4° C, que es la normal en un frigorifico,

Es como si los avances propios de la civilizacién ofreciesen oportunidades a esta
bacteria, omnipresente en cualquier sustrato orginico y en posesion de complejos
mecanismos enzimdticos que posibilitan su accién patégena en determinadas circuns-
tancias.

Es evidente, sin embargo, que el riesgo actual de infeccién por Listeria puede
minimizarse con una serie de normas higiénicas tal y como recomienda, por ejemplo,
la Organizacién Mundial de la Salud y que estas grandes epidemias a que nos hemos
venido refiriendo acabardn por desaparecer,

Ahora bien, en nuestra opinién, podria llegarse a una situacién de declinacién de
representacion asintética, compatible con un aceptable grado de salud humana, pero no
a erradicar totalmente las infecciones por Listeria de cardcter natural y nivel espord-
dico. No olvidemos la amplia gama de posibilidades patogénicas de L. monocytégenes
y su don de la ubicuidad.

En otras palabras, creemos que se llegardn a controlar temibles epidemias en el
momento actual, como la hepatitis o el SIDA, pero no los casos o brotes aislados de
Listeriosis.

TERMORRESISTENCIA Y EPIDEMIOLOGIA

La termorresistencia es un viejo tépico activado por la epidemia de Massachusetts
en 1983, aparentemente producida por el consumo de leche pasterizada (Sudrez, G.,
1989, Acta Microbiol. Hungar. 36).

Nuestra amplia experiencia en el tema, tanto a escala de laboratorio como a nivel
industrial, nos permite establecer que un proceso de pasterizacién normal o correcto es
suficiente, generalmente, para destruir las listerias, siempre que el nimero de estos
microorganismos no sea muy elevado (superior a 10° por ml., como minimo). Estas
cantidades elevadas no suelen encontrarse normalmente en la leche. Por tanto, sola-
mente cuando se alimentan animales con ensilaje contaminado o en caso de mastitis
producidas por Listeria puede existir un riesgo cierto. En este caso la relacién de
calentamiento tiempo/temperatura de 71,7° C durante 15 segundos, que es el minimo
exigido, no serfa suficiente para garantizar una pasterizacién correcta (Ferndndez-
Garayzabal, I.F., 1994, Tesis Doctoral).

En este supuesto, el peligro resulta evidente, ya que las Listerias pueden reparar un
posible dafio término a temperaturas de refrigeracién (4° C), lo que no ocurre con
Salmonella, por ejemplo,

PATOGENESIS MOLECULAR

La investigaci6n en torno a la patogénesis molecular del género Listeria esti en
alza, lo que se debe a la confluencia de una serie de factores tales como la epidemia
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reciente extendida a 14 estados en USA con centenares de bajas por listeriosis, asi
como a la retirada del mercado de quesos frescos en Francia y Espaiia y el consiguiente
convencimiento de la posible reemergencia periédica de la enfermedad unido a su
dificil erradicacion.

De otra parte, Listeria se ha utilizado ya con gran €xito experimental como vector
de antigenos protectores contra otras bacterias (Salmonella'y Legionella), virus (CDV
o virus del moquillo) y patologias de origen, @ priori, no infeccioso, como son el
carcinoma colorectal y el carcinoma renal (Dietrich et al. 1998, Nat. Biotech, 16).

Paralelamente, un Consorcio Europeo formado por 10 laboratorios, cinco alema-
nes, dos franceses y tres espaiioles (Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa UAM,
Hospital Ramén y Cajal, Fac. de Veterinaria UCM, que coordina a los grupos espafio-
les) estdn secuenciando el genoma de Listeria monocytégenes, lo que va a lanzar una
nueva luz sobre el conocimiento de los mecanismos de virulencia de una bacteria
intracelular facultativa de las caracteristicas patogénicas de Listeria, que reiine carac-
terfsticas optimas como modelo de estudio.

INVASION DE CELULAS EUCARIOTAS

El enorme interés suscitado por este fenémeno se debe a que es el primer paso de
la infeccién bacteriana y, por tanto, la diana perfecta para el disefio de nuevos agentes
antimicrobianos. El conocimiento de las moléculas que determinan el biotropismo
bacteriano puede utilizarse para dirigir nuevos firmacos o vacunas hacia el lugar del
organismo donde su efecto sea Gptimo.

Dentro del género Listeria se ha venido a denominar a la familia de proteinas
relacionadas con la invasién Internalinas, a las que se les estd denominando en orden
alfabético en funcién de su descubrimiento. Las internalinas de Listeria se dividen en
dos grandes grupos: las ancladas a la superficie bacteriana y las que se secretan al
medio. La primera internalina descubierta y mejor caracterizada hasta el momento es
la Internalina A (InlA.). Esta proteina estd anclada a la superficie de Listeria y ha
conferido, en cultivos celulares, invasividad a Listeria innocua, Enterococeus Jaecalis
e incluso, a bolitas de litex tapizadas con proteina (Lecuit et al., 1997, Infect. Immun.
65). La caracterizacion de esta internalina ha llegado hasta el punto de que su molécula
receptora en la célula eucariota, la E-caderina, ha sido identificada. Esta proteina es
una glicoproteina transmembrana que media la unién intercelular dependiente de cal-
cio. Curiosamente, en la mucosa intestinal del hospedador (origen de la infeccién por
Listeria) la E-caderina no se localiza en la cara apical de los enterocitos, sino en su
cara basolateral, sugiriendo que, como en el caso de Shigella, Listeria invade primero
Jas células M del intestino, y penetra ulteriormente las células intestinales lateralmente
(Ireton, Ketal, Cell. Biol. 10, 1998). Actualmente se estdn haciendo enormes esfuerzos
por determinar también el receptor celular de InlB, que, ademis de estar anclada la
proteina a la superficie de la bacteria es secretada al medio. En experimentos realiza-
dos con InlB purificada afiadida de forma exégena al medio de cultivo, se adhiere a
la superficie de Listeria innocua, transformando esta bacteria, que no es invasiva, en
un microorganismo capaz de penetrar células no fagociticas (Miiller et al, 1998. Infect.
Immun. 66).
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La internalina H (InlH) ha sido la dltima descrita hasta el momento en Listeria
monocytégenes. Esta internalina estd integrada en un locus conjuntamente con las
internalinas G y E. La eliminacién de estas tres internalinas reduce la virulencia de
Listeria en el modelo ratén de forma importante (Raffelsbauer, D. er al. 1998. Mol.
Gen. Genet. 260).

Una linea de investigacién desarrollada por el grupo de Viézquez-Boland, en nues-
tro laboratorio, ha dado lugar al descubrimiento de que ActA, la proteina especializada
en conferir a Listeria monocytégenes la capacidad de desplazarse a través del cito-
plasma de la célula parasitada, estd también relacionada con la invasién de células no
fagociticas profesionales. Es mads, esta proteina solamente contribuye a la invasividad
en células epiteliales y de origen nervioso, lo que sugiere que esté relacionada con el
tropismo celular de esta bacteria (Sudrez, M. et al, 1999. comunicacién personal), Este
hallazgo pone en evidencia cémo los microorganismos optimizan su dotacién genética
hasta el punto de que un dnico gen codifica para una proteina con funciones tan
dispares y especificas como la invasién celular y el movimiento citoplasmitico.
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Cicle intracelular de la Listeria.

ESCAPE DEL FAGOSOMA

Durante la infecci6n intracelular, Listeria se ve englobada en un fagosoma de la
célula parasitada, momento critico para la bacteria, ya que la ripida acidificacién que
se induce en el compartimento intrafagosémico representa una amenaza letal para
Listeria. Por ello sintetiza tres proteinas membranoliticas que le permiten el paso al
citoplasma de la célula hospedadora, donde se multiplica y continta su ciclo infeccio-
s0. Estas tres proteinas, una hemolisina tiol activada (listeriolisina) y dos fosfolipasas
(PleA y PlcB), han sido ampliamente caracterizadas durante el inicio de los afios 90,
La presencia de la hemolisina (listeriolisina) resulta indispensable para que una listeria
pueda ejercitar una funcién patégena (L. monocytégenes y L. ivanovi).
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MOTILIDAD

El estudio de la motilidad intracelular de Listeria ha rebasado con creces el interés
puramente microbiolégico. La proteina ActA, que es suficiente para conferir el movi-
miento intracelular a Listeria, estd siendo utilizada como modelo para el estudio de la
migracién de neutréfilos a los nicleos de infeccion o la produccion de metdstasis por
parte de células cancerosas (Lasa et al, 1998. Biochem. Biophys. Acta. 1402),

Los estudios més recientes indican que ActA es un dimero (Mourrain et al, 1999,
Proc. Natl, Acad. Sci. 94) que no interacciona directamente con los filamentos de
actina de la célula hospedadora, sino que en el tramo central de la protefna, interac-
ciona directamnte con VASP (fosfoproteina estimulada por vasodilatador), reclutando
moléculas de porfilina que son las que finalmente unen monémeros de actina y pro-
pulsan a Listeria como un cometa a través del citoplasma (Beckerle, 1998, Cell. 95).
El complejo Arp 2/3 (proteinas relacionadas con actina), parece ser necesario para la
capacidad del ActA de polimerizar filamentos de actina, pero su funcién exacta en el
proceso estd todavia en estudio (Welch, M.D. et al. 1998, Science 281).

SENALIZACION CELULAR

Las células eucariotas regulan sus funciones vitales por medio de una compleja red
de mensajeros quimicos. El drea méds novedosa del estudio de la patogénesis molecular
bacteriana lo conforman las interferencias que producen los microorganismos en estos
mecanismos de sefializacién celular durante la infeccién. Listeria es capaz de inducir
en la célula parasitada el fenémeno de apoptosis (también denominado muerte celular
programada o suicidio celular) a través de su hemolisina (listeriolisina). De esta forma
la bacteria inhibe otras formas de muerte celular (lisis o necrosis) que alertarfan al
sistema inmune de la presencia del intruso.

En nuestro laboratorio el grupo de Vézquez-Boland ha establecido un modelo por
el que Listeria, una vez libre en el citoplasma de la célula eucariota, estimula la
movilizacién de los depésitos de glucégeno celular (HdC no utilizable por la bacteria)
via Inositol-trifosfato (IP3) y Protein quinasa C (PKC) a glucosa y glucosa | Fosfato,
azlicares que la bacteria utilizaria eficientemente como fuente de carbono para su
multiplicacién y proliferacién intracelular (Ripio et al. 1997. J. Bacteriol. 179).

REGULACION DE LA EXPRESION DE LOS FACTORES DE VIRULENCIA

Los patégenos han desarrollado sistemas sensibles de regulacién de sus genes de
virulencia, que les permiten expresar en cada momento de la infecci6n s6lo aquellos
factores que les son necesarios para continuar con su ciclo, desactivando otros que no
le aportan ningtin beneficio en ese momento. Listeria posee un regulador central de la
virulencia, prfA, cuyo producto se une a unas cajas PrfA situadas en la regién promo-
tora de los genes que regula, activando asi su transcripeion. PrfA posee grandes simi-
litudes funcionales y estructurales con el regulador CRP de Escherichia coli, lo que
refleja que a nivel molecular, las bacterias gram positivas y gram negativas estdn
evolutivamente mds relacionadas de lo que se pensaba en un principio (Vega et al.
1998. J. Bacteriol. 180). También se ha sugerido que PrfA regula negativamente los
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genes de motilidad motAB y cheR de Listeria monocytégenes, lo que justificaria el
por qué esta bacteria es mévil a 25° C, pero inmévil a 37° C, temperatura a la que la
expresion de prfA es elevada (Michel et al. 1998. Microbiol. Lett. 169),

ANALISIS Y CONTROL

En el capitulo anterior titulado «la listeriosis como modelo» se ha destacado el
elevado nimero de pruebas de diagnéstico microbiolégico en uso a fin de lograr una
deteccion rdpida y precisa de la enfermedad.

Un diagnéstico rdpido y la prevision de los alimentos implicados en el brote infec-
cioso son premisas para determinar y erradicar con rapidez el foco de la enfermedad
por L. monocytégenes,

Entre el sinnimero de pruebas de cardcter fenotipico y genotipico que aparecen en
la literatura cientifica en los Wltimos afios, consideramos que la investigacién de la
actividad hemolitica junto a la fermentacién de una serie corta de azucares es un
criterio esencial y suficiente para la identificaci6n de las diferentes especies del género
Listeria y, por su sencillez, puede aplicarse en cualquier laboratorio de diagnostico
microbiol6gico.

La prueba de CAMP con Staphylecocus aureus y Rodococus equi, al ensalzar el
fenémeno hemolitico, resuelve normalmente los casos dudosos, siempre que se inter-
prete de acuerdo con nuestra propuesta (Ferndndez, I.F. et al. Intern. Jour. Syst. Bac-
teriol. 1996. 46) que es la siguiente:

S. aureus R. equi
L. monocytégenes + +
L. ivanovii - +

I.. inocua = -

Como prueba rdpida de aislamiento en identificacién de L. monocytégenes deben
citarse también las técnicas de concentracién de Listerias con bolitas mecdnicas recu-
biertas de anticuerpo al que se fija L. monocytégenes presentes en un determinado
alimento. Mediante atraccién magnética resulta ficil concentrar, aislar e identificar la
listeria.

El método resulta, sin embargo, mds caro y laborioso que el CAMP Test.

RESUMEN

En el trabajo se revisan diversos aspectos de actualidad relacionados con la epide-
miologia y control de la Listeriosis.
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Se hace especial énfasis en la patogénesis molecular, como de futura aplicacién
epidemiolégica, y con la experiencia y aportacién lograda en estos temas en el labo-
ratorio del autor se recomiendan determinadas actitudes en cuanto a control de la
enfermedad

SUMMARY

Several traits of actuality related with the epidemiology and control of Listeria
infections are reviewed.

Special emphasis are made in molecular patogenicity, and its epidemiological fu-

ture and, based in the experience and contribution of the author in these listeria issues,
some recomendatios are advised respect the control of the disease.
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LOS FACTORES ECOLOGICOS EN LA INFECCION
Y CONTAGIO

GUILLERMO SUAREZ FERNANDEZ

Laurie Garret Premio Pulitzer, en su libro «The Coming Plague» hace una seria y
fundamentada advertencia de los peligros que acechan a un mundo donde la tasa de
mortalidad humana por enfermedades infecciosas se ha incrementado un 30 por cien
en la dltima década.

Un tercio de las muertes por enfermedad se deben a una causa infecciosa.
La malaria origina dos millones de bajas anuales.

A lo largo de los afios 90 han enfermado de tuberculosis cerca de cien millones de
personas con una letalidad del 30 por cien.

El Vicepresidente Al Gore en la tltima campaiia presidencial pronuncié la siguien-
te frase «No existe mayor amenaza para la salud ptiblica, hoy en dia, que las enferme-
dades infecciosas emergentes».

El premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1958, Joshua Lederberg, tltimamente
dedicado al estudio profundo y detallado del fenémeno de la emergencia infecciosa
escribfa en 1998 «El germen que ayer mat6 a un nifio en un lejano continente, puede
afectarnos hoy a nosotros y dar lugar manana a una pandemia mundial».

El fenomeno de la emergencia microbiana, siendo de gran actualidad, no es nuevo.
A lo largo de la historia se han descrito un sinnimero de brotes epidémicos de dife-
rentes enfermedades tales como viruela, tifus, sarampion, disenteria, escarlatina, lepra,
tuberculosis, peste negra o bubdnica y otras varias.

Especialmente peligrosas fueron las oleadas de peste negra, no menos de medio
centenar, desde la edad media hasta el Siglo XVIII en Europa, acantonindose poste-
riormente en Asia central, en donde tuvo su origen.

En el Siglo XIX en la época de Pasteur y Koch predominaban enfermedades
emergentes como el carbunco, rabia, tuberculosis y célera.

* Conferencia pronunciada el 9 de junio de 1999.

127



La actualidad de la emergencia y reemergencia infecciosa tiene su asiento en la
intensidad del fenémeno y en la paradoja que supone su incremento en los paises de
economia boyante, con superior desarrollo sanitario.

EL RETO BIOLOGICO DE LA EMERGENCIA MICROBIANA

El fenémeno bioldgico de la emergencia infecciosa, tal y como se ve hoy, comien-
za a tomar forma en los afios setenta. En la tabla 1, a continuacién, se relaciona una
selecci6n de procesos emergentes de cardcter infeccioso,

Afio  Agente Enfermedad
1973 Rotavirus Causa principal de la diarrea infantil
1975 Parvovirus Bl19 Anemia crénica hemolitica
1976 Cryptosporidinm parvum Enterocolitis sistémica
1977  Virus Ebola Fiebre hemorrdgica aguda
Legionella pneumophila Enfermedad de los legionarios
Hantavirus Fiebre hemorrdgica con sindrome renal o pulmonar
Campylobacter spp Patégeno entérico de gran difusion
1980 HTLV-I Leucemia humana de células T
1981 Toxina estafilocécica Sindrome de choque téxico
1982 Escherichia coli Q157:H7 Colitis hemorrdgica
HTLV-II Leucemia de células pilosas
Borrelia burgdorferi Enfermedad de Lyme
1983 HIV SIDA
Helicobacter pylori Ulcera gdstrica
1986 Priones Enfermedad de las «vacas locas»
1988  Herpesvirus humano-6 Eritema por virus herpes
(HHV-6)
1989  Ehrlichia chaffeensis Ehrlichiosis humana
Hepatitis C Hepatitis C
1991  Virus Guanarito Fiebre hemorrigica venezolana
1992 V.cholerae 0139 Calera
Rochalimaea henselae Enfermedad angiomatosa por mordedura de gato
1993 V. Caiion muerto Sindrome pulmonar por hantavirus
1994  Virus Sabia Fiebre hemorrigica brasilefia
1996  Priones y barrera de especie  Encefalopatia espongiforme bovina y Creutzfeldt-
Jacob
Tasra 1

Las principales determinantes de las infecciones emergentes y reemergentes son las
siguientes:

Crecimiento de la poblacién
Calentamiento del planeta
Actividades humanas
Industrializacién
Urbanizacion
Pantanos
Riego
Viajes
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Guerra
Difusién de enfermedades sexuales
Contaminacién con residuos
Pobreza y desnutricion
Incremento de refugiados y personas desplazadas
Incremento de personas de edad avanzada

Los efectos potenciales del crecimiento de la poblacién mundial se relacionan a
continuacion.

Contagio directo

Probabilidad de calentamiento atmosférico
Incremento de viajeros

Guerras frecuentes

Incremento de refugiados y personas desituadas
Hambre y malnutricion

Ciudades dormitorio

Incremento de la pobreza

Suministro de agua deficiente *

Proyectos de riego y pantanos

El control de las infecciones emergentes y reemergentes puede esquematizarse con
una perspectiva de futuro (ver tabla 2).

Atenuacién de las Facilidades
variables sociales diagnosticas
Vigilancia global Diagndslico precoz e
| | intervencion rapida

Control de las Infecciones Emergentes y Reemergentes

Inmunizacienes Uso controlado
de antimicrobianos

Mejor salud publica
e infraestructura
(alimentos y agua de garantia)

TABLA 2

EL CRECIMIENTO DE LA POBLACION Y CALENTAMIENTO
DEL GLOBO

La interrelacién de los principales determinantes sociales en las infecciones emer-
gentes se establece en la tabla n® 3.

# Nuevas tecnologfas podrian prevenir este efecto.

129



INTERRELACION DE LOS PRINCIPALES DETERMINANTES SOCIALES
EN INFECCIONES EMERGENTES

Crecimiento de la poblacién

Calentamiento del globo
Industriallzaclén

Nuamaro de automéviies

Ineremanto
Dastruccion da bosque de pardsitos
Namero de rumiantes
Pantanos, riegos Falta do higlane
Rafuglades y desplazados Ventajns
Internos on voctoras
\ 4 Pobraza
Malnutricion
Urbanizacién Agua
* contaminada
Arens do pobraza
humana Mogquitos i
* rnca!:jma ¥
TRddares = infacel emorgentes y reamergentas
Agua contaminada = s mere y reamarg
TaBLA 3

Los dos factores primarios son el aumento de la poblacién mundial y la elevacién
térmica progresiva como fenémeno planetario. De estos dos polos quedan entrelazados,
en forma de cascada, diferentes determinantes de los tipos econdémico y social,

VIROIDES Y PRIONES

Las nuevas formas de accién infecciosa destacan en el fenémeno de la emergencia
microbiana y se refieren a los viroides, patégenos de las plantas sin que puedan des-
cartarse de la patologia animal, con unas caracteristicas que podrian resumirse asi:

Acidos Ribonucleicos Subvirales

Patologia vegetal

(Patologia animal?

Pequefia molécula de RNA circular 246-399 bases y alto contenido en estructura
secundaria,

Informacién necesaria para inducir la propia sintesis en células diana ¥ en un
hospedador adecuado.

Biotropismo.

Estos patégenos subvirales son causa de importantes enfermedades en el mundo
vegetal tales como el tubérculo fusiforme de la patata, mosaico del melocotonero,
moteado del crisantemo, manchado del aguacate, etc. de gran interés econémico en la
zona levantina espafiola,

Pero, sin duda alguna, es la teorfa del Prién enunciada por Prusiner en 1983 y que

le ha proporcionado el Premio Nobel de Fisiologia y Medicina en 1997, la que debe
considerarse tema estrella en el fenémeno emergente.
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La temdtica de investigacion actual sobre Priones, agentes «no convencionales»
simples protefnas capaces de producir graves alteraciones en el hombre y animales,
conocidas como encefalopatias espongiformes, se relaciona a continuacion:

#

s

L

#

Empleo de ratones transgénicos y modificados genéticamente en la investigacion
sobre priones.

Estructura y funcién de las proteinas prion.

Localizacién ultraestructural de la proteina prién en la conexion neuromuscular
e implicaciones metabdlicas.

Papel funcional de la proteina prién en el metabolismo del cobre.

Uso de proteinas infecciosas de Saccharomyces cerevisiae como modelo de es-
tudio sobre priones.

El elemento genético no mendeliano de 8. cerevisiae URE3 es una forma de
proteina prién procedente de Ure 2p, un regulador del catabolismo del nitrégeno.

Actividad neuronal de la sintasa de oxido nitrico (nNOS), en ratones infectados
experimentalmente de scrapie y con ablacién del gen que codifica PrP (ratones
noguecados),

Activacién inflamatoria de la microglia y astrocitosis inducida por fragmentos
de la proteina prién infecciosa,

La proteina prién resistente a la proteasa producida «in vitro» carece de infec-
tividad.

Existe similitud, a nivel molecular, entre la proteina BSE y una estirpe aislada
de un caso de «Scrapie» natural. Sin embargo, las caracteristicas de transmision
al ratén diferfan, Gran interés epidemiolégico. jSe puede transmitir BSE a la
oveja por via natural?

Variante Heidenhain de la enfermedad de Creutzfeldt-Jacob. Diferenciacion cli-
nica.

Los priones infectantes PrP se multiplican en los tejidos linforreticulares antes de
la invasién neural. Este hecho encierra importantes implicaciones diagndsticas,

Por tltimo queremos dedicar un iltimo capitulo al sorprendente fendmeno atmos-
férico de El Nifio como inductor de epidemias emergentes en cualquier parte del
mundo.

EL NINO

£l Nifio es un término climatolégico firmemente acufiado de gran uso y actualidad,
asociado siempre a desastres naturales, tales como tornados, huracanes y tifones, a
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ciclones, borrascas, tempestades y diluvios, a tormentas tropicales y galernas marinas,
cuando no a sequias desertizantes y quemas de bosques, aunque estas tltimas se acha-
can a La Nifia que sigue a El Nifio como reaccién, en un tercio de los casos, aproxi-
madamente.

Y, por si esto fuera poco, la Academia Americana de Microbiologia, nos envia una
publicacion en la que se establece la bien documentada relacién entre Clima, Enferme-
dad Infecciosa y Salud.

El fenémeno de El Nifio se ha considerado como un ciclo vicioso de la naturaleza
que aparece con gran aparato inicial de cardcter grave, que oculta consecuencias no
menos graves a més largo plazo de tal manera que las borrascas se transforman mas
tarde en infecciones en el hombre y animales.

Enfermedades como la Malaria, Fiebre del Valle del Rif, Neumonia por Hantavi-
rus, Leptospirosis, Célera y Virosis del Rio Ross, entre otras, han causado epidemias
humanas desencadenadas sin duda, por el efecto El Nifio.

Antes de seguir nos parece indicado aclarar que, en nuestra opinién, estos pro-
blemas de orden bioldgico y médico estdn bajo cierto control, porque a pesar de las
complejas interrelaciones entre factores climdticos y sociales que caracterizan al
nuevo fenémeno biol6gico de la emergencia microbiana, de cardcter infeccioso, no
es menos cierto que la informacién acumulada de datos atmosféricos ¥ ocednicos
trasmitidos por satélite, junto al andlisis informético de estos y otros diversos pard-
metros, nos dan pie para elaborar modelo predictivos frente a posibles riesgos de
infeccidn.,

Sin embargo, frente a las turbulencias atmosféricas, vendavales e inundaciones, la
lucha resulta mas dificil que prevenir o curar infecciones.

Amplias zonas de las regiones ecuatoriales seguirdn siendo empobrecidas o arra-
sadas periGdicamente por El Nifio, si bien la pérdida en vidas humanas se podré pre-
venir también, con un lapso de tiempo cada vez més amplio.

(Qué es El Nifio, origen de tan devastadoras consecuencias? Es, ni mds ni menos,
una oscilacién del clima que se caracteriza por el calentamiento de las aguas superfi-
ciales del Océano Pacifico, especialmente evidente en la regién ecuatorial, que se
acompaiia de un descenso en la presién barométrica en su parte oriental y de un
debilitamiento de los vientos superficiales en esta zona.

La Nina, cuando aparece, supone contrariamente, un enfriamiento de las aguas, lo
que origina escasez de lluvias al disminuir la evaporacién.

Estos eventos alteran la distribucién de la lluvia en los trépicos y provocan cam-
bios meteorolégicos que afectan a todo el globo de forma directa o indirecta.

La relaci6n entre clima y salud no es algo que se descubra ahora; se conocia en las
Civilizaciones mds antiguas y era doctrina hipocritica griega 500 afios (a.C.). Y los
romanos, con Galeno, aconsejaban a los enfermos de tuberculosis tomar una calzada
y alejarse cuanto mds mejor en busca de un cambio de clima.
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El efecto de perturbacién climdtica a largas distancias del suceso ecolGgico alteran-
te, también era bien conocido. Todos hemos oido repetir una y otra vez que el vuelo
de una mariposa en Australia o en China puede originar un tifén en las Azores o algo
de parecido significado, queriendo recordar el efecto de amplificacién en cascada de
ciertos meteoros,

Si esto es asi jdonde estd la novedad del fenémeno de El Nifio?7 Quizd lo estéd en el
conocimiento preciso de los mecanismos fenomenicos al aplicar nuevas tecnologias de
investigaci6n, que permitan, al tiempo, analizar minuciosamente gran parte de las conse-
cuencias mas alld de su accién inicial catastréfica o desapercibida, en el orden climatico.

Es l6gico pensar genéricamente que las enfermedades infecciosas transmisibles por
insectos o diferentes artrépodos, dependen del mimero de estos en un determinado
ambiente influenciado a su vez por la temperatura y grado de humedad.

Se ha comprobado que las temperaturas mds cdlidas favorecen el desarrollo de
enfermedades viricas transmitidas por mosquitos, al acortar el periodo de incubacién
extrinseco del virus en el vector artrépodo, abreviando el pase del intestino a las
gldndulas salivares, por ejemplo.

En 1993 se detecté un importante brote infeccioso por Hantavirus en el oeste
americano que se asocié con El Nifie, puesto que la abundante lluvia en la region
produjo una gran cosecha de pifiones y consecuentemente, un incremento de los roe-
dores, portadores del virus y esta circunstancia fue minuciosamente analizada a nivel
epidemiolégico para concluir que la proliferacién del reservorio del virus era la causa
de la epidemia.

En 1996 se establecié la asociacién entre la temperatura superficial del agua y la
incidencia del colera en Bangladesh. El agente productor del célera, Vibrio cholerae,
vive en los estuarios sobre la superficie e interior de ciertos crusticeos fluviales y
marinos de reducido tamafio.

Cuando asciende la temperatura superficial del agua florecen las microalgas y este
fitoplancton sirve de nutriente a los diminutos crusticeos o copépodos del zooplancton
y V. cholerae se multiplica extensamente al disponer del adecuado cobijo parasitario,
lo que sucedié en la referida epidemia de Bangladesh.

En 1998 tuvo lugar en Venezuela un foco extenso de Malaria, enfermedad produ-
cida por protozoos del género Plasmodium y transmitida por mosquitos del género
Anopheles, siendo asociado el ciclo reproductivo del insecto a El Nifio.

Muchos otros casos estudiados aseguran la relacién de El Nifio con diversas enfer-
medades transmisibles.

En toda esta doctrina climdtica hay aspectos muy claros y también numerosos
interrogantes. Es evidente que para avanzar en el conocimiento se requiere una cola-
boracién interdisciplinar con intervencién de las siguientes materias, como minimo:
Microbiologia, Epidemiologfa, Ecologia, Oceanograffa, Climatologfa, Ciencias atmos-
féricas y del espacio, Biologia marina y Métodos informéticos predictivos o de mode-
lizacién climdtica, siguiendo criterios de aplicacién biologica y médica.



Quedan, no obstante, unas cuantas preguntas no resueltas de manera contundente:
(Asistimos realmente a un calentamiento global de la atmésfera terrestre? ;Se deben
los agujeros en la capa de ozono y el efecto invernadero al desarrollo industrial y a la
polucién, dnicamente? ;Son los cambios de posicién del eje de rotacién de la Tierra
con respecto al Sol la dnica causa de las variaciones climaticas?

El cambio de polridad magnética, observable por ejemplo en el yacimiento de
Atapuerca en los minerales feromagnéticos de diferentes estratos y que ha permitido
datar con precisién no radiométrica la antigiiedad de los restos fésiles ;qué significa?,
4por qué sucede cada 300.000 afios de promedio esta inversién de polos magnéticos?,
4por qué ocurri6 una sola vez en todo el periodo cretaceo?, ;tiene alguna relacién con
los cambios del clima?

En la obtencién a corto plazo de respuestas claras a estas y otras incognitas, en
relacién con la evolucién climdtica terrestre somos pesimistas.

No obstante, la realidad de la emergencia infecciosa estd ahi propiciada por facto-
res climdticos y sociales, y con gran acierto se ha dicho que no hay lugar en el mundo
del cual estemos desconectados y algunas enfermedades infecciosas localizadas en
cualquier punto de la Tierra representan una amenaza potencial generalizada, debido
a la interdependencia global, transporte moderno, comercio y al cambio de los modelos
culturales y sociales,
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CITOTOXICIDAD DE LA COCAINA: ESPECIES
REACTIVAS DE OXIGENO Y APOPTOSIS

ASUNCION ZarAGOZA, CARMEN DiEZ-FERNANDEZ,
DaviD ANDRES, ALBERTO ALVAREZ y Maria CASCALES*

1. INTRODUCCION
1.1. Farmacologia y toxicidad de la cocaina

La cocaina (2-B-carbometoxi-3B-benzoiloxi-tropano) (Figura 1) es un alcaloide
obtenido a partir de las hojas del drbol de la coca o Erytroxylon ceca (E. coca boli-
vianum) que fue introducido en terapéutica por sus propiedades como anestésico local.
Sin embargo, este alcaloide es mds conocido por su consumo ilicito debido a sus
efectos estimulantes y euforizantes.

La cocaina actda como anestésico local por bloqueo de la iniciacién y conduccion
del impulso nervioso, inhibiendo el rdpido incremento de la permeabilidad de la mem-
brana a los iones sodio durante la despolarizacién. A dosis elevadas, también puede
bloguear los canales de K' [76]. Ademds de su acci6n local, la cocaina puede actuar
a nivel sistémico sobre el sistema nervioso central, la funcién neuromuscular y gan-
glios auténomos, ya que inhibe la recaptacién presindptica del neurotransmisor nora-
drenalina, asi como la de la serotonina y la dopamina, produciendo un efecto complejo
sobre el sistema dopaminérgico [28].

Los efectos de la cocaina tras una dosis de 25 a 150 mg (una linea de coca contiene
20-30 mg) son: euforia, rara vez disforia, incremento de la energia, de la agudeza

CHs
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Q
s
Figura 1. Estructura de la cocaina

® Istituto de Bloguimica (CSIC-UCM). Facultad de Farmacia. Universidad Complutense,
Plaza de Ramdén y Cajal s/n, 28040 Madrid.
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mental y estado de alerta, incremento sensorial, anorexia, pérdida del suefio, disminu-
cién de la sensacién de fatiga, incremento de la autoconfianza y egocentrismo. En
general se admite una dependencia psiquica [34] pero no fisica para la cocaina, si bien
se presentan sintomas debidos a una descarga simpdtica generalizada.

Muchos de los efectos téxicos directos de la cocaina resultan de la intensa estimu-
lacién simpética central y/o periférica. Los efectos neuromusculares y auténomos in-
cluyen taquicardia, hipertension, hipertemia, midriasis, parada respiratoria y colapso
cardiovascular. La estimulacién del sistema nervioso central puede dar lugar a proble-
mas neuropsiquidtricos como hiperactividad, irritabilidad, insomnio, agitacién, psicosis
(a menudo paranoide), delirio y coma. Otro tipo de toxicidad por cocaina de conside-
rable interés es la observada en mujeres embarazadas que abusan de esta droga. Ade-
mds de afectar el embarazo, su uso puede dafiar al feto y producir anormalidades tanto
en el comportamiento como en el desarrollo del neonato.

1.2. Metabolismo y hepatotoxicidad de la cocaina

La administracién de la cocaina por cualquier via sistémica provoca, ademds de las
numerosas complicaciones descritas y las alteraciones especificas relacionadas con
algunas vias de administracién (necrosis del tabique nasal, edema pulmonar, etc),
efectos hepatotéxicos, puestos de manifiesto tanto en animales de experimentacién
como en el hombre [10, 64, 84]. Observaciones previas [23, 24, 72] permitieron cla-
sificar la droga como una hepatotoxina potente tras su administracién intraperitoneal,
tanto aguda como crénica. La administracién de cocaina a ratones da lugar a un dafo
hepitico severo en forma de infiltracién grasa, necrosis mediozonal y periportal, y
marcada elevacion en los niveles de transaminasas, manifestaciones similares a las que
se observan con la administracion de tetracloruro de carbono. La susceptibilidad de los
animales y la localizacién de la lesién varia segin raza, especie y el uso previo de
agentes moduladores del citocromo P-450, de modo que la induccién del citocromo P-
450 incrementa la toxicidad y hace que la lesién hepatica se aproxime hacia la zona
periportal [13, 64, 69]. Segin esto, la hepatotoxicidad de la cocaina no se debe a la
droga como tal, sino a los productos de su metabolismo oxidativo,

El metabolismo de la cocaina transcurre principalmente por hidrélisis. El 90 % de
la cocaina se transforma rdpidamente, mediante la accién de pseudocolinesterasas plas-
miticas y esterasas hepiticas, en benzoilecgonina, ecgonina metil éster y ecgonina
[75]. Todos estos metabolitos se eliminan por orina y ninguno de ellos presenta hepa-
totoxicidad cuando se administran a ratones en dosis elevadas [23, 78]. Aunque las
rutas hidroliticas inactivan farmacolGgicamente la cocaina, la via secundaria de su
metabolismo, la oxidativa, parece ser la responsable de su hepatotoxicidad. Este pro-
ceso gira en torno al nitrégeno del anillo del tropano y los enzimas responsables de
llevarlo a cabo son el sistema citocromo P-450 y la FAD-monooxigenasa, ambas
monooxigenasas microsémicas de funcién mixta. Diversos estudios in vive han demos-
trado que la hepatotoxicidad de la cocaina se potencia con inductores del citocromo P-
450 como el fenobarbital [13] o el etanol [9], asi como que el tratamiento previo con
inhibidores del citocromo P-450 como la cimetidina [63] protegen frente al efecto
hepatotéxico de la droga.

La superfamilia del citocromo P-450 consiste en un gran grupo de proteinas dis-
tintas con grupo hemo, implicadas en el metabolismo de numerosos xenobidticos y
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compuestos end6genos [39, 58]. Las diferentes isoformas presentan el mismo centro
catalitico (el hierro del grupo hemo), pero distinta apoproteina, para catalizar la oxi-
dacién de los diferentes compuestos, dando lugar a metabolitos estables o metabolitos
reactivos (Figura 2); éstos dltimos pueden atacar al mismo P-450 e inactivarlo, limi-
tando la formacién del intermediario y con ello su toxicidad [62]. Se ha sugerido que
las familias génicas 1,2 y 3 del citocromo P-450 son las principales responsables del
metabolismo hepdtico de los xenobidticos [37, 89], aunque existen trabajos contradic-
torios acerca de las formas individuales del citocromo que llevan a cabo el metabolis-
mo N-oxidativo de la cocaina, En el higado de rata, el CYP 2B1, inducible por feno-
barbital, cataliza la N-desmetilacién de la cocaina [6], mientras que en el ratén y en
el hombre son las isoformas del CYP de la subfamilia 3A las principales responsables
de este primer paso en la cascada de bioactivacién de la cocaina [49, 61].

Asi pues, una pequeiia fraccién de la cocaina administrada (10 %) es desmetilada
por las citocromo P-450 monooxigenasas o por las FAD-monooxigenasas (Figura 3).
La cocaina desmetilada, la norcocaina, se oxida rdpidamente a N-hidroxinorcocaina
[46], que puede dar lugar por dltimo norcocaina nitréxido, pudiendo ser estos me-
tabolitos los responsables de la hepatotoxicidad de la droga 36, 45]. Asl mismo, el
radical norcocaina nitréxido puede ser reducido nuevamente a la forma N-hidroxilada
que lo originG, mediante la accién de una flavoproteina en presencia de NADPH
[67]. De esta forma, el metabolismo de la cocaina desencadena un ciclo redox fiitil
que consume NADPH en los dos sentidos, y que ademds genera H,0, en la oxidacién
de la N-hidroxinorcocaina, y O,  en la reduccién de la norcocaina nitréxido [46].
Estos procesos tienen dos consecuencias: por un lado, la reaccién de las especies
reactivas de oxigeno y otros radicales formados a partir de la cocaina con cualquiera
de las macromoléculas celulares, azicares, aminodcidos, fosfolipidos, proteinas,
nucleétidos o dcidos orgdnicos, causando grandes dafios en la célula, a través de la
peroxidacién lipidica de las membranas, lesiones al DNA u oxidacién de proteinas.
Por otro lado, la produccién del ciclo fitil entre los dos metabolitos oxidados de la
cocafna, la N-hidroxinorcocaina y la norcocaina nitréxido, disminuye los niveles de
NADPH, y con ello la actividad de la glutation reductasa dependiente de este coen-
zima. Este enzima se encarga de mantener los niveles de GSH que la célula necesita
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Ficura 2. Estructura y actividad del citocromo P-450 [62]
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para reducir, a través de la glutation peroxidasa, los per6xidos producidos (tanto H,0,
como peréxidos orginicos) y anular sus acciones. Si el glutation no puede ser re-
generado, la defensa que ofrece su ciclo frente a agentes oxidantes queda compro-
metida.

Como las esterasas comparten con los enzimas oxidativos el proceso de biotrans-
formacién de la cocaina, la inhibicién de las esterasas da lugar a concentraciones mds
clevadas de metabolitos oxidados [4]. Asi, se ha visto que la accién hepatotéxica de
la cocaina en el hombre depende de la idiosincrasia del individuo, siendo mayor cuan-
do el nivel de colinesterasas es bajo [73, 84]. De igual forma, los diferentes grados de
hepatotoxicidad que presenta la cocaina segin la especie animal depende del porcen-
taje en que esta droga sea metabolizada por via oxidativa [16]. En hepatocitos aislados
de rata, la cocaina se manifiesta como hepatotéxica, lo cual no ocurre in vivo, debido
a que el contenido en esterasas de los microsomas hepdticos es mucho menor que la
actividad esterdsica en plasma [68].

1.3. Radicales libres de oxigeno

El oxigeno es un elemento esencial para la vida en su papel de aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria, principal fuente de energia en los organismos
aerobios. Sin embargo, la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos
se debe a que en esta utilizacién del oxigeno por las células se generan radicales libres,
moléculas o dtomos con un elecirén desapareado en su orbital mds externo,

La via univalente de reducci6n del oxigeno da lugar a tres formas «incompletamen-
te reducidas» del oxigeno entre éste y el agua: el radical superdxido (0O,"), el peréxido
de hidrégeno (H,0.,, que no es un radical pero puede generarlos y el radical hidroxilo
(OH):

e e+ 2H" e+H' e+H"
0,— 0O, = H.0, #» OH — H,0
H.O

Tanto el anién superéxido como el H,0, tienen una reactividad baja, pero es de
extrema importancia eliminarlos ripidamente de la célula, ya que su combinacion, en
presencia de metales de transicién, como Fe y Cu, produce un derivado mucho mas
téxico, el radical OH', que si posee una elevada reactividad, y frente al cual no existe
proteccién enzimdtica [22].

0,”+ H,0, — O, + OH + OH'

La generacién de radicales libres de oxigeno forma parte del metabolismo normal
de las células (Figura 4). Su presencia puede ser beneficiosa para las células y, de
hecho, se estan produciendo continuamente en el organismo, siendo necesarios muchos
de ellos para llevar a cabo ciertas reacciones bioldgicas. Sin embargo, puede originarse
una superproduccion de estas especies, como consecuencia, por ejemplo, del metabo-
lismo de un xenobiGtico, o bien una disminucién de los sistemas antioxidantes de
defensa, dando lugar a una situacién que se conoce con el nombre de estrés oxidativo
[41].
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Los enzimas encargados de eliminar el O,"y H,0, son la superéxido dismutasa,
que acelera la dismutacién espontdnea de este radical, produciendo H,0, y O, (reaccién
1); la catalasa, que transforma el H,0, produciendo oxigeno y agua (reaccién 2); yla
glutation peroxidasa, que reduce tanto el H,0, como otros peroxidos, a la vez que
oxida la forma reducida del glutation (GSH) a su forma oxidada (GSSG) (reaccidn 3):

SOD
0, + 0, + 2H' — H,0, + 0, [1]

catalasa
2H,0, — 2H,0 + 0, [2]

GPx GPx
H,0, + 2GSH —— GSSG + 2H,0; ROOH + 2GSH —» GSSG + H,O + ROH [3]

A su vez, el GSH consumido por la glutation peroxidasa puede regenerarse a través
de la glutation reductasa (GRED). Este enzima citosélico reduce el GSSG utilizando
el NADPH, equivalente reductor que puede ser generado por varios sistemas de éxido-
reduccién dependientes del NADPH [17].

GRED
GSSG + NADPH + H* —— 2GSH + NADP’
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Entre los componentes celulares hay ademas moléculas que presentan una particular
tendencia a reaccionar con cualquiera de las especies reactivas de oxigeno. Estas molé-
culas, que captan los radicales y frenan sus reacciones en cadena, se denominan antioxi-
dantes. Podemos clasificar estos antioxidantes no enzimdticos en dos grupos: hidrosolu-
bles, cuyos principales representantes son el dcido ascérbico, el dcido drico y el glutation,
y liposolubles, entre los que se incluyen la vitamina E y los carotenoides.

Ninguno de los sistemas antioxidantes descritos desempeiia una funcién central en
la proteccion de las células frente a las especies reactivas de oxigeno. Al contrario, una
proteccién eficiente habrd de ser proporcionada por la coordinacién adecuada entre
todos los enzimas y demds antioxidantes de la célula (Figura 5). Cuando los radicales
libres de oxigeno sobrepasan la capacidad protectora de las defensas antioxidantes,
puede producirse, mediante diversos mecanismos, la lesién celular [91].

1.4. Muerte celular: Apoptosis y Necrosis

La muerte celular es la consecuencia final del dafio producido por un estimulo
patolégico, pero también es un fenémeno natural en la regulacién y mantenimiento de
la homeostasis en las células y tejidos del organismo. Asi, es posible diferenciar dos
tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis [42, 51]: la apoptosis tiene lugar princi-
palmente en condiciones fisiolégicas o como resultado de un estimulo patologico sua-
ve, mientras que la necrosis ocurre siempre en condiciones patolégicas [50, 52].

Apoptosis y necrosis pueden caracterizarse atendiendo a los cambios morfolégicos

que se producen dentro de las células, pero también es posible diferenciar ambos
procesos cuando se observan in vivo, tanto por su distribucién como por las reacciones

DEFENSAS 0,

Catalasa

Mitocondria Se
{cadena * ~_ Flavin GSSG
respiratoria) oxidasas
Sistema P-450 SH Vit E
reductasa \
Xantina y xantina Quelantes Locistei
oxidasa Clsleina
NADPH oxidasa ; . H,0, Quinonas
Semiquinonas 0 - OH
Fe,Cu
LESION
Peroxinitrito Lesiones al DNA
Radiaclones ionizantes Peroxidacién lipidic
H;0 Oxidacion de proteinas

Fiauna 5. Principales rutas de formacién de especies reactivas de oxigeno y defensas antioxi-
dantes. Las reacciones no estdan ajustadas estequiomélricamente, y solamente se recogen las
mds importantes [43].
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tisulares que los acompanan. Asi, mientras que la necrosis sucede en grupos de células
contiguas y suele inducir una respuesta inflamatoria aguda, la apoptosis tiene lugar
generalmente en células dispersas del tejido y no suele ir acompafiada de infiltracién
de leucocitos. Estas y otras caracteristicas de la muerte celular por apoptosis y necro-
sis, se resumen en la tabla 1, comparando ambos procesos [40].

La muerte celular por apoptosis es esencial para el desarrollo de los seres vivos
[14, 21]. Ocurre en todos los estados de la organogénesis durante el desarrollo embrio-
nario; se alterna con la mitosis durante el recambio normal de los tejidos, representan-
do el balance entre la proliferacién y la eliminacién celular. Hoy se reconoce que la
pérdida del control de la apoptosis juega un papel importante en enfermedades tales
como el cincer, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, las enfermedades auto-
inmunes y neurodegenerativas, y quizds también incluso en el proceso de envejeci-
miento [11, 77].

1.4.1.  Acontecimientos bioguimicos y moleculares en las células

que mueren por apoptosis

Los genes y proteinas en la destruccién activa de las células representan un foco
de intensa investigacién en afios recientes. Estos estudios, sin embargo, han revelado

Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Estimulo Fisiologico o patoldgico Patolégico
Origen Pérdida de un factor de crecimiento, Anoxia, dafio quimico, dafio fisico

Propiedades de adhesién
Primera manifestacion
Cambios nucleares
Cromatina nuclear
Cambios nucleolares
Integridad de membrana
Morfologia superficie
Cambios en superficie
Cambios citoesqueleto

Mitocondria
RE/Aparato de Golgi
Vacuolas

Sintesis de proteinas
Cambios citoplasmiticos

Cambios nucleares
Células afectadas

Eliminacién

Formacién de cicatrices

influencia hormonal, estimulo t6xico suave

Inmediatamente perdidas

Reduccién celular, ecogimiento

Condensacion, cariorrexis

Marginacién, segmentacién

Intacto, degradado al final

Persiste durante un tiempo

Alisamiento, blebbing

Expresion de vitronectina y trombospondina

Protrusién en superficie,

budding citoplasmdtico,

formacién cuerpos apopltéticos

Inicialmente no afectada

Inicialmente no afectados

Estructuralmente intactas

Puede bloquearse por actinomicina D y ci-
cloheximida

Ca® T, endonucleasa T, transglutaminasa T
p-53 T, bel-2 L, c-mye T

Ruptura internucleosomal, escalera de DNA

Células individuales, células dispersas

Englobamiento por macrofagos y células en-
doteliales
Ausente

Inicialmente intactas

Hinchamiento celular

Cariolisis

Plegamiento nuclear

Granulado

Fallo temprano

Lisis

Ninguno

Fragmentacién, liberacién de con-
tenidos celulares

Hinchamiento, entrada de Ca™
Dilatados

Hinchadas (leaky)

No afectada por antibidticos

Ruptura de lisosomas, liberacion
del contenido

Degradacion difusa, smear DNA

Grupos de células contiguas, dreas
tisulares

Inflamacion en tejidos adyacentes

Presente

TasLa 1.
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poca o ninguna evidencia para poder afirmar la existencia de genes o proteinas es-
pecificos de muerte celular. La cascada de sefales intracelulares que conducen a la
apoptosis parece estar estrechamente conectada con las vias que conducen a la re-
plicacién, diferenciacion y reparacion, pudiendo frecuentemente usar las mismas mo-
léculas.

El programa para llevar a cabo la muerte por apoptosis estd presente en la préictica
totalidad de las células de los mamiferos, y puede ser activado por numerosas sefiales
extra e intracelulares. Aunque los diferentes pasos y mecanismos bioquimicos que inter-
vienen en la apoptosis no estdin completamente esclarecidos, parece claro que la apopto-
sis transcurre generalmente en cuatro etapas: la decisién de morir, la ejecucion de la
muerte, la fagocitosis de los fragmentos resultantes y, por tltimo la degradacién [74].

1.4.1.1. PREPARACION PARA LA MUERTE CELULARI DECISION DE MORIR

La mayorfa de los inductores o mediadores de la apoptosis pueden incluirse en una
de las cinco categorfas siguientes, dependiendo del lugar inicial de perturbacion dentro
de la célula [87]: a) agentes que actian en la superficie celular, b) agentes que alteran el
citosol y organulos, ¢) perturbadores del citoesqueleto, d) alteracién del nicleo, y e)
agentes que alteran la sefializacién intracelular. Todos ellos se resumen en la tabla 2.

Sitio de accion Posible mecanismo Ejemplo
Superficie celular Activacién receptores de membrana  Glutamato, NMDA, Kainato
Alteracién permeabilidad de la mem-  londforos: A23187, ionomicina
brana [nhibidores del tranporte de iones: amiloride,
ouabaina
Detergentes: triton X-100
Oxidantes intracelulares Menadiona
Citosol y orgdnulos Quelantes TPEN, deferoxamina
Alteracién de sintesis proteica Inhibidores transcripcion: actinomicina D
Inhibidores traduccion: cicloheximida
Alteracién de gradientes idnicos R.Endoplasmico: tapsigargina

Vacuolas: bafilomicing, concanamicina A
Mitocondria; MPTP

Citoesqueleto Alteracién estructura Taxol, colchicina, vineristina
Alteracion filamentos actina Citochalasinas
Niicleo Ruptura intregridad del DNA Alteracién estructura; adriamicina
Inhibicion sintesis: metotrexato, pirimidinas
fluoradas
Alteracién expresion génica Hormonas nueleares: vit D, glucocorticoides
Sefiales intracelulares  Alteracion fosforilacién proteica Aumento; dcido okadaico, PMA
Inhibicitn: estaurosporina
Alteracién transduceion sefial Aumento; andlogos AMPe

[nhibicién: flutamida, tamoxifeno
Segundo mensajero erréneo en TNF,  Ceramida
Fas, radiaciones

TanLa 2. Agentes que inducen la apoptosis. Abreviaturas utilizadas: MPTP, N-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropividina; NMDA, N-metil-D-aspartato; PMA, 12-miristato-13-acetato de forbol;
TNF, factor de necrosis tumoral; TPEN, NN, N'\N'-tetrakis(2-piridilmetil)etilenodiamina {87].
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1.4.1.2.  EIECUCION DE LA MUERTE CELULAR, FAGOCITOSIS Y DEGRADACION

La apoptosis muestra un patrén de muerte celular caracteristico [79, 90]. Los pri-
meros cambios afectan a las uniones con células vecinas, ya que se produce la pérdida
de las regiones de contacto y otras estructuras especializadas de la membrana, A
continuacién, el citoplasma se encoge, el nicleo se agrupa en forma de masas conden-
sadas, que después se fragmentardn, y la célula pierde su forma inicial. Al investigar
la causa de las alteraciones del tamafio celular durante la apoptosis, se observa un
incremento en la densidad, lo que sugiere la pérdida selectiva de agua y electrolitos
conservéindose las estructuras mds densas. La rdpida salida de agua de la célula ocurre
por la dilataci6n del reticulo endopldsmico y su posterior fusién con la membrana
citoplasmitica, Se ha atribuido esta pérdida selectiva de fluidos a la inhibicién de un
sistema de cotransporte Na'/K'/Cl [88]. También durante este periodo se ha detectado
actividad transglutaminasa en las células afectadas [25, 26]. Estos enzimas forman
puentes cruzados entre proteinas, haciéndolas insolubles incluso frente a los agentes
desnaturalizantes mds fuertes. La presencia de un armazén rigido de protefnas entrecru-
zadas bajo la membrana de las células apoptéticas podria ser la causa de la alteracion
de la forma y también de la disminucién del volumen celular.

La condensaci6n de la cromatina nuclear es la alteracién mds significativa que tiene
lugar durante la apoptosis [1], debida a la desorganizacién de su estructura al produ-
cirse la ruptura de la doble cadena del DNA a nivel de las regiones que unen los
nucleosomas, conduciendo a la fragmentacién del DNA en oligonucleosomas de + 200
kDa o algiin miltiplo de este nimero (Figura 6). Como responsable de la fragmenta-
cién, se ha identificado una endonucleasa dependiente de calcio y magnesio, activa a
pH neutro, que es inhibida por zinc [35].

Tras la fragmentacién de la cromatina nuclear, la célula se divide en los denomi-
nados cuerpos apoptéticos, cada uno rodeado de membrana conteniendo sus orgénulos

FiGura 6. Sitios de fragmentacién de la cromatina. El modelo de la estructura de la croma-

tina estd tomado de Filipski et al. [27]. Las flechas muestran los tres niveles a los que actiian

las endonucleasas sobre el DNA, que representan tres niveles de organizacion de la cromatina
nuclear [83].
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y fragmentos de DNA, que son englobados por células parenquimales vecinas o células
fagocitarias especializadas. Las propias células apoptéticas inducen su fagocitosis
mediante cambios en su membrana citoplasmatica, observindose recientemente que los
macréfagos humanos se unen a neutrofilos apoptGticos a través de su receptor vitro-
nectina, un miembro de la familia de las integrinas que se habfa considerado tinicamen-
te como una molécula de adhesion celular [70].

Una vez incluidos en el interior del fagosoma, los cuerpos apoptéticos se degradan
rdpidamente, hasta que desaparecen membranas, orgdnulos y demds estructuras celu-
lares. Al contrario que en la necrosis, no hay liberacién del contenido celular al medio
extracelular,

1.4.2.  Acontecimientos bioquimicos y moleculares en las células
que mueren por necrosis

Los primeros cambios morfolégicos que ocurren durante la necrosis resultan de la
pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana. El citoplasma y los orgdnulos
celulares van aumentando progresivamente de volumen, la célula adquiere una aparien-
cia homogénea, opaca, y s¢ incrementa la eosinofilia del citoplasma. Todos estos
cambios terminan con la destruccién de los orgdnulos, la liberacién del contenido
celular al medio extracelular y, finalmente, la desintegracién de las membranas celu-
lares. Es muy fécil reconocer todas estas modificaciones, pero resulta mds dificil de-
finir tanto las causas como las vias y mecanismos bioquimicos a través de los cuales
se produce. Entre estos mecanismos merecen destacarse cinco clases de acontecimien-
tos: a) ubiquitinacién de las proteinas celulares, b) deplecién del ATP, ¢) formacion de
especies reactivas de oxigeno, d) alteracién de la homeostasis del calcio, y ) pérdida
de la permeabilidad selectiva de la membrana,

La ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos, abundante en todas las células
cucariotas y con una estructura muy conservada entre las diferentes especies. En pre-
sencia de ATP, forma enlaces covalentes con residuos de lisina de otras proteinas y su
sintesis se induce, junto con la de las proteinas del choque térmico (hsp), durante la
lesién celular. Su principal funcién parece ser el marcaje de las proteinas que han
resultado dafiadas para su degradacién. Las proteinas modificadas pueden acumulase
en el citoplasma en forma de inclusiones, mostrando con ello la incapacidad de las
células dafiadas de hacer frente a la incrementada concentracién de proteinas marcadas
para la degradacion [44].

En las células que mueren por necrosis se detecta una deplecién del ATP, obser-
vindose que el aumento de volumen del citoplasma y la pérdida de la homeostasis
celular solamente aparecen cuando los niveles de ATP disminuyen por debajo de cier-
tos valores criticos. Esto se ha demostrado durante el daiio celular que sigue a situa-
ciones de hipoxia [31], puesto que el suministro de oxfgeno es necesario para que los
enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial sinteticen ATP. Sin embargo, la dismi-
nucién de los niveles de ATP no parece ser causa suficiente para producir la necrosis,
aunque limita el desarrollo de las funciones celulares que dependen de €l

Las especies reactivas de oxigeno, generadas por adicion de electrones al oxigeno
molecular, si llegan a sobrepasar la capacidad protectora de los sistemas antioxidan-
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tes de la célula, pueden provocar la muerte celular mediante diversos mecanismos,
por reaccién con las macromoléculas celulares. Al reaccionar con los lipidos, se des-
encadena la peroxidacién lipidica de las membranas celulares, alterando su permeabi-
lidad, siendo las de la mitocondria las mds vulnerables, quiza porque a la clevada
produccién de estas especies reactivas (por la presencia de grandes cantidades de
oxigeno y metaloproteinas) se suma su elevado contenido en dobles enlaces C-C. La
reaccion de los derivados de oxigeno con las proteinas, principalmente a nivel de sus
grupos tidlicos, tiene especial relevancia en el equilibrio iénico celular, ya que la Ca-
ATPasa y la Na/K-ATPasa de las membranas contienen numerosos grupos SH. La
accién de las especies de oxigeno sobre el DNA incluye, ademds de la ruptura de
las cadenas de la molécula, otro efecto secundario: la induccién del enzima poli(ADP-
ribosa)polimerasa, con la consiguiente pérdida del ADP celular, que conduce a la
reduccién de los nucleétidos de adenina (incluyendo el ATP) a niveles criticos.
Ademds de provocar estas reacciones, la produccién de especies reactivas de oxigeno
altera el equilibrio redox de la célula. Por ejemplo, se genera NADP' en la mito-
condria sujeta a estrés oxidativo a expensas de la disminucién de los niveles de
NADPH, lo que conduce a la salida de calcio al citoplasma. Asi, en resumen, las
especies reactivas de oxigeno provocan el aumento de la permeabilidad de la mem-
brana, la inhibicién de las bombas iénicas, la deplecién del ATP y el aumento del
calcio citosdlico [56].

El aumento incontrolado del calcio citosélico se considera tanto una causa como
un resultado de la muerte celular [59]. El aumento del calcio intracelular induce una
serie de mecanismos que van a desencadenar un ciclo continuo de reacciones que
conducirdn a la lesién celular: asi, las proteasas dependientes de calcio, una vez acti-
vadas, serian las responsables de la destruccién de las Ca-ATPasas de las membranas
celulares, impidiendo que la célula recupere sus niveles normales de calcio citosélico.
Asi mismo, las alteraciones en la morfologia de la célula necrética podrian deberse a
la interaccion de estas proteasas con elementos del citoesqueleto [60]. Las fosfolipasas
sensibles al calcio también se activarian originando la alteracién de los fosfolipidos de
las membranas que asi aumentarfan su permeabilidad a muchos solutos,

La pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana es una de las principales
caracteristicas que permite identificar la necrosis. Se produce como resultado de todos
los procesos anteriormente descritos, ¥y es la desencadenante de las alteraciones mor-
folégicas que determinan la destruccién de la célula,

1.5. Objetivos

Los cultivos primarios de hepatocitos se utilizan cada vez con mayor frecuencia
para estudiar los mecanismos de accién de compuestos hepatotéxicos. Sin embargo,
debido al proceso de desdiferenciacion sufrido por las células hepiticas en este tipo de
cultivos, es frecuente observar un descenso de los niveles de enzimas citosélicos y de
otros enzimas especificos del higado, entre los que se encuentran las monooxigenasas
microsémicas dependientes del citocromo P-450, a través del cual se lleva a cabo
fundamentalmente el metabolismo oxidativo de la cocaina. Por esta razon, los hepato-
citos se aislan de ratas pretratadas con inductores enzimdticos, con objeto de elevar la
expresion de los sistemas microsémicos dependientes del citocromo P-450 y mantener
su actividad a lo largo de todas las horas de cultivo,
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Mediante el uso de este modelo experimental nos propusimos los objetivos siguien-
tes:

A. Examinar la toxicidad de la cocaina sobre cultivos primarios de hepatocitos
aislados de ratas pretratadas con fenobarbital frente a variables de tiempo y
concentracion,

B. Evaluar cuantitativamente en funcién de la concentracién y mediante técnicas
de imagen la generacién de radicales libres de oxigeno.

C. FEstablecer la relacion entre niveles de radicales libres y muerte celular.

D. Detectar la capacidad apoptogénica de la cocaina sobre los hepatocitos en
cultivo mediante téenicas de imagen, gel de agarosa y citometria de flujo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Productos

Los medios de cultivo fueron suministrados por BioWhittaker. Lo dcidos, bases y
sales minerales utilizados fueron de las casas comerciales Merck y Panreac, en su
grado analftico. La colagenasa fue de Boehringer, la heparina sédica de Leo y la
agarosa de Hispanagar. El diacetato de fluorescina y Hoechst 33258 fueron de Mole-
cular Probes, mientras que el yoduro de propidio fue de Sigma. El clorhidrato de
cocafna fue suministrado por el Servicio de Restriccién de Estupefacientes del Minis-
terio de Sanidad y Consumo.

2.2. Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 meses (200-250 g) de la raza Wistar. Los animales
se mantuvieron en jaulas de pldstico expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y control
de temperatura, con libre acceso a pienso de la casa comercial Sanders S.A. y agua,

Con el fin de inducir el sistema monooxigenasa microsémico, encargado del me-
tabolismo oxidativo de la cocaina, los animales fueron inyectados intraperitonealmente
con una dosis diaria de 80 mg/Kg de fenobarbital sédico durante los cinco dias ante-
riores al experimento,

2.3. Obtencién de hepatocitos y cultivos celulares

El aislamiento de los hepatocitos se llevé a cabo por perfusion del higado in situ
con medio Hepes (Hepes 20 mM, KCI 5 mM, SO,Mg | mM, PO H.K 5 mM, CINa 150
mM y Glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método clasico de Krebs
et al [47] y descrito por Diez-Ferndndez et al [20] que permite obtener hepatocitos con
un elevado porcentaje de viabilidad.

La viabilidad de los hepatocitos se determiné mediante tincion de exclusion con
una solucién de Azul de Tripdn (preparada al 0,2% en suero salino). Las células
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muertas o con la membrana plasmética daiiada aparecen tefiidas al observarlas al mi-
croscopio 6ptico, mientras que las que permanecen vivas y mantienen su membrana
integra no incorporan el colorante al interior de la célula y aparecen sin tefiir. El
contaje de las células se realizé en una cimara de Neubauer. La viabilidad de las
células se consideré Gptima cuando di6 valores superiores al 90%.

Las células obtenidas se cultivaron en placas de 60-mm a una densidad de 7.1 x
10" células/cm® en 3 ml de medio DMEM suplementado con penicilina, estreptomicina
y gentamicina a una concentracién de 50 ug/ml (DMEM completo) y 10% FCS (suero
fetal de ternero). Tras un periodo de tres horas a 37°C en atmésfera de 5% CO./ 95%
aire, el medio fue reemplazado por DMEM completo en el que se sustituyé el FCS por
albimina de suero bovina (BSA) al 0.1%.

24. Tratamiento con cocaina y determinacién de la lactato deshidrogenasa
(LDH)

Después de una incubacién de 24 horas se procedi6 a la adicién a los cultivos de
medio fresco con las diferentes concentraciones de cocaina (0, 1, 5, 10, 50, 100, 250,
500, 1.000, 2.000 mM) durante un periodo de 24 horas.

La actividad de la lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27.), como pardmetro de dafio
irreversible de la membrana y muerte celular [86], se determiné espectrofotométrica-
mente en el medio de cultivo y en el interior celular midiendo la disminucién de la
densidad 6ptica a 340 nm, producida por la oxidacién del NADH a NAD' en la
reaccién de reduccién del piruvato a lactato [81], segin el siguiente proceso:

lactato deshidrogenasa
piruvato » lactato
NAD" NADH

empledndose en los cilculos un coeficiente de extincién para el NADH = 6,2 x 10
M" Cm™' (extincién de 1 mmol de NADH en 1,00 ml de solucién).

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguien-
te: tampén Tris-HCI 67,5 mM a pH 7,4; NADH 0,3 mM; y piruvato 4 mM a pH 7.

2.5. Anilisis por citometria de flujo y microscopia confocal de la produccién
de radicales libres de oxigeno

La produccién intracelular de radicales libres de oxigeno se determiné usando el
compuesto 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), siguiendo el método
descrito previamente [3]. El compuesto tiene la particularidad de atravesar la membra-
na celular, dado su cardcter no polar. Las células viables son capaces de desacetilar el
compuesto dando lugar a la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH), compuesto no fluo-
rescente, estable algunas horas y que al ser polar queda atrapado en el interior de la
célula. Este intermediario reacciona cuantitativamente con las especies reactivas de
oxigeno intracelulares produciendo el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluorescina,
que puede medirse como un indice de la capacidad oxidativa intracelular.
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2 % 10° hepatocitos tratados con las diferentes concentraciones de cocaina se trip-
sinizaron con tripsina-EDTA e incubaron a 37°C durante 30 minutos con 3 ml de PBS
conteniendo DCFH-DA 5 uM y yoduro de propidio 10 pg/ml, preservando las muestras
de 1a luz. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS, cuantificindose la
intensidad de fluorescencia por citometria de flujo, analizdandose 10,000 células por
muestra,

Para la determinacién de la produccién de radicales libres de oxigeno por micros-
copia confocal, los cultivos se incubaron a 37 °C en atmésfera de 5% CO,/ 95% aire
con DCFH-DA (5 uM en PBS) y yoduro de propidio (10 pg/ml) durante 30 minutos,
procediéndose seguidamente al lavado de las placas dos veces con PBS. Las muestras
se mantuvieron en hielo hasta su observacion en el microscopio confocal,

2.6. Ensayos morfolégicos

Las caracteristicas morfolégicas tipicas de la apoptosis, tales como el cambio de
forma de la membrana, la condensacion y fragmentacion de la cromatina nuclear, asi
como la formacién de los cuerpos apoptéticos, pueden reconocerse por tincion de las
células con fluorocromos y posterior observacion al microscopio de fluorescencia. El
compuesto utilizado fue el Hoechst 33258, un fluorocromo derivado del benzimidazol
que emite fluorescencia azul cuando se excita por la luz ultravioleta a 360 nm. Presenta
una alta afinidad por el DNA, preferentemente por las regiones ricas en el par adenina-
timina.

Tras el tratamiento de las células con las diversas dosis de cocaina, éstas se fijaron
durante 5 minutos en frio con una mezcla de metanol/acético 3:1. Después, se adiciond
a las placas el Hoechst (5 pg/ml), manteniéndose durante 10 minutos, tras los cuales
se lavaron las placas con agua destilada. Finalmente, las células se mantuvieron en una
solucién de dcido citrico 20 mM, orto-fosfato disédico 50 mM y glicerol al 50% (pH
5.5) hasta su examen al microscopio.

2.77. Andlisis de la fragmentacién del DNA

La fragmentacién del DNA se detect6 por electroforesis en geles de agarosa [55].
Este procedimiento estd basado en la observacién de que el DNA aislado de células
apoptéticas se encuentra dividido a nivel de los segmentos que unen los nucleosomas
por la activacién de una endonucleasa endégena, Los fragmentos de DNA resultantes,
de 200 pares de bases o miltiplo de este nimero, se desplazan a través del gel y
aparecen en forma de bandas escalonadas.

Las células, junto con el medio de cultivo, se recogieron en PBS y, tras centrifugar
a 50 g durante 2 minutos, se trataron con 0,5 ml de buffer de lisis de pH 7,8 que
contenia N-laurilsarcosin al 0,5% en Tris-HC1 0,1 M y EDTA 10 mM. Tras mantener
durante 30 minutos en bafio de hielo y centrifugar durante 30 minutos a 13.000 rpm,
se recogid el sobrenadante, que se incubd, primero, con RNAsa A a una concentracion
final de 10 pg/ml a 37°C durante 30 minutos, y en segundo lugar con proteinasa K a
una concentracion final de 250 pg/ml a 50 °C durante 45 minutos, Después, se realizo
la extraccién del DNA con fenol-cloroformo, y se precipité el DNA extraido con 2
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volimenes de etanol absoluto y CINa 0,5 M durante 2 dias a -20°C. Tras lavar el
precipitado obtenido con etanol al 75%, el DNA se resuspendié en 20 ul de una
solucién formada por Tris-HC1 10 mM y EDTA 1 mM a pH 8. La electroforesis se
realiz6 a un voltaje constante de 30 V durante 8 horas a través de un gel de agarosa
al 1,8% conteniendo 0,5 pg/ml de bromuro de etidio, visualizdndose y fotografidndose
el DNA usando luz UV,

2.8. Anilisis por citometria de flujo del ciclo celular en poblaciones
de hepatocitos

Mediante la utilizacién del citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunn-
yvale, Ca), equipado con un laser de argén de 15 mW, se llevé a cabo el estudio a nivel
celular del contenido y distribucién del DNA. Este pardmetro se considera de gran uti-
lidad para determinar la cito y genotoxicidad de los xenobiéticos [18]. Las células se
analizaron utilizando un test suministrado por Bio-Rad basado en el método de Vinde-
lov et al [82]. 2 x 10° hepatocitos se tripsinizaron con tripsina-EDTA, se lavaron con
una solucién tampén de sacarosa 130 mM, citrato trisédico 40 mM y DMSQ, y se con-
gelaron a -80°C hasta el momento del andlisis por citometria de flujo, en el cual se afia-
di6 yoduro de propidio, siguiendo las indicaciones del test, manteniéndose durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se analizaron 10.000 células por muestra. La sefial
procedente del yoduro de propidio se recogié por un DM 610 nm y se selecciond me-
diante un BP 630/30. Los datos se adquirieron utilizando un médulo discriminador de
dobletes (DDM) para recoger las sefiales fluorescentes provenientes de células tnicas.

2.9. Métodos estadisticos

Los valores presentados son la media + el error estindar de ]a media (SEM) de los
resultados obtenidos en ensayos realizados por duplicado o cuadruplicado de un niime-
ro variable de experimentos que se especifican en cada caso. Las comparaciones se
efectuaron mediante el andlisis de la t de Student. El nivel de significacién estadistica
se definié como p < 0,01.

3. RESULTADOS

3.1. Efectos citotéxicos de la cocaina en cultivos primarios de hepatocitos
aislados de ratas inducidas con fenobarbital

Durante el desarrollo de modelos experimentales para la evaluacién de los efectos
toxicos de xenobidticos, la utilizacién de métodos rdpidos, reproducibles y baratos ha
sido un requerimiento esencial. La liberacién de enzimas citoplasmaéticos por parte de
las células dafiadas al medio de cultivo ha demostrado ser un método muy Gtil para la
evaluacién de la toxicidad en cultivos primarios obtenidos de una gran variedad de
6rganos, incluyendo corazén, higado y rifién. Especificamente, este método evalia la
capacidad de la membrana plasmética de retener los enzimas celulares. La lactato
deshidrogenasa (LDH) es un enzima exclusivamente citosélico y su liberacién al medio
de cultivo tras la exposicién a xenobidticos se relaciona con la ruptura de la permeabi-
lidad de la barrera celular, la membrana plasmatica [B6].
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Los cultivos de hepatocitos, aislados de ratas tratadas con fenobarbital durante
cinco dias, fueron expuestos a concentraciones crecientes de cocaina (1-2.000 pM)
durante 24 horas midiéndose la liberacién de LDH al medio de cultivo como un indice
de muerte celular (Figura 7).

Los resultados obtenidos indican que el efecto citotéxico es dependiente de la
concentracién. Asi, la actividad de la LDH en el medio fue aumentando progresiva-
mente, siendo significativo este aumento a partir de dosis de cocaina de 250 uM. A
concentraciones intermedias de cocaina (50-100 pM) el porcentaje de liberacion de
LDH al medio de cultivo ya sufre incrementos con respecto al control, siendo los
valores de un 17% para el control, y de un 31% y 32% para concentraciones de cocaina
de 50 y 100 puM respectivamente.

Paralelamente, tras la adicién de la cocafna a los cultivos, se midieron las varia-
ciones experimentadas en la actividad de la LDH en el medio a lo largo de la duracién
del cultivo. Las muestras se tomaron al cabo de 2, 10 y 24 horas de incubacion, y los
resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 3. Como puede observarse, a medida que
transcurre el tiempo de incubacién se va produciendo un incremento de la liberacidn
del enzima al medio, como consecuencia de la pérdida de la viabilidad celular, de
modo que el efecto citotéxico resulté ser también tiempo dependiente.

80
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Figura 7. Efectos citotéxicos de la cocaina en hepatocitos aislados de ratas pretratadas con

fenobarbital. Los hepatocitos en cultivo primario se incubaron con concenlraciones crecientes

de cocatna durante 24 horas. Después del tratamiento, la citotoxicidad se evalud midiendo el

porcentaje de liberacion de lactato deshidrogenasa al medio de cultivo. Los resultados son

media de tres placas procedentes de dos animales distintos. La t de Student fue caleulada por
comparacion de los resultados frente al control (*p<0,01).



Concentracion de Tiempo

cocaina (uM) 2 horas 10 horas 24 horas
0 6,9 + 0,7 59+ 0,6 17,1 + 0,9
1 7.1 £ 0,7 6,0 + 0,8 18,0+ 1.3
5 75+ 1,0 6,3 + 0,8 20,2 + 1,9
10 7,509 6,9 + 0,3 223+ 1,2
50 7.0 £ 0,6 8205 310+ 29
100 6,8 + 0,6 9.1+ 09 31,9 £ 34
250 7.8 + 1,3 10,1 £ 1.3 40,6 + 4,9*
500 84 % 1,1 104 £ 1,2 52,3 + 4,9*
1.000 9.0 1.4 12,6 £ 14" 54,0 £ 5,3%
2.000 10,2 £ 1,3 224 & 1,7* 68,8 + 6,2

Tasra 3. Liberacion de LDH al medio de cultivo. La actividad de la lactaio deshidrogenasa
se determiné en el medio de cultivo, tomando muestras a las 2, 10 y 24 horas de incubacién.
Los valores obtenidos se expresan como porcentaje de actividad del enzima liberado al medio.
Los resultados son media de tres placas procedentes de dos experimentos representativos.
La t de Student fue caleulada por comparacion de los resultados frente al control ("p<0,01).

3.2. Produccién de especies reactivas de oxigeno determinada por citometria
de flujo

Para investigar la causa de los efectos citotéxicos de la cocaina, puestos de mani-
fiesto al medir la liberacién de enzimas citosélicos al medio, se procedié a medir por
citometria de flujo la produccién de radicales libres de oxigeno por las células como
un posible mecanismo desencadenante de la hepatotoxicidad de la droga [7, 45]. Las
especies reactivas de oxigeno, anién superdxido, peréxido de hidrégeno y radical hi-
droxilo, pueden ser generadas por diversas vias durante el metabolismo de numerosos
xenobidticos. Tanto el O, como el H,O, presentan una reactividad muy limitada, de
modo que su importancia reside en la posibilidad de producir el OH, altamente reac-
tivo, con la participacién de metales de transicion.

La produccién de estas especies reactivas de oxigeno se valoré en los hepatocitos
tratados con cocaina durante 24 horas, utilizando el fluorocromo 2',7'-diclorofluores-
cina diacetato (DCFH-DA), altamente sensible en la deteccién del peréxido de hidré-
geno y otros peréxidos. Este compuesto, una vez incorporado a las células, es desace-
tilado y posteriormente oxidado por los peréxidos celulares para generar el compuesto
fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina,

Los resultados obtenidos por citometria de flujo se muestran en la Figura 8, donde
se pueden observar los histogramas de un experimento representativo en los que se
representan en abcisas la intensidad relativa de fluorescencia emitida por la dicloro-
fluoresceina frente al nimero de células en ordenadas. La Tabla 4 recoge el correspon-
diente andlisis cuantitativo. Por una parte, se observa la elevada produccién de peréxi-
dos a concentraciones bajas de cocaina (entre 5 y 100 uM, alcanzando valores méximos
a dosis de 10 pM). Por otra, la produccién relativa de peréxidos se encuentra dismi-
nuida en las células tratadas con las dosis més altas de cocaina, a partir de 250 uM,
concentraciones que ya resultan bastante téxicas segin los ensayos de liberacién de
LDH al medio, expuestos anteriormente.
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Fioura 8. Andlisis citométrico de la produccidn de perdxidos, Los hepatocitos tratados con
cocaima durante 24 horas se incubaron con IP y DCFH-DA durante 30 min, analizindose las
diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas de un experimento
representativo de las célilas tratadas con (1) 0, (2) 10, (3) 50, (4) 100, (5) 250, (6) 500 y (7)
1.000 mM de cocaina.

3.3. Produccién de especies reactivas de oxigeno analizada por microscopia
confocal

Para comprobar los resultados registrados citométricamente, se procedié a analizar
la produccién de peréxidos utilizando la microscopia confocal. Las aplicaciones de la
microscopia confocal son las mismas que las de la microscopia de fluorescencia, la de
campo claro o la de contraste de fases, con las ventajas del aumento de resolucion y
la capacidad de incrementar los contrastes sin disminuir dicha resolucién. Se sigui6 el
procedimiento que se detalla en el capitulo de Material y Métodos, escaneando las
células una sola vez con el laser, ya que la DCF es tan sensible a la oxidacién que la
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Concentracion de cocaina Intensidad media de fluorescencia

(uM) funidades arbitrarias)
0 268 = 28
1 272 + 26
5 309 + 33%
10 371 + 35%
50 330 £ 28*
100 285 + 32
250 207 = 18*
500 142 + 16*
1.000 162 = 14%
2.000 135 & 14%

Tasra 4. Andlisis citoméirico de la produccion de proxidos. Intensidad relativa de fluores-

cencia de la DCFH como medida de la produccién de peréxidos por las células tratadas con

las diferentes dosis de cocaina, Los resultados son media de tres placas tomadas de dos
experimentos representativos (Yp<0.01),

exposicion a la luz laser puede inducir foto-oxidacion, resultando en una fluorescencia
incrementada [54]. Las fotografias (figura 9) muestran las imdgenes obtenidas al incu-
bar las c€lulas durante 30 minutos con DCFH-DA y yoduro de propidio. Las fotogra-
fias A, B, C, D, E y F corresponden a las concentraciones de cocaina de 0, 50, 100,
250, 500 y 2.000 pM, respectivamente,

En principio podemos apreciar, por la sefial correspondiente al yoduro de propidio,
que los cultivos tratados con las concentraciones mds altas de cocaina ensayadas,
principalmente 500 y 2.000 uM, aparecen mucho miés tefiidos (fluorescencia roja),
indicando por tanto una mayor proporci6én de células muertas que los controles y las
células tratadas con las dosis bajas de la droga. Por otra parte, la sefial correspondiente
a la diclorofluoresceina (fluorescencia verde) nos indica la presencia de peréxidos en
las cé€lulas, mis abundante a medida que vamos incrementando la concentracién de
cocaina pero que parece disminuir al aumentar la sefial del 1P (concentraciones toxicas
de la droga). En estas tltimas, la mayoria de los hepatocitos muestran una intensidad
de fluorescencia baja, indicando que la produccién de peréxidos estd disminuida; sin
embargo, algunas células aisladas aparecen fuertemente tefiidas con el fluorocromo.

3.4. Identificacion morfolégica de la muerte celular

El anilisis de la produccion de especies reactivas de oxigeno y muerte celular por
microscopia confocal, reveld la existencia de células apoptéticas en los diferentes
cultivos ensayados. Esta observacion, nos llevé a intentar corroborar la presencia de
apoptosis con otros experimentos.

La identificacién de la muerte celular por apoptosis por microscopia éptica se basa
principalmente en la observacién de los cuerpos apoptéticos resultantes de la fragmen-
tacion de las células, En cultivos celulares, las células apoptoticas son ficiles de reco-
nocer hasta fases tardias de su degradacion, si se utiliza algiin compuesto fluorescente
capaz de formar complejos con el DNA celular. En estas células puede observarse la
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Fiaura 9. Produccian de especies reactivas de oxigena analizada por microscopia confocal.
Imdgenes obtenidas al incubar las 15 con [Py DCFH-DA durante 30 min, tratadas con
(A) O, (B) 50, (C) 100, (D) 250, (E) 500 v (F) 2.000 uM de cocaina.
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Figura 9 (cont.). Produccién de especies reactivas de oxigeno analizada per microscopia
confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con IP y DCFH-DA durante 30 mnin,
tratadas con (A) 0, (B) 50, (C) 100, (D) 250, (E) 500 y (F) 2.000 uM de cocaina,

cromatina nuclear condensada, dividida en fragmentos rodeados de membrana y que
aparecen agrupados, resultando muy ficil distinguirlas del resto de las células,

Las fotografias muestran la morfologia de los cultivos de hepatocitos aislados de
ratas pretratadas con fenobarbital, no tratados con cocaina (Fotografias 1 y 2) y trata-
dos con cocaina en dosis de 10 pM (Fotograffas 3 y 4), 50 mM (Fotografias 5y 6) y
1.000 uM (Fotografias 7 y 8), tras proceder a la tincién de las células con el compuesto
Hoechst 33258, En cada caso se muestra la imagen obtenida al hacer incidir sobre las
células luz ultravioleta, asi como la correspondiente al contraste de fases. En los he-
patocitos control vemos las células agrupadas con los nicleos tefiidos intactos, detec-
tindose pocas células apoptéticas. Los cultivos tratados con la droga estin més dete-
riorados, més cuanto mayor es la concentracién de cocafna, y en ellos aparecen las
células apoptdticas con su morfologia caracteristica, aisladas de los grupos de células
vivas,

3.5. Anilisis de la fragmentacién del DNA

Tras la observacion microscdpica de la morfologia celular, se procedié a valorar
los cambios estructurales que sufre la cromatina nuclear con el objeto de verificar Ia
muerte celular por apoptosis. La presencia y distribucién del DNA fragmentado se
visualizé y fotografié segin se indica en el apartado 2.7, de Material y Métodos,
aislando el DNA para después analizarlo por electroforesis en gel de agarosa. Se

158



proceso el DNA de los hepatocitos en cultivo, aislados de ratas pretratadas con feno-
barbital, no tratados y tratados con concentraciones crecientes de cocaina. La fotogra-
fia obtenida se muestra en la Figura 10, observindose que las bandas resultantes del
desplazamiento del DNA fragmentado a través del gel presentan una intensidad maxi-
ma a concentraciones de cocaina d 100 pM,

3.6.  Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo

El estudio de las variaciones en el DNA celular en poblaciones hepatocelulares se
considera un andlisis de gran precision en determinaciones sobre la citotoxicidad y la
genotoxicidad de xenobidticos. El citémetro de flujo puede cuantificar la proporcion
de células que se encuentran en cada fase del ciclo celular, asi como los cambios
producidos por agentes quimicos sobre la ploidia de las células, cuando se marca el
DNA celular con diversos compuestos fluorescentes, tales como el yoduro de propidio,
Asi podemos distinguir, segin la intensidad de fluorescencia emitida, células con
contenido normal de DNA (correspondiente a la fase G/G)), células con el doble del
contenido normal de DNA (fase G,/M), y valores intermedios asignados a la fase S del
ciclo celular. Los nicleos apoptéticos pueden reconocerse por la aparicién de un pico
en la regién hipodiploide, que puede observarse a la izquierda de la fase G/G, en el
histograma.

Una vez comprobada la existencia de muerte celular por apoptosis, observando las
caracteristicas morfoldgicas del cultivo y analizando la fragmentacién del DNA nu-
clear, se procedié a evaluar, en las muestras obtenidas a partir de cultivos de hepato-
citos aislados de ratas pretratadas con fenobarbital, la proporcién de hipodiploidia
consecuencia del tratamiento con concentraciones crecientes de cocaina, de 1 a 2.000
MM, durante 24 horas. Con este fin, se procesaron dichas muestras analizando las
distintas poblaciones en base a su contenido en DNA. En la Figura 11 se representa

123405

Fiaura 10, Apdlisis de la fragmentacién del DNA por electroforesis en gel de agarosa en

hepatacitas de rata tratados con cocatna, El DNA se aislé de células tratadas con cocaina (1)

SuM, (2) 100 uM, (3) 500 uM, (4) 1.000 uM y (5) 2.000 pM. Las miestran se somelieron a

electroforesis en geles de agarosa al 0.8% visualizandose con EtBr. El gel es representativo
de dos experimentos realizados en cultivos procedentes de dos animales diferentes.
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Figura 11,  Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo. Las células tratadas con

cocatna se tripsinizaron y trataron segin las indicaciones del kit kinesis 50 para determina-

cion del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un experimento representativo corres-

pondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 50, (3) 100, (4) 250, (5) 1.000 y (6) 2.000 uM
de cocaina.

en los distintos histogramas el contenido de DNA en abcisas, evaluado por la fluores-
cencia emitida a 623 nm por el complejo formado por el DNA y el yoduro de propidio,
frente al mimero de células en ordenadas. El andlisis cuantitativo de los picos hipodi-
ploides de cada histograma se muestra en la Tabla 5. Los resultados coinciden con los
obtenidos al analizar la fragmentacién del DNA, ya que, como puede observarse, el
porcentaje de hipodiploidia va incrementindose con la dosis de cocaina, hasta llegar
a un maximo a concentraciones de 50-100 pM, en que se alcanza un 20% de células
apoptéticas, valor a partir del cual disminuye dicha proporcién. La disminucion de la
hipodiploidia comienza a dosis de 250 pM, concentracion en la que, seglin nuestras
observaciones anteriores, se acentuaba el efecto necrético de la cocaina y comenzaba
a decrecer la produccién de perdxidos.

4. DISCUSION

La cocaina es un alcaloide que puede utilizarse en terapeiitica debido a su potente
efecto anestésico local y vasoconstrictor. Sin embargo, su consumo en la actualidad
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Concentracion de cocaina (mM) Porcentaje de hipodiplodia

0 7,99 £ 0,9
1 12,95 = 1,3
5 16,62 = 2,1
10 19,73 + 3,1*
50 20,98 + 2.9*
100 20,32 + 2,6%
250 18,73 + 2,5%
500 17,70 £ 2,6
1.000 16,44 £ 2,8
2.000 13,83 = 3,1

TasLa 5. Porcentaje de hipodiploidia analizado por eitometrta de flujo. Cuantificacion de log
hisiogramas mostrados en la Figura 3. Los resultados son media de tres placas tomadas de
dos experimentos representativos ("p<0.01).

como droga de abuso, junto con el conocimiento de sus efectos t6xicos y complicacio-
nes a distintos niveles, ampliamente descritos en péginas anteriores, ha llevado a los
investigadores a profundizar en los mecanismos por los que la cocaina provoca tan
graves efectos [2, 5, 71]. En estudios anteriores de nuestro grupo referentes a la he-
patotoxicidad de la cocaina [32, 33] se demostrd que su toxicidad in vive se eleva en
animales pretratados con fenobarbital, lo cual indica que la capacidad necrogénica de
esta droga se debe a su biotransformacion oxidativa a través del sistema monooxige-
nasa de funcién mixta dependiente del citocromo P-450. En otros trabajos [13] se
describi6é por primera vez que esta droga administrada in vive era capaz de originar
cambios especificos en la distribucion del DNA e inducia la apoptosis en ratones
pretratados o no con fenobarbital.

En el presente trabajo, se han investigado los efectos hepatotoxicos de la cocaina
utilizando un modelo in vitro: cultivos primarios de hepatocitos aislados de ratas pre-
tratadas con fenobarbital. La capacidad del fenobarbital de potenciar la hepatotoxici-
dad de la cocaina es un hecho comprobado [13, 32, 33]. Cuando el sistema microsé-
mico oxidativo elevé su actividad mediante un tratamiento previo con fenobarbital, la
severidad de la lesién hepitica se elevé notablemente y su ubicacién intraacinar expe-
rimentd un espectacular cambio desde la regién perivenosa (en higado no tratado con
fenobarbital) a la regién periportal. Esto demuestra que los sistemas oxidantes respon-
sables de la biotransformacién de la cocaina se encuentran irregularmente distribuidos
en el acino hepitico y son inducibles por fenobarbital.

Numerosos experimentos han mostrado que los enzimas oxidativos microsomales
desempefian un papel importante en la hepatotoxicidad inducida por cocaina [6, 46, 61,
78], y debido a la ausencia de efectos téxicos de la droga en cultivos de hepatocitos
de ratas no pretratadas con fenobarbital [36], todos los experimentos se realizaron con
hepatocitos aislados tras la induccién previa del sistema monooxigenasa dependiente
del citocromo P-450.

Con el fin de evaluar el efecto téxico de la cocaina sobre los hepatocitos en cultivo,

se procedié a medir la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) al medio [86],
método por el cual podemos detectar la pérdida de la integridad de la membrana

l61



plasmdtica y que, como se indicé en la introduccion, es la principal caracteristica que
permite evaluar in vitre la muerte celular por necrosis.

En estas condiciones experimentales, hemos podido comprobar que la cocaina
ocasiona un dafio letal cuando se adiciona a hepatocitos en cultivo obtenidos de ratas
pretratadas con fenobarbital y que el grado de toxicidad depende tanto de la concen-
tracién de la droga como de la duracién del tratamiento. Esto nos ha permitido esta-
blecer las condiciones id6neas, respecto a la concentracién y al tiempo de incubacién,
a ser utilizadas durante el presente trabajo. Por una parte, hemos observado que a
tiempos muy cortos (2 horas) las variaciones en la liberacién de LDH al medio no eran
pricticamente detectables, y que a las 10 horas de cultivo comenzaban a detectarse
cambios significativos en presencia de concentraciones elevadas del t6xico. Por tanto,
decidimos mantener las células en incubacién durante 24 horas, perfodo en el que se
detectaron aumentos progresivos y significativos en la actividad de LDH liberada al
medio frente a incrementos progresivos en la concentracién de droga. En estas condi-
ciones de incubacién, se obtuvo una curva en la que un 70 % de las células resultaron
destruidas al ser expuestas a la mdxima concentracién de cocaina ensayada (2 mM). De
acuerdo con estos resultados, estd claro que en nuestros cultivos de hepatocitos la
funcionalidad del sistema monooxigenasa dependiente del citocromo P-450 permanece
intacta y es operativa,

Una vez establecida la capacidad citotéxica de la cocaina sobre cultivos primarios
de hepatocitos, el siguiente paso fue abordar el estudio de los mecanismos de hepato-
toxicidad de la droga y entre ellos, la participacion de las especies reactivas de oxigeno
en dicha hepatotoxicidad. El demostrar esta participacién reforzaria la observacion de
que la cocaina, al metabolizarse por via oxidativa, genera metabolitos que, al sufrir un
ciclo redox, consumidor de NADPH en ambos sentidos, da como resultado la produc-
ci6n de anién superéxido y peréxido de hidrégeno [46]. Hasta la fecha, no existe una
evidencia directa de la generacion de estas especies reactivas de oxigeno por efecto de
la oxidaci6n de la cocafna en las células hepéticas. Existen observaciones indirectas
que relacionan la hepatotoxicidad de la cocaina con el dafio oxidativo en los hepato-
citos, involucrando posiblemente un dafio mitocondrial [7, 10, 36, 53]. Por ejemplo, se
ha observado la proteccién que proporciona el quelante de hierro, la desferrioxamina,
pero no el antioxidante o-tocoferol, frente al dafio celular inducido por cocaina, lo cual
es indicativo de la existencia de mecanismos oxidativos dependientes de hierro e in-
dependientes de la peroxidacién lipidica [36]. Ademds, existen evidencias sobre el
descenso de glutation reducido y el incremento de los niveles de malondialdehido en
higado de rat6n tratado con cocaina [13, 32], y la formacién de glutation oxidado en
hepatocitos de rata cultivados en presencia de esta droga [7], que sugieren que el estrés
oxidativo juega un papel importante en la toxicidad de la cocaina.

Como la respuesta de cada célula al t6xico es heterogénea, es dificil en experimen-
tos in vive y por métodos convencionales encontrar la verdadera causa/efecto. Por ello
se requiere investigar la progresién de la lesi6n inducida por agentes t6xicos sobre
células aisladas, para observar en espacio y tiempo la secuencia de eventos que pre-
ceden y conducen a la muerte celular.

Por todo ello, y mediante el andlisis por citometria de flujo, hemos determinado los

niveles relativos de especies reactivas de oxigeno en los hepatocitos utilizando el
compuesto 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), que poseee la capaci-
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dad de atravesar las membranas celulares, y una vez en el interior de la célula se
hidroliza a 2',7'-diclorodihidrofuorescina (DCFH). Por oxidacién, la 2',7'-diclorodihi-
drofluorescina se convierte en 2',7'-diclorofluorescina (DCF), cuya fluorescencia es
especifica en la deteccién de peréxidos [19, 29]. Asi, hemos podido observar que en
las células tratadas durante 24 horas con dosis bajas de cocaina el contenido en peréxi-
dos se incrementaba marcadamente, mientras que, en los cultivos de hepatocitos trata-
dos con dosis mis elevadas de la droga, se encontraba disminuida la capacidad de las
células de oxidar la diclorofluorescina, Por este método se han podido detectar las
variaciones en el contenido de perdxidos de los hepatocitos dependientes de la concen-
tracién de cocaina adicionada al medio,

Resultados similares se obtuvieron examinando la morfologia de las células por
microscopfa confocal, técnica que permite visualizar in situ en células individuales la
muerte celular (apoptosis o necrosis) mediante la fluorescencia del yoduro de propidio
y la produccién de especies reactivas de oxigeno mediante la fluorescencia de la DCF.

De acuerdo con los datos obtenidos, la generacién de especies reactivas de oxigeno
est4 involucrada en la secuencia de acontecimientos que conduce a la muerte celular,
sugiriéndose que en esta secuencia el incremento en la generacion de estas especies
reactivas ha de preceder a la manifestacion de la toxicidad. Las evidencias obtenidas
anteriormente por nuestro grupo sobre la induccién de la muerte celular por apoptosis
en higado de ratén tratado con cocaina [13], nos han llevado a investigar sobre el papel
apoptogénico de esta droga [57] y la posible relacién entre los niveles intracelulares
de especies reactivas de oxigeno y la apoptosis en hepatocitos en cultivo [48].

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir después del tratamiento con una gran
variedad de compuestos t6xicos, unas veces precediendo a la aparicién de la necrosis
y otras coexistiendo con ella. Dependiendo de las células, la dosis y/o los estimulos
desencadenados puede observarse apoptosis, necrosis o ambos fenémenos [8].

Para verificar la existencia de muerte celular por apoptosis, hemos realizado diver-
so0s ensayos, comprobando por una parte la presencia de células apopléticas y necro-
ticas en nuestros cultivos por observacién directa al microscopio de fluorescencia de
las placas del cultivo de los hepatocitos tratadas con el fluorocromo Hoechst 33258,
y por otro lado la existencia de fragmentacién del DNA por electroforesis en geles de
agarosa. Aunque durante la necrosis se ha observado que también se produce fragmen-
tacién del DNA, ésta es aleatoria, ya que no aparece en los geles la gradacion esca-
lonada de las bandas tipica de la apoptosis.

El andlisis por microscopia confocal revel6 la existencia de células apoptdticas
cuya aparicién parecia relacionarse con la produccién de radicales libres de oxigeno.
Esta observacién es consistente con el hecho de que el estrés oxidativo da lugar a la
induccién de actividad endonucleasa aportando evidencias de una relacién estrecha
entre los radicales libres y la iniciacién de la apoptosis [30, 66, 80].

La apoptosis se puede demostrar claramente si ademds de mostrar la tipica escalera
del DNA en el gel de agarosa, analizamos las imégenes obtenidas al fotografiar las
células después de tefiir su DNA con un fluorocromo, ya que coincidiendo con la
opini6én de otros autores, las caracteristicas universales que siempre se pueden observar
durante la apoptosis son los cambios morfolégicos sufridos por las células, tales como
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la condensacién de la cromatina y la fragmentacién del niicleo [15, 38]. Tales cambios
son dificiles de reconocer a nivel histolégico, pero en células procedentes de los cul-
tivos que nosotros hemos utilizado, pueden apreciarse con facilidad los cambios des-
critos. Las imdgenes de las células al microscopio de fluorescencia muestran la presen-
cia de células apoptéticas en todos los cultivos tratados con el téxico, y el aumento de
células necréticas al elevar la concentracién de cocaina. Por otra parte, la electroforesis
en gel de agarosa del DNA muestra una fragmentacién méxima frente a concentracio-
nes 100 uM de la droga.

Estos resultados, que evidencian la capacidad apoptogénica de la cocaina sobre
cultivos de hepatocitos de rata, se vieron reforzados con los obtenidos por citometria
de flujo, por cuantificacién del pico hipodiploide (<2C) obtenido cuando los hepato-
citos incubados con cocafna se analizaron por su contenido en DNA y su ploidia
después de ser tratados con yoduro de propidio. De esta manera pudimos obtener otro
pardmetro que nos permitié evaluar las variaciones en la proporcion de células con un
contenido hipodiploide de DNA en cultivos de hepatocitos como consecuencia de la
exposicion a las diferentes concentraciones de cocaina del presente trabajo. Aunque la
hipodiploidia puede acompaiiar o no a la apoptosis, todos los ensayos coincidieron, Por
analisis de la fragmentacién del DNA en gel de agarosa, por observacion directa de las
células tefiidas con Hoechst 33258, y por cuantificacién de la poblacién hipodiploide
s¢ ha llegado a la conclusién de que la mdxima apoptosis inducida por cocaina se
consiguié a concentraciones de 100 pM.

Los histogramas de DNA de los hepatocitos expuestos a las concentraciones mds
elevadas de cocaina no indican una degeneracién de las células en el ciclo celular,
puesto que todavia es aparente la distribucién del DNA en las diferentes fases del
ciclo, en respuesta a la exposicién a cocaina 2 mM. De los resultados citométricos
obtenidos se desprende también la existencia de un porcentaje considerable de células
apoptéticas en los controles. Esto puede reflejar el hecho de que los cultivos no con-
tengan todas las citoquinas y los factores de crecimiento apropiados. Sin embargo,
coincide con otros estudios que demuestran que los hepatocitos en cultivo sufren un
proceso de ruptura del DNA muy lento, pero que se incrementa con la duracién del
cultivo [12]. Otro aspecto a tener en cuenta para explicar el destacado porcentaje de
células apoptdticas en los controles es el pretratamiento con fenobarbital. El fenobar-
bital, al igual que otros promotores tumorales, cuando se administra a animales en las
condiciones del presente trabajo, da lugar a una hiperplasia en higado, Esta hiperplasia
desaparece al cesar el tratamiento con fenobarbital, debido a que las células mueren
por apoptosis [13]. Quizds los hepatocitos en cultivo sufren la apoptosis al carecer de
fenobarbital en el medio. Experimentos con hepatocitos de ratas no pretratadas con
fenobarbital nos aclarardn estas dudas.

Relacionamos los resultados de la actividad de LDH en el medio con los obtenidos
al analizar por citometria de flujo la poblacién con un contenido hipodiploide de DNA,
teniendo en cuenta que la muerte celular por apoptosis se caracteriza por el manteni-
miento de las propiedades de la membrana, mientras que la liberacién de enzimas
citoslicos al medio es caracteristica de la necrosis. De esta forma, el aumento brusco
de la actividad de LDH en el medio de cultivo que se registra a partir de concentra-
ciones de 250 uM de cocaina ha de ser debido al aumento de la muerte celular por
necrosis, mienras que en puntos inferiores a esta concentracién la muerte de las células
se producirfa fundamentalmente por apoptosis. Efectivamente, el porcentaje de células

164



muertas por apoptosis detectado por citometria de flujo fue incrementdndose progresi-
vamente hasta alcanzar el mdximo a concentraciones de cocaina de 50-100 uM, a partir
de las cuales la proporcién de células apoptéticas fue disminuyendo. Podriamos con-
cluir que como resultado de la administracion de dosis bajas de cocaina se induce la
apoptosis, mientras que el resultado del tratamiento con el mismo téxico pero a dosis
mis altas es la necrosis, Refiriéndonos concretamente a las concentraciones de cocaina
utilizadas en este trabajo, la apoptosis tiene lugar predominantemente en cultivos tra-
tados con dosis de cocaina hasta 100 pM, mientras que la necrosis se produce en
presencia de concentraciones superiores a 250 pM. Esta concentracién de cocaina
coincide con una disminucién de la poblacion de hepatocitos hipodiploides, y con un
incremento considerable de la liberacién de LDH al medio,

Estas observaciones refuerzan la nocién de que el nivel y la duracién del estimulo
lesivo, mds que su naturaleza, determinan el modo de muerte [52]. El dafio celular por
peréxido de hidrégeno a bajas concentraciones permite que la célula active los meca-
nismos que conducen a la muerte celular por apoptosis, mientras que a altas concen-
traciones se induce la muerte por necrosis en el mismo tipo celular [50].

Con el objeto de profundizar sobre los mecanismos responsables de la respuesta
celular frente a la generacién de especies reactivas de oxigeno, se estd llevando a cabo
en el momento presente el andlisis de las variaciones en la expresién génica y la
actividad de diversos sistemas antioxidantes, como la superdxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa. Estas investigaciones, unidas a la accién de diferentes an-
tioxidantes exogenos nos ayudardn a conocer mds sobre el papel de las especies reac-
tivas de oxigeno en la hepatotoxicidad de la cocaina.

5. CONCLUSIONES

1. Los hepatocitos de rata, inducidos con fenobarbital y precultivados durante 24
horas, representan un modelo éptimo para estudiar in vitro los mecanismos celulares res-
ponsables de la hepatotoxicidad de la cocaina. El efecto citotéxico de la droga, evaluado
por la liberacién de lactato deshidrogenasa al medio, es dependiente tanto de la concen-
tracioén de cocaina (0-2 mM) como de la duracién del tratamiento (2, 10 y 24 horas).

2. Como resultado de la exposicién de las células a diferentes concentraciones de
cocafna y durante 24 horas de incubacién se generan especies reactivas de oxigeno,
cuya produccién, evaluada por citometria de flujo, muestra los valores méiximos a
concentraciones de cocaina entre 5 y 50 pM. Por microscopia confocal pudo detectarse
la aparicién de especies reactivas de oxigeno en células tratadas con diclorofluorescina.

3. La exposicién a cocaina in vitro conduce a la muerte celular (apoptosis y/o
necrosis). La capacidad apoptogénica de la cocaina presentd un méximo a concentra-
ciones de cocaina de 50-100 uM. La apoptosis fue detectada por evaluacion de la
fragmentacién del DNA, por visualizacién por microscopia de fluorescencia de la
condensacién de la cromatina y por cuantificacion de la poblacién hipodiploide.

4. De estos resultados se sugiere que existe una relacién estrecha entre los niveles
intracelulares radicales de oxigeno generados en la biotransformacién de la cocaina y

la apoptosis.
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1. INTRODUCCION

La ciclosporina A (CsA) es un potente agente inmunosupresor debido a que ejerce
un efecto inhibidor especifico sobre la via de transduccién de sefales del receptor de
las células T. Esta propiedad ha sido decisiva para el éxito de la terapia de los tras-
plantes al reducir la incidencia de los rechazos, sin embargo, su uso clinico se encuen-
tra limitado por sus efectos secundarios adversos que incluyen neuro, nefro y hepato-
toxicidad (58). A nivel hepético, en funcién de la dosis y duracién del tratamiento, da
lugar a alteraciones bioquimicas como la elevaci6n de la actividad fosfatasa alcalina
y de los niveles de bilirrubina y sales biliares en sangre, representativos ambos de un
proceso de colestasis (5). Experimentos in vitro han demostrado que la CsA induce en
hepatocitos una situacién de estrés oxidativo, disminucién de tioles proteicos y peroxi-
dacién lipidica que desemboca en la muerte celular por necrosis (132). Ademds, la
capacidad de antioxidantes, como la vitamina E o el glutation, de inhibir la peroxida-
ci6n lipidica inducida por la CsA, sugiere que los radicales libres y especies reactivas
de oxigeno pueden jugar un papel importante en su hepatotoxicidad (133).

En 1969, McCord y Fridovich (81) propusieron que la formacién de radicales
libres de oxigeno era parte integral del metabolismo normal de las células. De hecho,
en organismos aerobios el principal productor de especies reactivas de oxigeno es la
mitocondria, donde se generan aproximadamente 3 x 107 radicales superéxido por
mitocondria y dfa (98). Estos no pueden ser eliminados en su totalidad y van acumu-
lindose progresivamente con la edad, pudiendo reaccionar con el peréxido de hidro-
geno en presencia de metales de transicion, via reaccién de Fenton o Haber-Weiss,
dando lugar al radical hidroxilo (OH), oxidante poderoso con gran capacidad para
reaccionar con DNA, lipidos y proteinas (51). Por ello, el estado de mayor oxidacion
originado por la edad, puede jugar un papel importante en los mecanismos de respuesta
frente a la agresién téxica de xenobidticos, tales como la CsA.

* Instituto de Bioqufmica (CSIC-UCM). Facultad de Farmacia. Avda. Ramén y Cajal s/n.
28040 Madrid.
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Un requisito para la supervivencia de los organismos es contar con sistemas de
defensa que impidan la formacién de los radicales libres de oxigeno o que protejan a
las células y tejidos de sus efectos nocivos. Mediante estos sistemas, los radicales son
capturados por moléculas antioxidantes, como el glutation, que muestran por ellos una
afinidad especial, o son transformados rdpidamente en especies inertes mediante la
accién concertada de enzimas como la superéxido dismutasa, la glutation peroxidasa
y la catalasa. Cuando las defensas antioxidantes disminuyen, o cuando la excesiva
generacion de estas especies agresivas supera la capacidad antioxidante celular, las
macromoléculas sufren lesiones oxidativas que, al alterar su estructura, afectan de
manera irreversible la funcién celular (142).

La cantidad y diversidad de condiciones patol6gicas que se asocian con la excesiva
generacién de radicales libres de oxigeno (45) ha despertado el interés de los inves-
tigadores para profundizar en el estudio de los mecanismos moleculares mediante los
cuales los radicales influyen en las respuestas celulares. El higado es el 6rgano més
estudiado en relacion con estas alteraciones, utilizdindose los cultivos primarios de
hepatocitos cada vez con mayor frecuencia para investigar los mecanismos de accién
de compuestos hepatotéxicos, con la ventaja sobre los estudios in vive de poder con-
cretar el efecto de dichos compuestos sobre una poblacién celular homogénea (113),

Por todo ello, en el presente trabajo se ha estudiado la influencia del desarrollo (ra-
tas macho Wistar de 2 a 6 meses) sobre la citotoxicidad inducida por la CsA. El uso cli-
nico de este firmaco comprende pacientes de edades muy diversas en los que habria que
tener en cuenta no s6lo las especies reactivas de oxigeno originadas por el tratamiento
con el firmaco, sino también los niveles propios de cada individuo en funcién de su edad.

1.1. Farmacologia de la ciclosporina

La ciclosporina A (CsA) pertenece a una familia de péptidos ciclicos producidos
por un hongo, el Tolypocladium inflatum gams, también denominado como Trichoder-
ma pelysporum. Estd constituida por 11 aminodcidos de naturaleza lipofilica lo que
dificulta la solubilidad de la CsA en medio acuoso. Presenta un aminodcido muy
especial de nueve carbonos, ubicado en la posicién 1 (130). El nitrégeno de todos los
grupos amido estd unido a hidrégeno o estd metilado y la actividad bioldgica es muy
sensible a alteraciones en la configuracién estereoquimica y a modificaciones de los
residuos en las posiciones 1, 2, 3, 10 y 11. La CsA contiene un sélo residuo D-
aminodcido en la posicién 8 y el residuo metil-amido entre las posiciones 9 y 10 estd
en la configuracién cis, en tanto que todos los demds residuos metil-amido estdn en la
forma trans. (Figura A).

Debido a las propiedades de la CsA como potente agente inmunosupresor, su
principal uso terapéutico va dirigido a la reduccion de la incidencia de los rechazos que
pudieran originarse después de un trasplante de érganos (57,58). Su efecto inmunosu-
presor se debe a la interferencia con las funciones normales de las células T (111), ya
que inhibe la produccién de interleukina-2, citoquina que interviene en la proliferacién
y diferenciacién de las células T (39).

La activacién de células T se inicia cuando antigenos especificos, presentados por
las células presentadoras de antigenos (APC), se unen al receptor de las células T
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Figura A. Estructura de la ciclosporing A

(TCR). Asi se activa una cascada de reacciones que incluye la fosforilacién de un
residuo de tirosina que activa la fosfolipasa C-y (PLC-y) y con ello la hidrélisis del
fosfatidil-inositol difosfato (PIP,) en inositol trifosfato (IF,) y diacilglicerol (DAG). El
IP, origina un aumento de Ca* citosélico responsable de la estimulacion de la actividad
fosfatasa dependiente de calcio de la calcineurina como paso crucial de la activacion
y traslocaci6n nuclear de la subunidad citoplasmatica del factor de transcripcién NF-
ATc (85). Por otra parte el DAG activa la proteina quinasa C (PKC) que induce la
subunidad nuclear de este mismo factor (NF-ATn). Otro factor de transcripeion invo-
lucrado en este proceso es el NF-kB, proteina heterodimérica constituida por las subu-
nidades p50 y p65 y estabilizada por unién a una tercera proteina, la IxB. La fosfo-
rilacién de esta tltima libera el NF-xB que se trasloca al nicleo. Tanto el complejo
formado por las dos subunidades del NF-AT como el NF-kB, se unen a la zona
promotora del gen que codifica para la IL-2. La IL-2 sintetizada se libera al exterior
celular uniéndose a su receptor IL-2R. El proceso de sefializacién mediado por esta
unién implica la activacién de JAK-quinasas, transductores de seiial y activadores de
transcripcion (STATSs), y la quinasa p70™, todas ellas responsables de que las células
progresen de G, a S. (Figura B).

La ciclofilina A (CypA) es una proteina de bajo peso molecular (18 kDa) de la
familia de las inmunofilinas que posee actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa
(121). Se trata de una molécula esferoidal consistente en ocho cadenas antiparalelas de
limina-B, dos o-hélice y una serie de bucles y giros (61). La CsA se une al centro
activo de la CypA mediante los aminodcidos situados en las posiciones 1, 2,39 10
y 11 lo que implica un cambio conformacional de cis a trans en la amida localizada
entre las posiciones 9 y 10 (123). (Figura C).

Durante casi 30 afios, los agentes citotéxicos permitieron efectuar con relativo
éxito trasplantes de aloinjertos, Sin embargo, la introduccion de la ciclosporina y su
empleo en combinacién con otros inmunosupresores aumentaron las posibilidades de
éxito en los trasplantes de 6rganos, que permitié prolongar la vida a miles de pacientes
cada afio (9). Aunque los trasplantes que predominan son los renales, la frecuencia y
el éxito de los trasplantes cardiacos, hepiticos y pancredticos aumentan de forma
progresiva (120). El trasplante de médula 6sea se ha convertido en el tratamiento de
eleccién para muchos pacientes con anemia apldsica, leucemia no linfocitica aguda y
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un sindrome grave de inmunodeficiencia combinada. La CsA se emplea como [drmaco
alternativo del metotrexato para prevenir la evolucidn del rechazo del injerto en estos
pacientes, aunque algunos protocolos emplean ambos agentes (119).

La CsA tiene otras propiedades que no parecen estar relacionadas con sus acciones
sobre las células T y que pueden ser un reflejo de la ubicuidad en la distribucién de
las ciclofilinas, Una variedad de infecciones parasitarias, que incluyen la esquistoso-
miasis y el paludismo, responden a este compuesto, posiblemente por una accién di-
recta sobre el parisito (82), La CsA también puede restablecer la sensibilidad de lineas
celulares y de tumores experimentales resistentes a distintos agentes quimioterdpicos
que inducen la sobreexpresion de P-glicoproteinas (el producto del gen MDR, gen de
la multirresistencia) (114) y que se emplean para el tratamiento del cincer. Se cree que
el mecanismo de este efecto no estd relacionado con el mecanismo responsable de la
inmunosupresion, dado que tanto los andlogos activos como los inactivos de la ciclos-
porina pueden provocarlo (12).

1.2. Farmacocinética de la ciclosporina
Absorcion

La biodisponibilidad de la ciclosporina por via oral es relativamente baja con un
amplio margen de variabilidad de unos individuos a otros (20 - 50%). Se ha demos-
trado que la absorcién se asemeja a un proceso cinético de orden cero (dosis-indepen-
diente) mds que a una cinética de orden uno (dosis-dependiente), lo que ha llevado a
postular la idea de la existencia de una ventana de absorcién en la zona superior del
intestino delgado donde se encontraria un transportador que llevaria a cabo ¢l paso de
la ciclosporina a través de la pared intestinal (40).

Distribucion

Una vez que la CsA se incorpora a la circulacion sanguinea, se distribuye amplia-
mente debido a su naturaleza lipofilica y a la ubicuidad de la ciclofilina (96), lo que
sugiere un volumen de distribucién aparente relativamente alto (4 L/Kg) (33). En
sangre, se une principalmente a lipoproteinas y eritrocitos (69), acumulindose también
con gran avidez en leucocitos debido al mayor contenido de ciclofilina en dichas
células.

Metabolisma

La CsA se metaboliza en higado por el citocromo P-450 3A, originando 15 meta-
bolitos desmetilados e hidroxilados (68). Este sistema estd constituido por una familia
de flavoproteinas que catalizan la transferencia de electrones desde el NADPH a la
hemoproteina generando el sustrato hidroxilado. La secuencia de reacciones se inicia
por la unién del sustrato al citocromo y la reduccién del complejo enzima-sustrato a
la forma ferrosa, mediante la cit P-450 reductasa-NADPH que contiene FAD y FMN
en proporcion 1:1. Posteriormente se incorpora el O, y tras una serie de reacciones en
cadena, se culminard con la ruptura de la molécula de O, y la monooxigenacion del
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sustrato. Este proceso genera radical superdxido (0,7) y peréxido de hidrégeno (H,0,)
(94). (Figura D).

Los metabolitos generados inicialmente son los derivados monohidroxilados M1 y
M17 y el metabolito desmetilado M21 que contituyen el 70% de la ciclosporina encon-
trada en sangre y mds del 90% de la encontrada en bilis de pacientes trasplantados
(33). Se ha demostrado que estos metabolitos muestran un efecto inmunosupresor
significativo (65).

Eliminacion

La eliminacién se realiza principalmente por via biliar, aunque tan sélo el 1% de
la cantidad eliminada se corresponde con el farmaco inicial (126). Debido a su baja
solubilidad en medio acuoso, tinicamente el 6% de la dosis administrada se excreta por
orina (80).

1.3. Toxicidad de la ciclosporina

A pesar de sus efectos secundarios como hipertensién, neuro, nefro y hepatotoxi-
cidad (97), la CsA es el agente inmunosupresor mds utilizado en la terapia de los
trasplantes. Segiin evidencias experimentales parece ser que la alteracién en la ho-
meostasis del Ca™ se encuentra implicada en esta toxicidad, ya que uno de los obje-
tivos de este firmaco es la mitocondria, orginulo subcelular clave en la regulacién de
la homeostasis del calcio. La ciclosporina impide el flujo normal de salida del calcio
de la mitocondria por inhibir el «poro de transicién de la permeabilidad» ya que al
unirse a la ciclofilina impide que ésta induzca un cambio conformacional, debido a su
actividad peptidil-prolil cis-trans isomerasa (121), de la adenina nucleétido translocasa
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evitando asi la apertura de este canal iénico (43). La excesiva acumulacion de a2t
causa alteraciones en las funciones mitocondriales (125, 79), ya que varias deshidro-
genasas mitocondriales se regulan por concentraciones micromolares de Ca™ y se
desactivan a concentraciones superiores. Del mismo modo se inhiben la carbamoil
fosfato sintetasa, la piruvato carboxilasa y la sintesis de ATP (55). Como consecuencia
de la inactivacion de las deshidrogenasas, se produce un aporte insuficiente de electro-
nes que causa la caida de los niveles de GSH mitocondrial (56). Esto explicaria que
las células renales sean més sensibles que los hepatocitos a la accién de la CsA, ya que
contienen unos niveles basales de GSH tres veces inferiores a los de estos dltimos
(105).

1.3.1.  Hepatotoxicidad de la ciclosporina

La ciclosporina A en funcién de la dosis y la duracién del tratamiento da lugar a
alteraciones bioquimicas y estructurales en el higado (36,1). Las alteraciones bioqui-
micas comprenden la elevacién de la fosfatasa alcalina asociada con incrementos en los
niveles de bilirrubina y sales biliares en sangre, representativos ambos de un proceso
de colestasis (5). Algunos autores postulan que este proceso no se produce como
consecuencia de un dafio directo sobre las células hepdticas sino que, es debido a un
desequilibrio en la secreci6n biliar originado por modificaciones del metabolismo del
colesterol (18) o por la interaccién del farmaco con las proteinas trasportadoras de
sales biliares al inhibir competitivamente la captacién de colato y taurocolato, pero no
de glicocolato (6). Otra hipétesis establece que la CsA es un inhibidor efectivo de la
dcido biliar CoA ligasa debido a su interacci6n tanto con el sitio de unién de este
enzima para los 4cidos biliares como con el Mg™ requerido para esta actividad enzi-
matica (127).

Experimentos in vitro han demostrado que la CsA induce una disminucion en los
niveles de GSH que desemboca en una situacion de estrés oxidativo acompanada de
una peroxidacion lipidica y disminucién de los grupos tiélicos proteicos, ocasionando
en tltima instancia la muerte celular (133). La oxidacién de tioles proteicos trae con-
sigo la inhibicién de la actividad de la Ca*'-traslocasa lo que da lugar a un incremento
de la concentracién de Ca® intracelular responsable de la activacién directa de proce-
sos cataliticos tales como la degradacién de fosfolipidos, proteinas, DNA y citoesque-
leto (89). Del mismo modo, la destruccion de las membranas celulares producida como
consecuencia de la oxidacién de dcidos grasos poliinsaturados induce cambios en su
fluidez y modula la actividad de varios enzimas integrantes de membranas (62). Las
alteraciones anteriormente mencionadas son consecuencia de la produccion de especies
reactivas de oxigeno posiblemente generadas tanto a nivel del reticulo endoplismico
como a nivel de la cadena respiratoria mitocondrial, ya que se ha demostrado un
notable incremento en los niveles de peréxido de hidrégeno celulares en cultivos de
hepatocitos incubados con concentraciones de 10 a 50 uM (132).

1.4. Radicales libres de oxigeno
El oxigeno es un elemento esencial para la vida en su papel de aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria, principal fuente de energia en los organismos

aerobios. Sin embargo, la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas biol6gicos
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se debe a que en esta utilizaci6n del oxigeno por las células se generan radicales libres,
Un radical libre se define como una molécula o dtomo que posee un electrén desapa-
reado en su orbital mas externo.

La via univalente de reduccién del oxigeno da lugar a tres formas «incompletamen-
te reducidas» del oxigeno entre éste y el agua: el radical superéxido (0,), el peréxido
de hidrégeno (H,0,, que no es un radical pero puede generarlos) y el radical hidroxilo
(‘OH):

e e+2H" e+H" e+H'
0,—+ O,”— H,0,— OH— H,0
H,O

En oposicién a puntos de vista anteriores, hoy se sabe que el radical superdxido
carece de suficiente reactividad para atacar directamente a las macromoléculas. Sin
embargo, en presencia de trazas de catalizadores metalicos como el hierro o el cobre,
la combinacién de O," y H,0, da lugar al radical hidroxilo, que sf posee una elevada
reactividad:

[1] 0,” + Fe* —» O, + Fe*
[2] Fe** + H,0,—» Fe** + OH + ‘OH
3] 0,” + H,0,— O, + OH + OH

[3] es la reaccién de Haber-Weiss (42), propuesta en 1934, y resultante de [1] y
[2]. [2] es la reacci6n de Fenton, que este autor describié en 1894 (31) para explicar
las propiedades oxidantes de la mezcla SO,Fe y H,0,.

El principal productor de radicales de oxigeno en los organismos aerobios es la
mitocondria (71), ya que bajo circunstancias fisioldgicas normales, utiliza aproxima-
damente el 98% del O, celular a nivel del citocromo a,, citocromo del estado IV de la
cadena de transporte de electrones de la respiracién mitocondrial. Un pequefio porcen-
taje (del 1 al 4%) del O, incorporado por la mitocondria, genera especies reactivas de
oxigeno como el radical superéxido (0,) o el peréxido de hidrégeno (H,0,).

El radical superdxido se produce por la adicién de un electrén a la molécula de 0,.
La membrana del reticulo endopldsmico liso de la mayoria de las células animales y
vegetales contiene citocromo P-450, monooxigenasa de funcién mixta que interviene
en la oxidacién de gran parte de xenobidticos, asi como de sustratos propios de las
células. La reaccién transcurre mediante la adicién de un dtomo de oxigeno que se
incorpora al sustrato en forma de grupo hidréxido, y la reduccién del otro dtomo a
agua:

RH + O, + DH,— ROH + D + H,0

siendo RH el sustrato y DH, el donador de H, generalmente NADPH + H*. El enzima
NADPH citocromo P-450 reductasa proporciona los electrones requeridos por el cito-
cromo P-450 via NADPH + H'. Tanto la forma reducida de la reductasa como la forma
oxidada del citocromo P-450 pueden proporcionar electrones para reducir al oxigeno,
que asi produce el O,". Otro sistema de produccién de O, en el transporte electrénico
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microsomal es el citoeromo b, con su correspondiente NAD(P)H citocromo b, reduc-
tasa, que participa en la introduccién de dobles enlaces en los dcidos grasos (54).

En solucion acuosa, el anién superdxido puede comportarse como reductor o como
oxidante débil (45), y es inestable debido a que es capaz de reaccionar espontineamen-
te consigo mismo produciendo peréxido de hidrégeno y oxigeno molecular (dismuta-
cion):

0, + 0, + 2H' — H,0, + O,

Por eso, su reactividad es mayor en medio hidrofébico, E1 O, es la base conjugada
de un dcido débil, el radical hidroperoxilo (HO,, pKa 4.,8) (34), que presenta una
reactividad mucho mayor, aunque a pH fisiolégico predomina la forma no protonada,
De todas formas, en las proximidades de la membrana, donde se produce el radical, el
pH es mucho més bajo que en el citosol, por lo que predominard el HO,, que por su
carfcter no iénico podria introducirse en la membrana y desencadenar la peroxidacion
lipidica (28).

El peréxido de hidrégeno se forma en todos los sistemas que producen superéxido,
por la dismutacién espontdnea o catalizada por la SOD de este radical. Los peroxiso-
mas presentan gran capacidad de formacién de H,0,, ya que contienen una elevada
concentracion de oxidasas que pueden catalizar la reduccién divalente del oxigeno
molecular sin la formacién del radical superéxido (26). Al igual que el superdxido, el
H,0, puede actuar como oxidante y reductor, y su reactividad también es baja en
solucién acuosa. Sin embargo, y como ya hemos mencionado anteriormente, a pesar de
no ser un radical resulta muy lesivo para la célula, ya que puede atravesar las mem-
branas biolégicas (44) e inducir la formacién de otros radicales, como el radical ‘OH,
en puntos alejados de su lugar de origen (104).

Por esto, aunque tanto el anién superéxido como el H,O, tienen una reactividad
baja, es de extrema importancia eliminarlos rdpidamente de la célula, antes de que
puedan formar otros derivados del oxigeno mucho mds téxicos, Los enzimas que
desempefian esta funcién cobran mayor interés sabiendo que, al contrario de lo que
ocurre con el 0, y H,0,, no existe proteccién enzimdtica contra el OH,

1.5. Sistemas de defensa antioxidante

Para eliminar estos radicales libres existen unos mecanismos de defensa de cardcter
enzimdtico y no enzimitico, estratégicamente compartimentados en los organulos sub-
celulares, conocidos como antioxidantes, secuestrantes de radicales libres o reductores.
Entre los antioxidantes enzimdlticos se encuentran la superdxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa. Los antioxidantes no enzimdticos se pueden clasificar a su
vez en dos grupos: hidrosolubles, cuyos principales representantes son el dcido ascor-
bico, el dcido trico y el glutation, y liposolubles, entre los que se incluyen la vitamina
E, los carotenoides, la melatonina y el coenzima Q, (53),

1.5.1.  Enzimas antioxidantes
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En 1969, McCord y Fridovich (81) identificaron la accién del enzima superdxido
dismutasa (SOD), al observar que era capaz de eliminar cataliticamente al radical
superdxido. La SOD es una familia de metaloenzimas con diferentes grupos prostéticos
y localizacién intracelular variable. Existen hasta el momento tres clases de superéxido
dismutasas conocidas: la cobre-zinc SOD (CuZnSOD), la manganeso SOD (MnSOD)
y la hierro SOD (FeSOD) (35).

La CuZnSOD se encuentra en el citoplasma de casi todas las células eucariotas, en
los peroxisomas, algo de su actividad estd presente en los lisosomas y posiblemente
entre las membranas mitocondriales interna y externa, asi como en el nicleo. Es capaz
de acelerar 10* veces la dismutacién del O," respecto a la dismutacién espontdnea a pH
fisiol6gico. Tiene dos subunidades, cada una de las cuales tiene un ién cobre y un ién
zinc (45). El centro activo del enzima presenta carga positiva, y asi consigue atraer al
0,7, lo que explica que la constante de la reaccién sea tan elevada (138). El i6n cobre,
ligado al centro activo a través de los anillos de imidazol de la histidina, participa en
la reaccion oxiddndose y reduciéndose alternativamente:

[1] SOD-Cu* + 0,"—» SOD-Cu' + O,
(2] SOD-Cu* + 0," + 2H* — SOD-Cu* + H,0,
[3] 0, + 0, + 2H' —— H0, + 0,

El ién zinc toma parte en el proceso con una funcién estabilizadora. El enzima
puede ser inactivado por su producto, el H,0,, que es capaz de reaccionar con él dando
radicales O, y ‘'OH como resultado de la inactivacién. Estos radicales pueden abando-
nar el centro activo del enzima y reaccionar con otras moléculas de la célula (137). La
CuZnSOD se inhibe por cianuro y dietilditiocarbamato que eliminan el ién cobre del
centro activo del enzima.

La MnSOD se localiza en la mitocondria. Tiene cuatro subunidades proteicas que
contienen manganeso en su centro activo. Durante el proceso catalitico, el manga-
neso va cambiando su estado redox, pero no se conoce el mecanismo exacto de la
reaccién. La MnSOD es mucho mds hdbil a la desnaturalizacién por calor o por
reactivos quimicos que la CuZnSOD y no se inhibe por cianuro o dietilditiocarba-
mato. Por dltimo, la FeSOD se encuentra principalmente en procariotas, algunos
protozoos y vegetales.

La catalasa es el enzima que moviliza el H,0, de la célula para transformarlo en
oxigeno y agua, segin la reaccitn:

2H,0, — 2H,0 + O,

Es una hemoproteina que consta de cuatro subunidades proteicas, cada una de las
cuales contiene un grupo hemo [hierro(IIl)-protoporfirina] unido a su centro activo. Se
localiza principalmente en los peroxisomas, donde se acumula para eliminar el H,0,
resultante de la B-oxidacion de los dcidos grasos. El mecanismo de la reaccién trans-
curre con la formacién de un complejo entre el enzima y el sustrato, complejo que
después se disocia para liberar los productos.
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Ademds de la catalasa, la proteccion contra el H,0, la proporcionan también las
peroxidasas, de modo que ambos enzimas pueden con frecuencia actuar conjuntamen-
te. La més importante de estas peroxidasas en células animales es la glutation peroxi-
dasa, que se localiza fundamentalmente en el citoplasma, aunque también puede en-
contrarse en mitocondria, Contiene cuatro dtomos de selenio, con los que es capaz de
catalizar la reduccién del H,0, y de otros peréxidos, a la vez que oxida la forma
reducida del glutation (GSH) a su forma oxidada (GSSG):

H,0, + 2GSH ——» GSSG + 2H,0
ROOH + 2GSH —— GSSG + H,0 + ROH

Existe otra forma enzimatica de glutation peroxidasa en ciertos tejidos animales
que no contiene selenio, es dimérica y sélo es capaz de eliminar hidroperéxidos orgd-
nicos.

La catalasa y la GSH peroxidasa desempefian papeles complementarios ya que este
dltimo enzima elimina cantidades de hidroperéxidos bajas pero producidas constante-
mente, mientras que la catalasa es de gran importancia en situaciones de estrés oxida-
tivo debido a que presenta valores de la Km y Vmax casi tres 6rdenes de magnitud
mayores que los de la GSH peroxidasa.

El GSH consumido por la glutation peroxidasa puede regenerarse a través de la
glutation reductasa. Este enzima citos6lico reduce el GSSG utilizando el NADPH,
equivalente reductor que puede ser generado por varios sistemas de 6xido-reduccion
dependientes del NADPH (21).

GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP'

Ninguno de los enzimas descritos desempefia una funcién central en la proteccion
de las células frente a las especies reactivas de oxigeno. Al contrario, una proteccién
eficiente habrd de ser proporcionada por una coordinacién adecuada entre todos los
enzimas y demds sistemas antioxidantes de la célula. Por ejemplo, el aumento de la
expresion de un solo enzima, la SOD, conduce, en fibroblastos de ratén, a un aumento
de la sensibilidad frente a téxicos que ejercen su efecto produciendo O, (64). Se
produce una acumulacién de H,0,, y si su exceso no es hidrolizado por catalasas o
peroxidasas, puede reaccionar con la SOD produciendo radicales ‘OH. La importancia
del equilibrio entre la catalasa y la SOD ha sido probada por otros autores en células
epiteliales transformadas de ratén: un minimo incremento, fisiolégico, en la actividad
de la CuZnSOD provoca la formacién de cantidades masivas de H,O, (4).

1.5.2. Antioxidantes no enzimdticos

Las propiedades antioxidantes de la vitamina C residen en la capacidad del anién
ascorbato, la forma ionizada del dcido ascorbico, para reaccionar con los radicales O,
HO, y ‘OH y para regenerar la vitamina E. Ademds de sus propiedades antioxidantes,
el ascorbato también es capaz de reducir el Fe' a Fe* y el O, a H,0,, proporcionando
los componentes necesarios para que tenga lugar la reaccién de Fenton ya mencionada
(116). A pesar de ello, y aunque se ha demostrado que las mezclas de hierro y ascor-
bato estimulan la peroxidacién lipidica in vitro (135), se pone en duda que la vitamina
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C pueda actuar como oxidante bajo condiciones fisiologicas normales in vive (83),
llegéndose a la conclusién de que concentraciones micromolares de ascorbato, junto
con la presencia de iones hierro o cobre, ejercen un efecto prooxidante, mientras que
concentraciones milimolares, similares a las fisiolégicas, muestran un efecto sobre la
peroxidacion de lipidos y proteinas fundamentalmente inhibidor (99).

El dcido iirico es un excelente antioxidante para el que se ha descrito la capacidad
de eliminar O,", ‘OH, oxigeno singlete, o radicales peroxilo (ROO", y ademds puede
eliminar de la solucioén trazas de Fe™ (24), el cual, en caso de estar presente, podria
actuar como estimulador potente de procesos peroxidativos.

El glutation, el principal tiol no proteico celular, es un tripéptido compuesto por
dcido glutdmico, cistefna y glicocola. Actia como cofactor de diversos enzimas, como
tampon redox y regulador de los grupos SH de las proteinas celulares, como sustrato
de enzimas antioxidantes como la glutation peroxidasa o la dehidroascorbato reductasa
(enzima que regenera el ascorbato consumido), y como antioxidante no enzimético
capturando radicales ‘OH y oxigeno singlete (46).

Entre los antioxidantes liposolubles, uno de los mds importante ¢s la vitamina E,
que incluye un grupo de cuatro tocoferoles estrechamente relacionados entre si (29).
La vitamina E es capaz, de atrapar y anular las acciones del oxigeno singlete y de los
radicales O,", HO, y ‘OH, y de bloquear las reacciones en cadena que ocurren durante
la peroxidacion lipidica de las membranas (84).

Los carotenoides son constituyentes importantes de las membranas de los cloro-
plastos y que representan las especies quimicas mds eficientes para atrapar el oxigeno
singlete (10). Presentan acciones sinérgicas con la vitamina E, pero mientras los caro-
tenoides actuan en presencia de bajas presiones de oxigeno, la vitamina E lo hace a
valores elevados (27). Asi mismo, la vitamina E protege de la oxidacién a los dobles
enlaces conjugados de los carotenos (15).

Otro representante del grupo de los antioxidantes liposolubles, que difunde rapida-
mene a través de la membrana interna mitocondrial debido a la presencia de 10 iso-
prenos en su estructura, es el coenzima (2, o ubiquinona 50, un constituyente natural
de la cadena de transporte de electrones, con capacidad de estabilizar membranas por
inhibir la peroxidacion lipidica. Dicha propiedad antioxidante se debe a la capacidad
del ubiquinol, forma reducida de la coenzima Q,, (CoQH,), de reaccionar directamente
con el radical superéxido y radicales alquilo y peroxilo (3).

1.6. Muerte celular: Apoptosis y Necrosis

La muerte celular es la consecuencia final del daiio producido por un estimulo
patolégico, pero también es un fenémeno natural en la regulacién y mantenimiento de
la homeostasis en las células y tejidos del organismo. Asi, es posible diferenciar dos
tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis (76).

La necrosis es, generalmente, el resultado de un trauma severo ¥ ocurre a través de

una pérdida de la integridad de la membrana y liberacién del contenido celular que,
invariablemente, conduce a respuestas inflamatorias. La apoptosis, sin embargo, ticne
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lugar principalmente en condiciones fisiol6gicas o como resultado de un estimulo
patolégico suave (70). La muerte celular por apoptosis es esencial para el desarrollo
de los seres vivos (20). Ocurre en todos los estados de la organogénesis durante el
desarrollo embrionario; se alterna con la mitosis durante el recambio normal de los
tejidos, representando el balance entre la proliferacién y la eliminacién celular; se
ocupa de la seleccién de los clones apropiados en las poblaciones de linfocitos en
proliferacién, destruyendo aquellos que responden a los antigenos propios; y constituye
un factor decisivo en la finalizacion de la respuesta inflamatoria, Ademads, hoy se
reconoce que la pérdida del control de la apoptosis juega un papel importante en
enfermedades tales como el céncer, el sindrome de inmunodeficencia adquirida, las
enfermedades autoinmunes y neurodegenerativas, y quizds incluso en el envejecimien-
to (124).

Apoptosis y necrosis pueden caracterizarse atendiendo a los cambios morfol6gicos
que se producen dentro de las células pero también es posible diferenciar ambos pro-
cesos cuando se observan in vive, tanto por su distribucién como por las reacciones
tisulares que los acompaifan. Asi, mientras que la necrosis sucede en grupos de células
contiguas y suele inducir una respuesta inflamatoria aguda, la apoptosis tiene lugar
generalmente en células dispersas en el tejido y no suele ir acompafiada de infiltracién
de leucocitos. Estas y otras caracteristicas de la muerte celular por apoptosis y necro-
sis, comparando ambos procesos, se resumen en la tabla A,

1.7. Ciclo de divisién celular; anilisis de la ploidia y distribucién de DNA
por citometria de flujo

La citocinética comprende el estudio del proceso de crecimiento, proliferacion,
diferenciacién, migracién y muerte de las células individuales y poblaciones de células
(30). Los estudios de citocinética se basan en el ciclo celular, que se define, como el
tiempo entre el final de la mitosis de las células progenitoras, y el final de la mitosis
de las células hijas.

Para conseguir la multiplicacién por division, las células abandonan el estado
quiescente (G,) para entrar y proceder a través del ciclo celular. Esto supone una serie
de etapas consecutivas que culminan en la divisién mitética. El ciclo celular se divide
en cuatro fases: G, o fase postmitética, S o perfodo de sintesis del DNA, G, o fase
premitética y M o mitosis (101). G, es una fase de latencia, que precede a la replica-
cién del DNA, donde las células tienen el mismo contenido en DNA que las G, pero
donde tienen lugar el transporte de proteinas, una serie de cambios en la concentracion
intracelular de iones, el transporte de nutrientes dentro de la célula y la sintesis de
enzimas especificos necesarios para la sintesis del DNA. Durante la fase S se verifica
la duplicacién del DNA vy la sintesis de la mayoria de proteinas e histonas. La fase G,
con dos veces el contenido G/G, de DNA es, de nuevo, una fase de latencia que
precede a la mitosis sin cambios en el contenido de DNA. Aqui tiene lugar la sintesis
de RNA y proteinas como preparacion para la mitosis, y se produce la reparacién de
las lesiones de DNA causadas por replicacién defectuosa o por agentes genotéxicos.
Finalmente, las células entran en divisién en la fase mitdtica (M) y las células hijas
vuelven a la fase G, (fase quiescente) o a la fase G, (128). Durante la transicién de G,
a G, ocurren algunos cambios en la estructura de la membrana celular, la sintesis
proteica decrece y cesa la sintesis de RNA.
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Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Estimulo Fisiolgico o patoldgico Patologico
QOrigen Pérdida de un facior de crecimiento,  Anoxia, dafio quimico, dafio fisico

Propiedades de adhesion
Primera manifestacién
Cambios nucleares
Cromatina nuclear
Cambios nucleolares
Integridad de membrana
Morfologia superficie
Cambios en superficie

Cambios citoesqueleto
Mitocondria

RE/Aparato de Golgi
Vacuolas

Sintesis de proteinas
Cambios citoplasmaticos
Cambios nucleares
Células afectadas
Eliminacion

Formacion de cicatrices

influencia hormonal, estimulo toxico
suave

Inmediatamente perdidas

Reduccion celular, encogimiento

Condensacién, cariorrexis

Marginacién, segmentacién

Intacto, degradado al final

Persiste durante un tiempo

Alisamiento, blebbing

Expresion de vitronectina y throm-
bospondina

Protrusién en superficie, budding
citoplasmético, formacién cuerpos
apoptéticos

Inicialmente no afectada

Inicialmente no afectados

Estructuralmente intactas

Puede bloquearse por actinomicina D
y cicloheximida

Ca™ T, endonucleasa T, transglutami-
nasa T

p-53 T, bel-2 L, e-mye T, ruptura in-
ternucleosomal, escalera de DNA

Células individuales, células disper-
EHES

Englobamiento por macréfagos y cé-
lulas endoteliales

Ausente

Inicialmente intactas
Hinchamiento celular
Cariolisis
Plegamiento nuclear
Granulado

Fallo temprano

Lisis

Ninguno

Fragmentacién, liberacién de con-
tenidos celulares

Hinchamiento, entrada de Ca®
Dilatados

Hinchadas (leaky)

No afectada por antibidticos

Ruptura de lisosomas, liberacién
del contenido
Degradacion difusa, smear DNA

Grupos de células contiguas, dreas
tisulares
Inflamacién en tejidos adyacentes

Presente

TasLa A, Diferencias morfolégicas y bioquimicas enire apoptosis y necrosis (Haanen y

Vermes, 1995).

En general, la fase S, dura entre 7 y 8 horas, la G,, entre 2 y 4 horas y la M menos

de 1 hora, mientras que la duracién de la fase G, es la més variable. En un momento
dado de muestreo de una poblacién celular, algunas células se encuentran al comienzo
y otras finalizando la replicacion del DNA, de manera que la distribucién de las células
respecto a su contenido en DNA varia desde el contenido 2C de la fase G/G, hasta dos
veces este contenido (4C) de la fase G,/M. Normalmente, los hepatocitos, se encuen-
tran en el estadio G, es decir, no se dividen, si no es, por ejemplo, por el tratamiento
con agentes mitdgenos,

En las células animales la proliferacién celular estd regulada principalmente en
fase G,. Al final de esta fase, en el denominado punto de restriccion, las seiales
mitogénicas se integran y las células proliferan. El punto de restriccién define un
proceso de «no retorno», de manera que una vez que las células lo pasan, se compro-
meten a llevar a cabo un ciclo celular completo incluso si la sefial mitogénica desapa-
rece. La progresién de las células a lo largo del ciclo estd controlado por las proteina
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que se activan como consecuencia de su
asociacion con unas subunidades reguladoras denominadas ciclinas. Las ciclinas se
sintetizan en unas fases del ciclo celular, activan a la CDK correspondiente y poste-
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riormente son degradadas por proteolisis. Hasta el momento se han descrito ocho
CDKs (CDK1-CDKS8) y ocho ciclinas (A-H), sin embargo, s6lo unas cuantas de las
combinaciones posibles juegan un papel en la regulacién del ciclo celular. Asi por
ejemplo, estd claro que en G, se activan los complejos CDK4 y CDKG6 en combinacion
con las ciclinas D, y el de CDK2 con la ciclina E (110). La ciclina A funciona més
tarde durante la fase S (17), asf como en la transicién G,/M, formando complejos con
CDK2 y CDK1 respectivamente. Finalmente la activacién del complejo CDK1-ciclina
B es necesaria para promover la entrada en mitosis, donde fosforila un gran nimero
de sustratos que determinan la transicién G,/metafase (87). (Figura E).

El antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA) es una proteina fundamental
en el ciclo de divisién celular, ya que interviene en el proceso de sintesis del DNA
debido a que actia como auxiliar de la DNA polimerasa 8, y a nivel de la reparacién
del DNA por accién conjunta con la DNA polimerasa & (72). En un ciclo de divisién
normal, la méxima expresién del PCNA se alcanza en la transicion G /S para poste-
riormente disminuir en fase G,/M (73). Sin embargo cuando las células sufren una
lesién del DNA se produce un aumento del PCNA en la fase G,, donde tiene lugar la
reparacién del DNA (63). En la actualidad se considera el PCNA como uno de los
mejores marcadores de proliferacién celular (91), aunque su utilizacién como marcador
de la fase S presente el inconveniente de su elevada vida media, entre 8 y 20 horas,
lo que supone su posible deteccién no sélo en células comprometidas en dicha fase
sino también en fase G,/M (2).

La citometria de flujo se puede aplicar al estudio del ciclo celular, el cual puede
ser explorado a lo largo de sus diferentes fases, marcando cada célula con una tincién
especificamente ligada al DNA que permite clasificar las poblaciones celulares en G,/
G,, § 0 G,/M. Pero su utilidad sobre el estudio de la ploidia de las células no queda
ahf sino que puede detectar con rapidez si se produce una aneuploidia en la poblacién
celular que estd expuesta a un agente supuestamente téxico. Entre los numerosos
métodos descritos para la tincién del DNA (22), en el presente trabajo se ha utilizado
la técnica de Vindelov er al (129), que utiliza el yoduro de propidio como agente
intercalante y analiza la distribucién del DNA en 10 6 50 x 1000 células. Este fluo-

Clclina B /_\_
Ciclina A ——/ \7
Ciclina E /\
Cielina D ‘/

G, S G, M —

Ficura B, Niveles de ciclinas en cada una de las fases del ciclo celular.
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rocromo presenta, sobre otros, las propiedades de ser muy estable y poder ser excitado
por un ldser de argén estdndar, producir histogramas con un coeficiente de variacién
bajo y emitir en la regién naranja-roja del espectro, permitiendo asi el andlisis simul-
tineo del DNA y de antigenos celulares con anticuerpos marcados con isotiocianato-
fluoresceina. Para los complejos formados con el yoduro de propidio, las longitudes de
onda de méxima excitacién y emisién son 545 y 623 nm, respectivamente, (Figura F),

1.8. Edad y desarrollo

La edad es un proceso complejo que implica cambios a nivel morfolégico y bio-
quimico tanto en células aisladas como en érgano entero. Entre las diferentes teorfas
sobre la edad, la que més interés ha despertado ha sido la que responsabiliza a los
radicales libres de oxigeno, generados espontineamente en la cadena de transporte
mitocondrial y acumulados progresivamente, del dafio generado en el proceso del
envejecimiento (47). En el caso concreto de las células parenquimales hepiticas se ha
demostrado que la generacién de especies reactivas de oxigeno excede a la induccién
de su capacidad antioxidante, provocando una situacién de estrés oxidativo ¥ peroxi-
dacién (103),

Es bien conocido el hecho de que el radical ‘OH es un potente oxidante que
produce lesiones a nivel del DNA (112), sin embargo estas lesiones no desembocan en
alteraciones de las funciones celulares debido a la perfecta actuacién de los sistemas
de reparacién. Por el contrario, en edades avanzadas se verifica un disminucion de la

E
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Ficura B, Estudio del ciclo celular por citometria de flujo. (A) Fases del ciclo celular. (B)

Relacién entre el contenido de DNA y la progresién de las fases del ciclo celular, (C) Distri-

bucidn ideal del DNA (histograma) de la poblacién ilustrada en B. (D) Distribucidn analitica
del DNA en una poblacién de eélulas,
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eficiencia de estos sistemas debido a una reduccién de la capacidad proliferativa dando
lugar a una situacién de inestabilidad genémica caracterizada por mutaciones somiti-
cas tales como sustitucién, insercién, traslocacién, deleccién, recombinacién y cambio
en el ntimero de cromosomas (13). Se ha propuesto que esta pérdida de la capacidad
proliferativa debida a la edad es consecuencia de una activacién y/o alteracion en la
regulacién de un inhibidor especifico de la sintesis del DNA denominado Sdil (86).
Este producto génico, también conocido como p2l, WAFI1, CIP1 y Cap20 (73), es un
factor peptidico que inhibe la actividad de los complejos ciclina/quinasa-dependiente
de ciclina (CDK) responsables de la progresion del ciclo celular en su fase G,/S (93).
Esta inhibicién, que se manifiesta por una parada de las células en G,, se debe, a que
los complejos ciclina/CDK son necesarios para la fosforilacién de la proteina Rb,
producto del gen supresor de retinoblastoma. Esta protefna juega un papel fundamental
en el envejecimiento ya que, las células senescentes tienen bloqueada la capacidad de
fosforilacién de Rb en respuesta a estimulos normales de crecimiento (118).

En el caso concreto del higado de rata, el crecimiento durante el desarrollo normal
se caracteriza por una progresiva poliploidizacion (38), y que en edades avanzadas ird
acompaiiado de una disminucién de la fraccién de hepatocitos comprometidos en fase
de sintesis, Los hepatocitos fetales de rata y los obtenidos durante las 3 primeras
semanas de vida son en su mayor parte mononucleares diploides y asi se mantienen
durante los 3 primeros meses de vida; a partir de este punto, comienza el proceso de
poliploidizacién con la aparicin sucesiva de células tetraploides y octoploides, siendo
el 50-70% de los hepatocitos adultos, mononucleares tetraploides (122).

Si la produccioén de radicales libres es el factor clave que relaciona el dafio oxida-
tivo con el envejecimiento, es de esperar que ésto se refleje directamente y en primera
instancia a nivel de las propias mitocondrias, Existen varias caracteristicas de las
mismas que nos inducen a pensar en su contribucién al envejecimiento como que, en
ellas se consume el 98% del oxigeno, el DNA mitocondrial estd tan empaquetado que
todo él codifica, carece de histonas y poliaminas que puedan protegerlo y su reparacion
es minima si se compara con la del DNA nuclear. Ademads, las membranas mitocon-
driales al ser ricas en dcidos grasos altamente insaturados son muy susceptibles a sufrir
peroxidacion lipidica (7). De hecho, las especies mds longevas como son algunos
pdjaros o incluso el hombre han demostrado tener una menor proporcién de dcidos
grasos insaturados de 4 o mds dobles enlaces por sustitucién de araquidénico por
linoleico, lo cual influye en la funcionalidad de la cadena de transporte de electrones
y con ello en la disminucién de la producci6n de radicales libres (90). Con la edad se
incrementan los niveles del mutdgeno 8-desoxiguanidina, disminuyen los niveles de
4cidos grasos poliinsaturados, se producen transcripciones anémalas, descienden el
complejo I y IV de la cadena de transporte electrénico, tnicos complejos codificados
por el DNA mitocondrial a diferencia de los II y III codificados por el DNA nuclear,
y se produce una pérdida de la produccién energética con el consiguiente incremento
en los niveles de oxidantes al reaccionar los grupos carbonilos de las proteinas oxida-
das con grupos amino libres (25),

Otro aspecto a tener en cuenta es el estudio de los efectos de la edad sobre la
hepatotoxicidad de los xenobi6ticos, ya que la frecuencia de las lesiones hepéticas
puede variar considerablemente con el paso del tiempo. La respuesta toxica a muchos
agentes quimicos depende de su biotransformacién a metabolitos reactivos (tioace-
tamida, paracetamol, cocafna, etc) o no reactivos (fenobarbital, morfina, etc). En el
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envejecimiento parece ser que se incrementa la sensibilidad al efecto hepatotéxico de
los xenobiGticos (106). Se sabe que la edad afecta a los enzimas microsémicos que
dependen del citocromo P-450 (99), pero mientras unos autores describen que el
sistema microsémico oxidasa de funcién mixta disminuye por efecto de la edad (107),
otros describen el efecto contrario (77). La disponibilidad del glutation para la for-
macién de conjugados disminuye con la edad, lo cual eleva la hepatotoxicidad de
firmacos que dependen del glutation para su destoxificacién (115). Otros estudios
han descrito que la expresién génica de la SOD y la catalasa, los enzimas directa-
mente encargados de eliminar el radical superéxido y el H,0,, va siendo menor a
medida que transcurre la edad, mientras que la glutation peroxidasa se incrementa
en el mismo rango (75).

Experimentos previos de nuestro grupo han puesto de manifiesto, en higado de
rata, que durante el desarrollo (2 a 6 meses) se incrementa la produccién de especies
reactivas de oxigeno desembocando en un descenso del cociente GSH/GSSG, es decir,
un estado de mayor oxidacién celular acompafiado de un aumento de los sistemas
antioxidantes endégenos Mn SOD, catalasa, glutation peroxidasa y glutation reductasa.
Esta induccién enzimdtica, aunque no es capaz de evitar la alteracién del estado redox,
sin embargo es suficiente para prevenir el dafio a nivel de proteinas y la peroxidacién
lipidica (102).

1.9. Objetivos

Las células hepiticas durante el desarrollo sufren modificaciones en su capacidad
funcional que pueden conllevar a una mayor incidencia de reacciones adversas produ-
cidas por efecto de farmacos. Esto es debido a que las especies reactivas de oxigeno
que se forman espontineamente en la respiracién mitocondrial se acumulan progresi-
vamente con la edad, y a ellas se unen las especies reactivas de oxigeno generadas por
los xenobidticos. En nuestro caso, el agente citotéxico utilizado ha sido la ciclosporina
A ya que por un lado conocemos los acontecimientos oxidativos que induce en los
hepatocitos y por otro es un firmaco utilizado en multitud de trasplantes realizados a
personas de edades muy variadas.

Por ello, mediante el uso de un modelo experimental de citotoxicidad inducida en
cultivos primarios de hepatocitos de 2 y 6 meses sometidos a concentraciones crecien-
tes de ciclosporina A, nos propusimos los objetivos siguientes:

A. Establecer las modificaciones en la citotoxicidad inducida por la ciclosporina
A durante el desarrollo frente a variables de concentracién y tiempo de incu-
bacién.

B. Investigar las diferencias en los niveles de los radicales libres de oxigeno en
la citotoxicidad de la ciclosporina A en cultivos de hepatocitos de ratas de 2
y 6 meses.

C. Determinar las variaciones en la expresi6n génica de los sistemas enzimdticos
implicados en la defensa de los hepatocitos frente al ataque oxidativo (SOD y
CAT), entre ratas jévenes y adultas ocasionadas por la exposicién a ciclospo-
rina A.
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D. Estudiar la influencia de la ciclosporina A en la progresién de las células a lo
largo del ciclo celular durante el desarrollo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 y 6 meses (200-250 g y 350-400 g, respectivamente)
de la raza Wistar, Los animales se mantuvieron en jaulas de pldstico expuestas a un
ciclo de 12 horas de luz y control de temperatura, con libre acceso a pienso de la casa
comercial Sanders S.A. y agua,

2.2, Obtencién de hepatocitos y cultivos celulares

El aislamiento de los hepatocitos se llevé a cabo por perfusién del higado in situ
con medio Hepes (Hepes 20 mM, KC1 5 mM, SO,Mg 1 mM, PO H.,K 5 mM, CINa 150
mM y glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método clisico de Krebs et
al (64) y modificado por Seglen (109) que permite obtener hepatocitos con un elevado
porcentaje de viabilidad.

La viabilidad de los heptocitos se determiné mediante tincién de exclusion con una
solucion de Azul de Tripan (preparada al 0,2% en suero salino). Las células muertas
o con la membrana plasmética daiada aparecen tefiidas al observarlas al microscopio
6ptico, mientras que las que permanecen vivas y mantienen su membrana integra no
incorporan el colorante al interior de la célula y aparecen sin teiir. El recuento de las
células se realizé en una cdmara de Neubauer. La viabilidad de las células se considerd
éptima cuando dié valores superiores al 90%.

Las células obtenidas se cultivaron en placas de 60-mm a una densidad de 7.1 x 10"
células/cm’ en 3 ml de medio DMEM suplementado con penicilina, estreptomicina y
gentamicina a una concentracién de 50 mg/ml (DMEM completo) y 10% FCS (suero
fetal de ternero). Tras un perfodo de tres horas a 37°C en atmésfera de 5% CO,/ 95% aire,
el medio fue reemplazado por DMEM completo con FCS al 2% con las diferentes con-
centraciones de CsA (0, 0,5, 1, 5, 10, 25 y 50 uM) durante periodos de 3, 18 y 24 horas.

2.3.  Observacién morfolégica
Las caracterfsticas morfolégicas de los hepatocitos controles y cultivados con una

concentracién de ciclosporina A 50 uM, fueron observadas por microscopia con un
objetivo 40X.

2.4. Anilisis por citometria de flujo y microscopia confocal de la produccién
de radicales libres de oxigeno

La produccién intracelular de radicales libres de oxigeno se determiné usando los
compuestos 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA) (8) e hidroetidina
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(HEt) (100). La DCFH-DA tiene la particularidad de atravesar la membrana celular,
dado su cardcter no polar. Las células viables son capaces de desacetilar el compuesto
dando lugar a la 2',7"-diclorodihidrofluorescina (DCFH), compuesto no fluorescente,
estable algunas horas y que al ser polar queda atrapado en el interior de la célula. Este
intermediario reacciona cuantitativamente con H,0, y peréxidos de bajo peso molecu-
lar intracelulares produciendo el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluorescina (DCF).
Por su parte, la hidroetidina es un derivado reducido del etidio capaz de atravesar la
membrana de las células vivas, este fluorocromo presenta una fluorescencia azul en el
citoplasma que cambia a roja cuando se intercala en el DNA tras sufrir un proceso de
deshidrogenacién ocasionado por el 0,".

2.5. Anilisis del ciclo celular por citometria de flujo

Los hepatocitos de ratas se cultivaron con diversas concentraciones de CsA por el
procedimiento descrito en el apartado 2.2 de Métodos. Mediante la utilizacién del
citbmetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunnyvale, Ca), equipado con un
laser de argdn de 15 mW, se llevé a cabo el estudio a nivel celular del contenida y
distribucion del DNA. Este pardmetro se considera de gran utilidad para determinar la
cito y genotoxicidad de los xenobiéticos (23). Las células se analizaron utilizando un
test suministrado por Bio-Rad basado en los métodos de Vindelov et al (129) y Pellic-
ciarl et al (91).

2.6. Determinacién de la lactato deshidrogenasa (LDH)

La determinacién de la lactato deshidrogenasa se realizé en muestras del cultivo y
del sobrenadante recogidas a distintos tiempos (3, 18 y 24 horas) tras la incubacién de
los hepatocitos con CsA.

La actividad de este enzima (EC 1.1.1.27.), como pardmetro de dafio irreversible
de la membrana y muerte celular, se determiné espectrofotométricamente en el medio
de cultivo y en el interior celular midiendo la disminucién de la densidad 6ptica a 340
nm, producida por la oxidaciéon del NADH a NAD® en la reaccién de reduccién del
piruvato a lactato (11).

2.7. Determinacién de proteinas

Las proteinas se evaluaron por el método de Bradford (14) utilizando albimina de
suero bovino como patrén y reactivo de Coomasie. Este método se basa en la reaccion,
por fuerza idnica, entre grupos sulfonados 4cidos presentes en el azul Coomasie y
grupos amino libres presentes en aminodcidos bésicos, principalmente arginina, lisina
e histidina, de las protefnas. Los cambios de absorbancia a 620 nm son directamente
proporcionales a la concentracién de proteina.
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2.8. Aislamiento de RNA y anilisis por Northern-blot de enzimas
antioxidantes

El RNA total de 2x10° hepatocitos se extrajo siguiendo el méiodo de tiocianato
guanidina (19). Tras la electroforesis en gel de agarosa al 0,9% con 0,66M de formal-
dehido, el RNA se transfirié a membranas Gene Screen TM, determinando los niveles
de mensajero utilizando los cDNA de Mn-, Cu,Zn-SOD y catalasa marcados con a™*P-
dCTP mediante el kit de multiprimer DNA-labeling. La cuantificacién de las peliculas
se llevé a cabo mediante densitometria utilizando como sonda de normalizacién la
ribosomal 18S rRNA,

2.12. Métodos estadisticos

Los valores presentados son la media £ el error estandar de la media (SEM) de los
resultados obtenidos en ensayos realizados por duplicado o cuadruplicado de un nime-
ro variable de experimentos que se especifican en cada caso. Las comparaciones se
efectuaron mediante el andlisis de la t de Student. La significacion estadistica se esta-
blecié en términos de toxicidad frente a los respectivos controles (a) y en términos de
estadio adulto frente a joven (b), y se definié como p < 0,005.

3. RESULTADOS

3.1. Efectos citotéxicos de la ciclosporina A en cultivos primarios
de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses

La liberacion de enzimas citoplasmadticos por parte de las células daiiadas al medio
de cultivo ha demostrado ser un método muy 1til para la evaluacién de la toxicidad en
cultivos primarios, que se basa en la capacidad de la membrana plasmética de retener
los enzimas celulares. Este es el caso de la lactato deshidrogenasa (LDH), enzima
exclusivamente citosélico, cuya liberacion al medio de cultivo tras la exposicion a
xenobidticos se relaciona directamente con la ruptura de la membrana plasmadtica,
fenémeno caracteristico de la muerte celular por necrosis.

Muestras de 2 x 10% de hepatocitos, aislados de ratas de 2 y 6 meses, se suspen-
dieron y cultivaron en 3 ml de DMEM con concentraciones crecientes de ciclosporina
A (0 = 50 pM) midiendo las variaciones experimentadas en la actividad de la LDH en
el medio al cabo de 3, I8 y 24 horas de incubacién. Como puede observarse en los
resultados obtenidos en la Tabla 1, el efecto citotéxico se incrementa a medida que
aumenta la concentracion de la CsA y el tiempo de incubacién. Ello produce en ambas
edades un incremento de la liberacién de LDH al medio, de modo que el efecto
citotéxico resulté ser dependiente tanto de la dosis como del tiempo de incubacién,

A las 3 horas de incubacién, no se detectaron diferencias significativas respecto al
control en ninguna de las dos edades. A las 18 horas, en hepatocitos de rata de 2 meses
no se modificé esta situacién, pero en los de 6 meses se registraron diferencias esta-
disticamente significativas a partir de la concentracién de 5 uM que alcanzaron a 50
uM valores de un 42,9% frente a un 19,6% del control correspondiente. En este mismo
periodo de incubacién, se observaron diferencias significativas entre ambas edades
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CsA 3 horas 18 horas 24 horas

(uM) 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses 2 meses 6 meses
0 6004 78zx06 12309 19618 162+09 198+ 12
0,5 6405 7707 143 +16 280=+30" 21,3+19 314 =41
1 67+05 79+08 169+ 18 30,2+32" 223+20 371 +9"
5 6706 79+07 192+ 1,8 373 +33"% 250+ 20 389+ 32"
10 69+05 8209 176+ 1,7 374 + 35" 294 + 23" 420 + 3,9°
25 7006 9007 182=x 1,7 42,3 £3,9" 32,1 = 2,8 449 + 4,0°
50 7108 90209 194+20 429 43" 335 +£3,0° 455 £ 40"

Tapra 1. Liberacidn de LDH al medio de eultive. La actividad de la lactato deshidrogenasa

se determind en el medio de cultivo, tomando muestras a las 3, 18 vy 24 horas de incubacion

con las distintas concentraciones de CsA. Los valores obtenidos se expresan come porcentaje

de actividad del enzima liberade al medio. Los resultados son media de tres placas proceden-

tes de tres experimentos representativos. p<0,005 (* diferencias significativas versus conirol;
" diferencias significativas versus 2 meses),

desde la concentracién de 0,5 pM (28,0 + 3,0 versus 14,3 + 1,6, p<0,005 en hepatocitos
de rata de 6 y 2 meses respectivamente) hasta la concentracién de 50 uM (42,9 + 4,3
frente a 19,4 = 2,0 p<0,005). A las 24 horas de incubacién, tanto los hepatocitos
procedentes de ratas de 2 meses como los de ratas de 6 meses, mostraron diferencias
significativas frente a sus controles respectivos a partir de las concentraciones de 10
y 1 pM respectivamente. La comparacion de los datos obtenidos de hepatocitos de ratas
adultas frente a los de animales jovenes, mostré diferencias significativas desde la
concentracioén de 1 pM (37,1 + 3,9 frente 22,3 + 2,0, p<0,005) disminuyendo esta
diferencia a la concentracion de 50 uM (45,5 + 4,0 frente a 33,5 = 3,0).

En vista de estos resultados, consideramos las 24 horas como el tiempo idéneo de
cultivo (Figura 1) que permite detectar con mayor amplitud las diferencias dependien-
tes tanto de la dosis como de la edad, capacitindonos para estudiar comparativamente
el mecanismo de toxicidad y las alteraciones en la funcién celular inducidas por dicho
farmaco durante el desarrollo.

Como la liberacién de la LDH al medio implica la ruptura de la membrana celular,
realizamos un estudio morfoldgico por microscopia confocal. En la Figura 2 se observa
que las células de los cultivos control, tanto de 2 como de 6 meses, presentan la
membrana citoplasmadtica fntegra y muestran tendencia a agruparse y a adquirir forma
poligonal para simular la estructura originaria del parénquima hepético, mientras que,
las células incubadas con CsA 50 uM aparecen redondeadas y aisladas mostrando una
pérdida de la integridad celular. Hay que destacar que la intensidad de las alteraciones
es mayor en el cultivo celular procedente de ratas adultas,

3.2. Produccién de especies reactivas de oxigeno en cultivo primario
de hepatocitos de ratas jovenes y adultas incubados en presencia
de ciclosporina A

Para investigar la causa de las diferencias en la intensidad del efecto citotéxico de
la ciclosporina A puestas de manifiesto al medir la liberacién de enzimas citosélicos
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Figura 1. Efectos citotdxicos de la ciclosporina A en hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6

meses. Los hepatocitos en cultivo primarie se ineubaron con concentraciones crecientes de

CsA durante 24 horas. Después del tratamiento, la citotoxicidad se evalud midiendo el por-

centaje de liberacion de lactato deshidrogenasa al medie de cultivo. Los resuliados son media

de tres placas procedentes de tres animales distintos. p<0,005 (" diferencias significativas
versus control; U diferencias significativas versus 2 meses).

al medio, se procedié a evalular la produccién de especies reactivas de oxigeno por las
células al ser este uno de los mecanismos desencadenantes de la hepatotoxicidad del
farmaco. La generaci6n de estas especies se determiné por técnicas de citometria de
flujo y microscopia confocal. Las especies reactivas de oxigeno, anién superdxido,
peréxido de hidrégeno y radical hidroxilo, pueden ser generadas por diversas vias
durante el metabolismo de numerosos xenobidticos, Tanto el O, como el H,0O, presen-
tan una reactividad muy limitada, de modo que su importancia reside en la posibilidad
de producir el ‘OH, altamente reactivo, con la participacién de metales de transicion,

La produccién de estas especies reactivas de oxigeno se valoré en los hepatocitos
de ambas edades incubados durante 24 horas con concentraciones crecientes de CsA
(0-50 uM). Para ello se utilizaron los fluorocromos hidroetidina (HEt), especifica para
radical superéxido, y la 2' 7.diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), altamen-
te sensible en la deteccién del peréxido de hidrégeno y otros peroxidos.

Para comprobar los resultados registrados citométricamente, se procedié a visuali-
zar por imagen la produccion de superéxido y peréxidos utilizando la microscopia

confocal. Las aplicaciones de la microscopfa confocal son las mismas que las de la
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Ficura 2. Alteracion de la morfologia celular inducida por la CsA en hepatocitos de rata de

2 y 6 meses. Los hepatocitos control e incubados con una concentracion 50 uM de CsA se

observaron por microscopta. (A) Control 2 meses; (B) CsA 50 M 2 meses; (C) Control
6 meses; (D) CsA 50 uM 6 meses.
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microscopia de fluorescencia, la de campo claro o la de contraste de fases, con la
ventaja del aumento de resolucién y la capacidad de incrementar los contrastes sin
disminuir dicha resolucién. Se sigui6 el procedimiento que se detalla en el capitulo de
Material y Métodos, escaneando las células una sola vez con el ldser, ya que la DCFH
es tan sensible a la oxidacién que la exposicién mds continuada a la luz ldser puede
inducir fotooxidacién, dando como resultado una fluorescencia incrementada (Mattson
et al, 1995).

3.2.1. Niveles de perdxido de hidrogeno

La DCFH-DA es un compuesto que una vez incorporado a las células sufre un
proceso de desacetilacién por esterasas intracelulares y posteriormente es oxidado por
peréxidos celulares para generar el compuesto fluorescente 2',7'-diclorofluorescina
(DCF). La intensidad de fluorescencia de la DCF es un indice de la cantidad de
peréxidos (H,0, y perdxidos de bajo peso molecular) en el interior de las células.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo, en hepatocitos de rata de 2y 6
meses, se muestran en las Figuras 3 y 4 respectivamente, donde se pueden observar los
histogramas de un experimento representativo en los que se representa en abcisas la
intensidad relativa de fluorescencia emitida por la diclorofluorescina frente al nimero
de células en ordenadas. La Tabla 2 recoge el andlisis cuantitativo de los mismos
experimentos. La cuantificacion muestra, tanto en hepatocitos de ratas jovenes como
de adultas, que la produccion global de peréxidos aumenta sgnificativamente a concen-
traciones bajas y medias (de 0,5 a 10 uM), y disminuye a dosis elevadas (25 y 50 uM).
Sin embargo, atendiendo tinicamente a los valores de intensidad de fluorescencia de
células DCF positivas, se observa, en hepatocitos de ambas edades, como la produc-
cién de peréxidos aumenta de forma paralela a la concentracién de CsA. Aunque el
perfil descrito para ambas edades es similar, existen diferencias en la produccion
global de peréxidos respecto a la edad, ya que en hepatocitos de rata de 2 meses
aumenta mds intensamente a bajas concentraciones (0,5 y 1 uM) para disminuir a partir
de 5 UM, mientras que el aumento es progresivo y sostenido hasta concentraciones de
10 pM para disminuir, a las concentraciones mds elevadas de CsA (25 y 50 uM). Los
cambios registrados fueron mds marcados en ratas de 6 meses.

En las Figuras 5 y 6 se muestran las fotograffas obtenidas por microscopia confocal
al incubar con diclorofluorescina diacetato y yoduro de propidio durante 30 minutos,
las células de ratas de 2 y 6 meses previamente incubadas con CsA durante 24 horas.
Las fotografias A, B, C y D corresponden a concentraciones de CsA de 0, 5, 25 y
50 uM respectivamente. En principio podemos apreciar, por la sefial correspondiente
al yoduro de propidio, que las células de los cultivos, tanto de ratas de 2 como de 6
meses, tratados con las concentraciones mds altas de ciclosporina A, principalmente 25
y 50 uM, aparecen tefiidas con més intensidad (fluorescencia roja), indicando que en
estas condiciones aparece una mayor proporcion de células muertas frente a los con-
troles sin CsA y frente a células tratadas con dosis menores de la droga.

Comparando las figuras relativas a las dos edades ensayadas (2 y 6 meses) se
aprecia que la proporcién de células muertas a elevadas concentraciones de CsA, es
mayor en cultivos de rata adultas. Por otra parte, la sefal correspondiente a la diclo-
rofluorescina (fluorescencia verde) nos indica que en ambas edades la presencia de
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Fiaura 3. Andlisis citométrico de los niveles de perdvidos en hepatocitos de rata de 2 meses,

Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con DCFH-DA durante 30

min, analizdndose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muesiran los histogramas

de un experimento representative de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5 (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.,

per6xidos en las células es més abundante a medida que se incrementa la concentracién
del firmaco. Sin embargo, a las concentraciones mis elevadas de CsA (25 y 50 uM)
la sefial global de la DCF disminuye coincidiendo con el aumento de la sefial de
yoduro de propidio, lo que indica un aumento de la relacién de células muertas (con-
centraciones téxicas de la droga). En estas dltimas, los hepatocitos muestran una in-
tensidad de fluorescencia mds baja, indicando que la produccién global de peréxidos
es menor, dato corroborado por citometria de flujo. Sin embargo, algunas células
aparecen fuertemente teiiidas con el fluorocromo que son las detectadas por citometria
como DCF positivas de elevada intensidad de emisién (2098,6 + 2008 y 2149,6 =
158,9 para hepatocitos de rata de 2 y 6 meses respectivamente),
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Fiaura 4. Andlisis citoméirica de los niveles de perdxidos en hepatocitos de rata de 6 meses.
Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con DCFH-DA durante 30
min, analizdndose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas
de un experimento representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 0.5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

3.2.2. Niveles de radical superéxido

La hidroetidina es un derivado hidrogenado del etidio capaz de atravesar la mem-
brana de células vivas y que pesenta fluorescencia azul en el citoplasma. Esta fluores-
cencia azul pasa a roja cuando el fluorocromo se intercala en el DNA tras sufrir una
deshidrogenacion ocasionada por el radical superéxido.

En la Figuras 7 y 8 se muestran los histogramas de un experimento representativo,
correspondientes a cultivos de hepatocitos de ratas jovenes y adultas, obtenidos por
citometria de flujo. La Tabla 3 recoge el andlisis cuantitativo de los mismos experi-
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Concentracién Intensidad media células DCF (+) Intensidad media global

de CsA

(uM) 2 meses 0 meses 2 meses 0 meses

0 1182,9 + 1233 12583 + 1463 638,2 £ 59,2 8842 £ 952"

0,5 1580,3 & 143,3" 1396,7 + 102,0 12622 + 1334 976,6 + 114,8"
1 1780,2 + 166,8"  1568,8 + 93,1 1263,8 + 125,8" 978,5 + 124,7"
5 1620,0 £ 173,8" 1730,6 + 137,8" 1182,1 + 102,1*  1028,8 + 98,1°
10 1515.8 + 158,4" 20547 = 153,1" 11222 + 095,0"  1220,8 + 102,3"
25 16803 + 181,4° 21518 £ 162,2" 0353 & 100,8 8522 + 71,0

50 2098.6 + 200,8" 21496 £ 158,9" 020,6 + 105,8 644,2 £ 822"

TanLa 2. Andlisis citométrico de los niveles de perdxidos en hepatocitos de rata de 2 y 6

meses. Intensidad relativa de fluorescencia de la DCF come medida de la produccion de

perdxidos por las células tratadas con las diferentes dosis de CsA. Los resultados son media

de dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<—0,005 (* diferencias significa-
tivas versus control; " diferencias significativas versus 2 meses).

mentos. En las dos edades ensayadas se observa, que tanto la produccién global de
radical superéxido como sus niveles en células HEt positivas van disminuyendo a
medida que aumenta la concentracién de ciclosporina A, siendo significativa esta dis-
minucién a partir de 5 uM en cultivos de hepatocitos de rata de 6 meses, y a partir de
25 pM en los de 2 meses.

Las Figuras 9 y 10 muestran las fotograffas obtenidas por microscopfa confocal tras
un proceso de incubacién con HEt durante 30 minutos de los cultivos previamente
incubados durante 24 horas con CsA. Las fotografias A, B, C y D se corresponden con
las concentraciones de 0, 5, 25 y 50 uM de ciclosporina A, respectivamente. En log
cultivos de ambas edades, se aprecia que la sefial correspondiente al HEt oxidado
(fluorescencia roja) va perdiendo intensidad con el aumento de la concentracién del
firmaco, para llegar a un minimo de emisién a 50 pM coincidiendo con la mayor
proporcién de células muertas (células de tonalidad oscura-negra).

3.3. Estudio de los sistemas de defensa antioxidante en la citotoxicidad
de la ciclosporina A durante el desarrollo

Después de comprobar que la generacion de especies reactivas de oxigeno en los
cultivos de hepatocitos de animales de 6 meses tratados con ciclosporina A es superior
a la de 2 meses, y para profundizar en la relacién de la hepatotoxicidad de la droga
con dicha produccién, se procedié a determinar los cambios sufridos en la expresién
y actividad de los mensajeros de enzimas implicados en la respuesta de la célula frente
al estrés oxidativo. En este trabajo se registran las variaciones observadas en los en-
zimas superéxido dismutasa (CuZn-SOD y Mn-SOD) y catalasa. Todos ellos protegen
a las células de los efectos lesivos de las especies reactivas de oxigeno, la SOD
eliminando al radical O, y la catalasa haciendo disminuir los niveles de H,0,.
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Ficuka 5. Niveles de perdxidos en hepatocitos de rata de 2 meses analizados por microscopfa
confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con [Py DCFH-DA durante 30 min,
tratadas con (A) 0. (B) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de ciclosporing A,
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Fiaura 7. Andlisis citométrico de los niveles de superdxide en hepatocitos de rata de 2 neses.
Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con HEL durante 30 min,
analizdndose las diferentes muestras por citometrta de fliujo. Se muestran los histogramas de

un experimento representative de las células tratadas con (1) 0, (2) 0.5, (3) 1, (4) 5, (5) 10,
(6) 25 v (7) 50 uM de CsA.

1.3.1.  Expresion génica de la Mn-SOD y la CuZn-SOD

La SOD es una familia de metaloenzimas con diferentes grupos prostéticos que
actian pretegiendo a la célula del radical superdxido, ya que catalizan su transforma-
cion para dar H,0, y O,. En este trabajo se ha determinado la expresion de las dos
isoenzimas, la Mn-S0D y la CuZn-SOD.
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Ficura 8. Andlisis citométrico de los niveles de superdxide en hepatocitos de rata de 6 meses.

Los hepatocitos tratados con CsA durante 24 horas se incubaron con HEr durante 30 min,

analizdandose las diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas de

un experimento representative de las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5, (5) 10,
(6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

La Figura 11 muestra el andlisis por Northern blot y la cuantificacién por densi-
tometria, de la expresién de la Mn-SOD en cultivos primarios de hepatocitos de rata
de 2 y 6 meses expuestos a dosis crecientes de CsA desde 0 a 50 uM durante 24 horas.

En los cultivos de hepatocitos de rata de 2 meses, podemos observar que los
niveles de mRNA de la Mn-SOD experimentan un aumento significativo a partir de la
concentracion de 5 uM, llegandoe a incrementarse hasta un 270% a la concentracion de
50 pM. Por otra parte, en los cultivos de hepatocitos de rata adulta, la incubacién con
ciclosporina provocé modificaciones en los niveles del mensajero de la Mn-SOD te-
niendo lugar un aumento siginificativo a concentraciones elevadas del firmaco (25 y
50 pM). Comparando los niveles del transcrito de Mn-SOD en las dos edades, se
observa como éstos son siempre mas elevados en ratas adultas alcanzando diferencias
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Concentracion | .. cidad media células HEt (+) Intensidad media global
de CsA
(M) 2 meses 6 meses 2 meses 6 nreses
0 315,1 £ 33,2 3694 + 352" 302,7 + 28,6 3514 + 41,1
0,5 311,8 £ 28,6 3409 + 429 3003 = 23.7 3235 = 35,3
1 324,5 + 28,8 316,2 = 43,5 312,6 = 36,2 2964 £ 34,0
5 301,7 £ 37,2 304,4 + 338" 287.8 £ 26,7 2828 + 36,8"
10 2951 + 26,3 308,3 = 31,7 2755 = 30,1" 2014 + 347"
25 283,5 = 30,00 2898 = 34,9 266,3 £ 27,2" 2734 + 32,9
50 266,8 + 248" 291,5 = 30,2° 2532 + 31,3 2749 + 38,0°

TanLa 3. Andlisis citométrico de los niveles de superéxido en hepatocitos de rata de 2y 6

meses. Intensidad relativa de fluorescencia del etidio como medida de la produceidn de supe-

réxido por las células tratadas con las diferentes dosis de CsA. Los resultades son media de

dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<0,005 (" diferencias significativas
versus control; " diferencias significativas versus 2 meses),

significativas en varios puntos (control, 1, 5, 10, 25, 50 uM), sin embargo si compa-
ramos la magnitud de los incrementos en ambas edades, vemos como ¢sta es mayor en
hepatocitos de rata joven, alcanzando un incremento de un 270% frente al 217% de
hepatocitos de rata adulta.

La Figura 12 muestra el andlisis por Northern blot y la cuantificacioén por densi-
tometria, de la expresién de la CuZn-SOD en cultivos primarios de hepatocitos de ratas
jévenes y adultas incubados con CsA durante 24 horas.

Por los datos obtenidos por densitometria, podemos observar que tanto en los
cultivos procedentes de ratas jovenes como adultas, la expresion de la CuZn-50D
aumenta paralelamente con la dosis de CsA, para alcanzar valores significativos a
partir de concentraciones de 50 y 25 pM para hepatocitos de rata de 2 y 6 meses
respectivamente. Al igual que en la Mn-50D, los niveles del mensajero de CuZn-50D
fueron mayores, en todas las condiciones del cultivo, en hepatocitos de rata adulta,
siendo significativa la diferencia en todas las concentraciones. Sin embargo, la mag-
nitud del incremento volvié a ser superior en hepatocitos de rata joven (279%) frente
a los de rata adulta (203%).

3.3.2.  Expresion génica de la catalasa

La catalasa es el enzima encargado de eliminar el H,0, de la célula para producir
H,0 y O,. Tras exponer los cultivos de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses
a concentraciones de ciclosporina A de 0, 0,5, 1, 5, 10, 25 y 50 pM, se procedio a
realizar el andlisis por Northern blot de los niveles del transcrito del mismo enzima.
Tanto el Northern blot como su cuantificacién densitométrica se muestran en la Figu-
ra 13.

Podemos observar, como la incubacién de las células parenquimales hepiticas con
concentraciones crecientes de CsA provoca, tanto en cultivos de ratas jovenes como de

adultas, un incremento en la expresion de la catalasa, pero mientras que en hepatocitos
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Fiaura 9. Niveles de radical supercéxido en hepatocitos de rata de 2 meses analizada por
microscopia confocal, Imdgenes obtenidas al incubar las células con HEr durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (R) 5, (C) 25 y (D) 50 uM de cielesporina,
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Fiaura 10, Niveles de radical superdxide en hepatocitos de rata de 6 meses analizada por
microscopla confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con HEr durante 30 min,
tratadas con (A) O, (B) 5, (C) 25 v (13) 50 uM de ciclosporina,

205



2 MESES 6 MESES
TENEESE 'S0 L onmmew

12 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 86 7
A | 185 e S e

S ey

2
2500 -
ab
2000 -
E 1860 7 o il (02 meses
) W6 meses
g 1000{ % N K . |

Concentracion de CsA (uM)

Ficura 11.  Andlisis por Northern blot del mRNA de la Mn-SOD en hepatocitos de rata
tratados con concentraciones crecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentativo de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos. 20
ug de RNA total se hibridaron con el cDNA de la Mn-SOD marcado con a-"P utilizando como
sonda de normalizacion el rRNA 185. (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a 0, 0,5, 1, 5, 10, 25
Yy 50 puM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis cuantitative de dichos mRNAs
mensajeros, p<0,005 (* diferencias significativas versus control; * diferencias significativas
versus 2 meses).

de rata adulta este aumento no fue significativo en ninguna concentracién, en hepato-
citos de rata joven la diferencia respecto al control fue significativa a 50 uM de CsA.
Los niveles de mensajero fueron siempre mayores en hepatocitos de rata de 6 meses,
pero no llegando a ser significativa la diferencia en ningiin caso. Al igual que ocurre
en las otras dos enzimas antioxidantes estudiadas, la magnitud del incremento fue
mayor en ratas jovenes (160%) que en ratas adultas (130%).

3.4. Anilisis del ciclo celular en hepatocitos de rata de 2 y 6 meses tratados
con CsA
Debido a que durante el desarrollo se produce una modificacién en la distribucién

de las poblaciones de hepatocitos comprometidas en las distintas fases del ciclo celular
(102) estudiamos si el efecto citotéxico de la CsA influia sobre estas variaciones.
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Fiaura 12, Andlisis por Northern blot del mRNA de la CuZin-SQD en hepatociios de rata
tratados con concentraciones erecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentative de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos. 20
pg de RNA total se hibridaron con ¢l cDNA de la CuZn-SOD marcado con a="P utilizando
como sonda de normalizacion el yRNA 185, (1, 2, 3, 4, 5, 6 vy 7 corresponden a 0, 0.5, 1, 5,
10, 25 y 50 uM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis cuantitativo de dichos mRNAs
mensajeros. p<0,005 (* diferencias significativas versus control; " diferencias significativas
versus 2 meses).

3.4.1.  Andlisis del contenido del DNA gendmico por citometria de flujo

Las muestras de cultivos de hepatocitos de ratas de 2 y 6 meses incubados durante
24 horas con diferentes concentraciones de CsA, se procesaron y analizaron en base a
su contenido en DNA, En las Figuras 14 y 15 se muestran los histogramas donde se
representa el contenido de DNA en abcisas, evaluado por la fluorescencia del yoduro
de propidio, frente al nimero de células en ordenadas, procedentes de animales de 2
y 6 meses, respectivamente. El andlisis cuantitativo de cada histograma se muestra en
la Tabla 4, donde se muestra el porcentaje de las poblaciones diploides (2C), tetraploi-
des (4C), octoploides (8C), S, y S,.

Coincidiendo con resultados previos de nuestro grupo (103), los cultivos de hepa-
tocitos control muestran durante el desarrollo (de 2 a 6 meses) una tendencia hacia la
poliploidizacion, caracterizada por un descenso a un 45% de los hepatocitos con con-
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Figura 13, Andlisis por Norihern blot del mRNA de la catalasa en hepatocitos de rata
tratados con concentraciones crecientes de CsA. El Panel 1 muestra un Northern blot repre-
sentativo de tres experimentos realizados en cultivos porcedentes de tres animales distintos, 20
ug de RNA total se hibridaron con el cDNA de la catalasa marcado con e-"P utilizando como
sonda de narmalizacion el rRNA 185. (1, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden a 0, 0,5, 1, 5, 10, 25
y 50 uM, respectivamente). El Panel 2 muestra el andlisis euantitativo de dichos mRNAs
mensajeros. p<0,005 (" diferencias significativas versus control; " diferencias significativas
versus 2 meses).

tenido diploide (de un 48,0 £ 5,1 a un 21,7 + 2,6; p<0,005) a favor de un incremento
de los hepatocitos con contenido tetraploide (127%) y octoploide (1050%) (de 46,2 +
38 aun 58,7 £ 4,6 y de 0,6 = 0,09 a 6,3 £ 0,7, respectivamente). Cabe destacar el
incremento significativo (616%) que se verifica en la apoptosis en muestras de 6 meses
frente a las de 2 meses (7.4 + 0,8 versus 1,2 £ 0,2 p<0,005).

Respecto a los cultivos tratados con CsA, los datos muestran que al aumentar la
concentracion del farmaco se produce un descenso de la proporcién de hepatocitos con
dotacién diploide con un paralelo incremento de las células tetraploides. Estas modi-
ficaciones, aunque se producen tanto en células de animales jévenes como en las de
los adultos, son mds acusadas en estos ultimos (reduccion a un 38% en células 2C e
incremento a un 131% en 4C en hepatocitos de rata de 6 meses, frente a la reduccién
a un 86% en 2C e incremento a un 108% en 4C para hepatocitos de rata de 2 meses),
siendo ademds significativo, respecto al control, tanto el descenso de células 2C desde
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Ficura 14, Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo en hepatocitos de rata de

2 meses. Las células tratadas con CsA se tripsinizaron y trataron segin las indicaciones del

kit kinesis 50 para determinacion del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un expe-

rimento representative correspondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA,

concentraciones de 10 uM como el incremento de 4C desde 5 uM para los hepatocitos
de ratas adultas, mientras que en los de ratas jévenes, ni el descenso ni el incremento,
fue significativo a ninguna concentracién., Por otra parte, se observa en todas las
concentraciones, como la proporcién de células 2C es significativamente menor, asf
como la proporcién de células 4C es significativamente mayor, en hepatocitos de ratas
adultas respecto a las jovenes,

La cuantificacién del pico hipodiploide, revelé que a bajas dosis de CsA (hasta
1 uM), se producia un descenso del porcentaje de células con dotacién <2C, tanto en
hepatocitos de ratas jévenes como adultas, pero con la diferencia de que el descenso
s6lo fue significativo en estos dltimos (de 7.4 + 0,8 a 0,9 0,1). A partir de la concn-
tracién de 1 pM, se verificé un aumento de la proporcién de células <2C en ambas
edades, llegando a un 4,3 + 0,5 y a un 6,5 = 0,5, a la concentracién de 50 uM, en
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Fiaura 15, Andlisis del contenide del DNA por citometria de flujo en hepatocitos de rata de

6 meses. Las células tratadas con CsA se tripsinizaron y trataron segiin las indicaciones del

kit kinesis 50 para determinacion del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un expe-

rimento representativo correspondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 0,5, (3) 1, (4) 5,
(5) 10, (6) 25 y (7) 50 uM de CsA.

hepatocitos de rata de 2 y 6 meses respectivamente. Hay que destacar, que aunque el
incremento de células <2C desde la concentracién de 1 pM fue mayor en hepatocitos
de ratas de 6 meses (de 0,9 £ 0,1 a 6,5 = 0,5) que en los de rata de 2 meses (de 0,7
£ 0,1 a43 +£0,5), en estos idltimos, el valor de 4,3 + 0,5 fue muy superior al valor
del control (1,2 = 0,2), hecho que no ocurre en hepatocitos de ratas adultas (6,5 + 0,5
a 50 uM frente a 7,4 + 0.8 del control).

Atendiendo a los valores de células comprometidas en fase de sintesis S,, no se
produjeron diferencias significativas respecto al control en ninguna de las dos edades,
ni tampoco respecto a la edad. Sin embargo, en la fase S,, en los cultivos de hepato-
citos de rata de 6 meses, se observé un significativo descenso respecto al control a
partir de la concentracién 1 uM. Ademds, en esta fase S,, aparecieron diferencias
significativas respecto a la edad en los controles y en los cultivos tratados con 0,5 pM
de CsA,
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CsA 2 meses
(uM) < 2C 2C 5 4C S, s8C
0 1,2+ 02 480+51 2602 46238 1,702 060,09
0,5 09+ 01 487 47 26404 46050 13£02 050,06
| 07«01 468 £48 2303 483+£58 1403 05=+008
o] 10£02 46057 2,102 49133 1301 05005
10 1,1 £02 459+58 25+03 490+42 1,0+03 07 +0,11
25 27+03 437+37 26+04 490+43 14+02 0,6+ 0,07
50 43+ 05 415+59 23«05 500+«39 1,1+02 08=+013
B
CsA 6 meses
(uM) =:20 2C 8, 4C 8, s8C
0 7.4+ 08 21,726 2102 587+406" 3804 63x07"
0,5 6,5+05 22519 1802 359760 40+09 55=+03"
| 09+0,1" 151 +1,4 19+03 745+ 7.8 24+ 03 40=+04"
5 1,1 £ 03 149+07" 20+02 767+ 64" 14+ 02" 39+02"
10 1,1 £02" 132+ 16" 1,8+02 781 +65" 1,602 472+05
25 3,0+ 06" 126+ 1,5 1,7+03 765+ 67" 14+03 4706
50 65+05 82+ 10" 2001 770%67" 1,8x03 4503

TasLa 4. Porcentaje de distribucion del DNA analizade por eitometria de flujo. (A) Cuanti-

ficacion de los histogramas mostrados en la Figura 14 (B) Cuantificacion de los histogramas

mostrados en la Figura 15, Los resultados son media de dos placas tomadas de tres experi-

mentas representativas. p<0,005 (" diferencias significativas versus control; b diferencias
significativas versus 2 meses).

La fraccién de células con dotacién 8C, no sufrié variaciones significativas respec-
to al control en los cultivos de hepaticitos de rata de 2 ni de 6 meses, aunque en estos
liltimos se observd un ligero descenso. En todas las concentraciones, el porcentaje de
células 8C fue significativamente mayor en cultivos de ratas adultas frente a ratas
jovenes.

CsA 2 meses 6 meses
% 2C % apapidticas % 2C %o apoptoticas
(uM) PCNA (-) PCNA (+) PCNA () PCNA (+)
0 114 £ 1,1 0,28 £ 0,04 17,9 £ 1,0° 0,97 + 0,12"
0.5 8.2 + 0,9 0,30 + 0,03 17,0 £ 1,6" 0,76 + 0,08"
| 6,2 + 0,7 0,29 + 0,07 6,0 = 08" 0,11 + 0,05"
5 5,2 + 0,8 0,73 + 0,08" 5,3 + 0,5 0,76 + 0,09
10 5,5 + 0,6 1,09 + 0,12 4,2 = 0.4 0,86 £ 0,14
25 34+ 03" 1,70 + 0,13 31 = 0,2° 1,76 £ 0,18"
50 3.0 £ 03" 2,81 = 0,31" 2202 4,87 + 0,51™

Tasra 5. Porcentaje de células analizadas por eitometria de flujo con el kit Kinesis-PCNA

en hepatocitos de rata de 2 y 6 meses. Los resultados se expresan en unidades arbitrarias de

Tuarescencia y son media de dos placas tomadas de tres experimentos representativos. p<0,005
(“ diferencias significativas versus control; " diferencias significativas versus 2 meses).
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3.4.2. Niveles del antigeno nuclear de proliferacién celular (PCNA)

Los cambios observados en la ploidia y distribucién del DNA nos llevaron a con-
siderar que la CsA en cultivo primario de hepatocitos, inducia un descenso en la
proporcién de células con dotacién diploide (2C) unido a un aumento paralelo de la
fraccién de células tetraploides (4C). Este perfil descrito, aparece en algunos procesos
de proliferacién, pero acompaiiado ademds de un aumento de la proporcion de células
en fases de sintesis. En nuestro caso, utilizando el método de tincién de DNA con
yoduro de propidio, no se pudo detectar con claridad que la CsA provocara un aumento
significativo de la fraccién de hepatocitos en fase S,, por ello y para esclarecer el
efecto de la CsA decidimos estudiar los niveles del antigeno nuclear de proliferacién
celular (PCNA). El PCNA, como su nombre indica, es especifico de células prolife-
rantes, aunque no puede considerarse como marcador de la fase de sintesis del DNA,
ya que su degradacién no es inmediata después de que la célula supere la fase S,
pudiéndose detectar en fase G, y M (2), asi como en fase G, debido a que su expresion
se produce al final de esta fase. A pesar de ello, el PCNA se considera en la actualidad
uno de los mejores marcadores de proliferacién celular (91).

Siguiendo el protocolo descrito en el apartado 2.5 de Material y Métodos, se
obtuvieron por citometria de flujo, los datos que aparecen en la Tabla 5. Segiin estos
valores, se observa como la proporcién de hepatocitos en estado quiescente, conside-
rando ésta como células 2C PCNA negativas, disminuye significativamente en presen-
cia de concentraciones bajas de CsA (0,5 y 1 uM) para quedar reducida a un 26% (de
11,4 = 1,1 aun 3,0 £ 0,3 p<0,005) y aun 13% (de 17,9 = 1,0 a un 2,2 £ 0,2 p<0,005)
del valor inicial en ratas jévenes y adultas respectivamente. En los controles y en
presencia de CsA 0,5 pM aparecieron diferencias significativas dependientes de la
edad, siendo mayor el procentaje de células quiescentes en cultivos procedentes de rata
de 6 meses que en los de 2 meses.

Respecto a la fraccién de células apoptéticas PCNA positivas, se aprecia un sig-
nificativo aumento de la misma en presencia de CsA. En hepatocitos de animal joven
el ascenso de células apoptéticas PCNA positivas se registro a patir de concentraciones
de CsA 5 uM, mientras que en los de animal adulto este ascenso se produjo en pre-
sencia de concentraciones mds elevadas de CsA (25 y 50 uM). Al comparatr estos
resultados con los referentes a la hipodipoidia obtenido por citometria de flujo, se
observa que a bajas concentraciones de CsA, el porcentaje de células apoptéticas
PCNA positivas respecto al total de células hipodiploides es inferior que a elevadas
concentraciones donde las células <2C PCNA positivas representan la mayorfa de las
apoptoticas:

2 meses O meses

Control 23% 13%

50 uM 65% T4%
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4. DISCUSION

En el campo clinico de los trasplantes la ciclosporina A se ha confirmado como el
principal farmaco de eleccién para evitar rechazos debido a su potente accién inmu-
nosupresora (60,111). No obstante, su uso clinico implica ciertas complicaciones como
hipertensién, neuro, nefro y hepatotoxicidad (36,97). En el caso concreto de esta l-
tima, estudios previos han demostrado la participacién de especies reactivas de oxige-
no en su citotoxicidad (132,133), especies que por otra parte se incrementan progre-
sivamente con la edad (103). Por ello, que el estudio de la toxicidad de la ciclosporina
en cultivos primarios de hepatocitos frente a la edad (desarrollo y senescencia), sea de
gran importancia farmacolégica, ya que los pacientes potencialmente objeto de su uso
se incluyen dentro de un intervalo de edad muy amplio.

4.1. Modificaciones en la citotoxicidad de la ciclosporina
A in vitre debidas a la edad

En el presente trabajo, se ha investigado el efecto del desarrollo sobre la hepato-
toxicidad de la ciclosporina A (CsA) utilizando un modelo in vitre de cultivos prima-
rios de hepatocitos aislados de ratas de 2 y 6 meses de edad.

En primer lugar, con el fin de evaluar las modificaciones dependientes de la edad
en el efecto téxico de la ciclosporina A, se procedié a medir la liberacion de lactato
deshidrogenasa (LDH) al medio de cultivo, método por el que podemos registrar la
pérdida de la integridad de la membrana plasmdtica y que, como se indicé en la
introduccion, es la principal caracteristica que permite evaluar fn vitre la muerte ce-
lular por necrosis. En los resultados obtenidos pudimos comprobar que la ciclosporina
A ocasiona un dafio letal en los hepatocitos en cultivo procedentes de ratas de ambas
edades y que la toxicidad es dependiente de la edad, de la concentracién de la droga
y de la duracién del tratamiento, El desarrollo de la muerte celular, evaluado por la
liberacién de LDH al medio, fue mds temprano y mds intenso en los cultivos de
hepatocitos de ratas adultas. A las 18 horas de incubacién tan sélo se encontraron
diferencias significativas en los procedentes de animales adultos,

Para poder establecer comparaciones en la citotoxicidad del farmaco, se fij6 en 24
horas el tiempo de incubacién que fue en el que se detectaron variaciones significativas
en hepatocitos de ambas edades. Al comparar los resultados de liberacién de LDH
entre ratas adultas y jovenes, se observo que los valores fueron superiores, de una
manera significativa, en el rango de concentraciones de CsA de 1-50 uM en las ratas
de 6 meses frente a las de 2 meses. Estos resultados se corroboraron con las observa-
ciones morfoldgicas, donde a la concentracién de 50 uM de CsA la pérdida de inte-
gridad celular fue mas acusada en los cultivos celulares procedentes de animales adul-
tos.

4.2, Variaciones durante el desarrollo en la situaciéon de estrés oxidativo
inducida por ciclosporina A en cultivos de hepatocitos de rata

Estudios previos han demostrado, en diferentes 6rganos y sistemas celulares, que
la CsA induce la generacion de especies reactivas de oxigeno (131,132,88), asi como

218



un proceso de peroxidacién lipidica (52) acompafiado de una disminucién de tioles
proteicos y de los niveles de glutation reducido (132), todos ellos manifestaciones que
conducen a una situacién de estrés oxidativo (133). Por otra parte, estudios previos de
nuestro grupo sobre hepatotoxicidad y senescencia (102), han demostrado la existencia
de cambios a nivel de los sistemas de defensa antioxidante, en funcién de la edad,
hecho que puede incrementar la toxicidad de aquellos xenobidticos cuyo mecanismo
sea la generacion de especies reactivas de oxigeno, La generacién espontdnea de estas
especies en la cadena de transporte electrénico mitocondrial (98) y su incompleta
eliminacién, pueden provocar su acumulacién con el paso del tiempo (47), con el
consiguiente incremento en el estado de oxidacién celular (102). Es conocido también,
que durante el metabolismo microsémico de la CsA, mediado por el citocromo P 450
3A (95), se generan especies reactivas de oxigeno. Esto unido al conocimiento de que
la edad afecta a los sistemas microsémicos monooxigenasa de funcién mixta que de-
penden del citocromo P 450 (99), hace interesante el estudio conjunto de la lesién
hepitica inducida por hepatotéxicos y la edad en un doble aspecto: desarrollo y senes-
cencia. En la presente memoria los resultados obtenidos en hepatocitos de rata de 2 y
6 meses nos muestran las variaciones debidas al desarrollo, ya que aunque a los dos
meses las ratas han adquiride su capacidad reproductora, el estado adulto no se alcanza
hasta los 6 meses (102).

Por todo ello, y una vez establecido el potencial citotéxico de la CsA en cultivo
primario de hepatocitos en ambas edades y que la edad adulta influyé en dicha toxi-
cidad mostrindola anticipada y de mayor intensidad, el siguiente paso era estudiar las
variaciones durante el desarrollo en la situacién de estrés oxidativo inducida por el
farmaco.

Para ello, y mediante el anilisis por citometria de flujo, determinamos los niveles
relativos de especies reactivas de oxigeno en células hepiticas utilizando los compues-
tos 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA) e hidroetidina (HEL), que nos
permiten diferenciar entre niveles de peréxidos y niveles de radical superéxido. El
compuesto de DCFH-DA es apolar y atraviesa las membranas para hidrolizarse en el
interior celular y dar la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH) cuya oxidacién mediada
por per6xidos lo convierte en 2',7'-diclorodihidrofluorescina que fluoresce en verde y
es especifica para la deteccién de peréxidos (37). Por otra parte, la HEt también
difunde a través de las membranas, y en el interior celular se oxida especificamente por
el radical superéxido originando etidio, compuesto que se intercala en el DNA donde
emite fluorescencia roja (100).

Asi comprobamos que el tratamiento de las células con CsA durante 24 horas de
incubacién, provoca un aumento de los niveles de peréxidos de forma paralela al
aumento de la concentracién de CsA hasta 10 pM en ratas de 6 meses y hasta 1 pM
en ratas de 2 meses, para posteriormente disminuir a partir de dichas concentraciones.
En ratas de 6 meses este hecho coincide con el aumento de la emisién de yoduro de
propidio a las concentraciones de 25 y 50 uM, indicativo de una mayor proporcién de
células muertas las cuales no poseen capacidad de emisién de diclorofluorescina, En
hepatocitos de rata de 2 meses, el descenso en los niveles de peréxidos es menos
marcado ya que la proporcién de células que emiten fluorescencia roja (células muer-
tas) es mucho menor que en 6 meses. Sin embargo, en esta edad, el inicio del descenso
de los niveles de per6xidos se produce a concentraciones inferiores (a partir de 5 pM)
donde todavia la muerte celular es baja, por lo que debe existir alguna otra causa que
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provoque la reduccién de los niveles de perdxidos, ademds del aumento de la muerte
celular, como puede ser la eliminacién de H,0, por la catalasa, enzima antioxidante
endégeno. Por otra parte, en ambas edades, existe una proporcién de células cuyos
niveles de peréxidos van aumentando paralelamente con el aumento de la concentra-
cién de CsA. Estas células posiblemente al no expresar de forma eficiente sus sistemas
enzimdticos de defensa, principalmente la catalasa, estdn destinadas a la muerte celular
por necrosis.

A diferencia de lo que ocurre con los peréxidos, los niveles de radical superoxido,
van disminuyendo paulatinamente al aumentar la concentracion de CsA. Esta disminu-
cién puede explicarse, bien por una eficiente eliminacién del radical superéxido por
acci6n de las superéxido dismutasas (Mn-SOD y CuZn-50D) o por el aumento de la
muerte celular a elevadas dosis del firmaco.

Los datos obtenidos referentes a los niveles de especies reactivas de oxigeno,
parecen estar relacionados con la secuencia de pasos que conducen a la muerte celular,
sugiriéndose que el aumento de especies reactivas de oxigeno, ha de preceder a la
aparicion de la toxicidad y muerte celular,

Una produceién incrementada de especies reactivas de oxigeno, o una capacidad
disminuida de los sistemas de defensa que las eliminan, da como resultado la situacion
de estrés oxidativo. Ademds estas especies reactivas pueden actuar en la cascada de
reacciones implicadas en la transduccién de sefiales y representar un mecanismo de
control de la expresién génica. Se ha demostrado que la activacién y unién al DNA de
varios factores de transcripcion (NF-xB por ejemplo) depende del estado redox celular
(108).

Los principales sistemas enzimdticos implicados en la eliminacién de las especies
reactivas de oxigeno son las superéxido dismutasas (CuZn-SOD y Mn-50D) y Ia
catalasa. Por tanto, la generacién de especies reactivas de oxigeno ha de traer consigo
una respuesta en los sistemas antioxidantes endégenos para evitar la agresion oxida-
tiva, ya que uno de los sistemas mds importantes en la defensa celular frente a la
toxicidad del oxigeno, lo constituye la accién concertada de estos dos enzimas, Basa-
dos en este hecho, evaluamos los efectos del tratamiento con CsA en la expresion de
genes de respuesta al estrés oxidativo.

Los niveles de mRNA de la Mn-SOD (mitocondrial), la CuZn-50D (citosélica) y
la catalasa evaluados en hepatocitos de rata de 2 y 6 meses incubados con CsA durante
24 horas, mostraron un progresivo aumento dependiente de la concentracién del fér-
maco. Los niveles de los mensajeros de estos enzimas fueron siempre mayores en rata
adulta, Sin embargo, parece ser que la capacidad de la respuesta frente al estrés oxi-
dativo es mayor en las ratas jovenes, ya que la magnitud de los incrementos en los
niveles de los mRNA de los tres enzimas fue siempre superior en hepatocitos de rata
joven frente adulta. Esto podria ser debido a que los niveles de mRNA en hepatocitos
control de rata de 6 meses, son mds elevados que en los de ratas jévenes, lo que puede
dificultar que el incremento sea mds marcado,

Los incrementos mads acusados en los niveles del mRNA, y que ocurren a concen-
traciones mas bajas de CsA, corresponden a la Mn-SOD, enzima que se localiza en
mitocondria. Es sabido que la CsA perturba la funcién mitocondrial actuando directa-
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mente sober este orginulo (43) provocando la acumulacién de calcio que originaréd
finalmente la alteracién de la cadena de trasporte electrénico con la consiguiente ge-
neracién de especies reactivas de oxigeno (55). Este hecho podria explicar la més
temprana y acusada induccion de la Mn-SOD (mitocondrial) con el objeto de eliminar
el radical superéxido generado a este nivel subcelular.

La induccién de la expresién de la Mn-SOD junto con la de la CuZn-SOD, seria
la responsable de la disminucién de los niveles de radical superéxido desde concentra-
ciones bajas de CsA en ambas edades.

Por otra parte, tanto en hepatocitos de rata joven como adulta, la induccién de la
expresion de la catalasa fue menor, lo que facilitaria la acumulacién de H,0, a con-
centraciones bajas y medias del firmaco. A dosis elevadas de CsA tiene lugar una
mayor induccién, pero alcanzando tan sélo valores de un 160% vy un 130% frente a los
controles en 2 y 6 meses respectivamente. Este hecho unido a la elevada muerte celular
a estas concentraciones, ocasionarian la disminucién de la emisién de diclorofluores-
cefna indicative de que los niveles de peréxidos son menores.

De manera que, la correcta eficiencia de los sistemas encargados de eliminar el
radical superéxido (generando a su vez H,0,), junto con la insuficiente eficacia en la
eliminacién del H,O, por parte de la catalasa, provocaria la acumulacién de esta espe-
cie reactiva de oxigeno la cual serfa previa a la muerte celular por necrosis. La impor-
tancia del equilibrio entre la catalasa y la SOD, ha sido probada por otros investiga-
dores en células epiteliales transformadas de ratén, done un ligero incremento en la
actividad de la SOD provoca la formacién de cantidades masivas de peréxido de
hidrogeno (4).

4.3. Influencia de la ciclosporina A y de la edad en la distribucién del DNA
en hepatocitos en cultivo primario.

Durante los afios en los que se ha utilizado en clinica la CsA, se ha observado un
aumento del desarrollo de diversos tipos de cdnceres en pacientes tratados con este
farmaco (92). Ademds, es frecuente que los trasplantes de higado realizados a pacien-
tes que han sufrido previamente un tumor primario hepatico y han sido tratados con
CsA fracasen debido a la elevada proporcién de recurrencia de dichos tumores (117).
Durante los iltimos afios, se ha investigado sobre los posibles papeles de la CsA en
la modulacion del crecimiento de tumores celulares utilizando diversos modelos de
carcinogénesis experimenal (140,48). Concretamente en el modelo de carcinogénesis
hepatica, se ha observado que la administracién oral de CsA aumenta significativamen-
te la aparici6n de lesiones preneopldsicas inducidas por agentes quimicos carcinogéni-
cos en higado de rata (134). Aunque se desconocen atin los mecanismos precisos por
los que la CsA facilita el desarrollo de estas lesiones preneopldsicas, la estimulacién
en la proliferacién de células parenquimales hepdticas inducida por la CsA podria ser
un factor importante (78). Varios investigadores han propuesto que la CsA facilita la
respuesta regenerativa de hepatocitos en ratas y ratones tras una hepatectomia parcial
(141,32), asi como que estimula in vive la proliferacion de hepatocitos quiescentes en
ratas no sujetas a la hepatectomia (78,66). Sin embargo, los estudios in vitro realizados
con el objeto de establecer las causas de este efecto citoproliferativo, han reportado
resultados contradictorios a los obtenidos in vive, adjudicando un papel citostitico en
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diversos sistemas celulares (50,59). Concretamente en cultivos de hepatocitos se ha
observado un modelo bifisico de efectos en funcién de la concentracién de la CsA,
siendo citostdtico a concentraciones superiores a 1M, pero citoproliferativo a concen-
traciones menores (134).

Por nuestra parte, decidimos realizar un estudio de la influencia de la CsA y Ia
edad en la progresién de los hepatocitos a lo largo del ciclo celular y en la expresion
del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA), utilizando para ello la técnica de
citometria de flujo que permite cuantificar el contenido en DNA de las células a la vez
que nos informa de la proporcién de éstas que han expresado el PCNA, De los resul-
tados obtenidos se observa, en cultivos de células control, como la edad modifica el
perfil de distribucién de las células en funcién del contenido en DNA, tendiéndo en
hepatocitos de ratas de mayor edad hacia un estado de poliploidizacion, datos que
concuerdan con los obtenidos por otros investigadores (38). Ademds, segtin los datos
obtenidos de la cuantificacién de la expresion del PCNA en células control, con la
edad existe una tendencia hacia un estado mas diferenciado (quiescencia).

La incubacién de los cultivos con CsA durante 24 horas provocd, en los hepato-
citos de ambas edades, una tendencia hacia la acumulacién de las células en la fase G./
M (tetraploide) a la vez que indujo la disminucidn de la poblacién de células compro-
metidas en fase G,/G, (diploide). Estos cambios en el perfil de distribucién del DNA
fueron mds acusados cuanto mayor fue la dosis de CsA utilizada. También se aprecio
que el porcentaje de células en fase de sintesis S, sufrié una disminucién en ambas
edades al aumentar la concentracién de CsA. Ademds, en hepatocitos de rata de 6
meses, se verificd un ligero descenso de la poblacién octoploide (8C). Todos estos
hechos parecen indicar que la CsA induce en los hepatocitos el abandono de la fase G,/
G, a la vez que provoca la acumulacion de las células en G/M (136), posiblemente por
inhibicién de la transicion G2 —»= M o por alteracion de alguna de las fases de la
mitosis,

Los resultaos obtenidos de la evaluacién cuantitativa de la expresion del PCNA
mostraron que la CsA induce, de manera dependiente de la dosis, una disminucion de la
poblacién de células diploides quiescentes, consideradas como células 2C PCNA nega-
tivas. Este hecho junto con la detencién de las células en la fase G,/M, serian los respon-
sables de la disminucién de la poblacién 2C y el aumento de la 4C, Curiosamente, los
hepatocitos de rata de 6 meses, que en los controles presentan un estado de mayor quies-
cencia, son los que experimentan una mayor induccién a abandonar la fase G,

De los resultados citométricos también se desprende la existencia de un porcentaje
considerable de células apoptdticas en el control de hepatocitos de rata de 6 meses,
siendo mucho menor en los de 2 meses, lo que posiblemente refleja una mayor sen-
sibilidad de los hepatocitos de rata adulta a las condiciones del cultivo el cual puede
carecer de las citoquinas y factores de crecimiento necesarios. Ademds, existen estu-
dios que demuestran que los hepatocitos en cultivo sufren un proceso de ruptura del
DNA muy lento, pero que se incrementa con la duracién del cultivo (16). La cuanti-
ficacién del pico hipodiploide en los cultivos de hepatocitos tratados con CsA, reveld
que esta droga a dosis bajas parece tener un efecto inhibidor de la apoptosis, mientras
que a concentraciones elevadas (25 y 50 pM) tiene un efecto opuesto facilitando la
muerte celular programada, la cual debe coexistir con la necrosis segin los datos
obtenidos por la liberacion de LDH al medio de cultivo.
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Otro hecho que nos ha revelado la evaluacién de la expresién del PCNA, es que
la relacién entre el porcentaje de células apoptéticas PCNA positivas y el porcentaje
de células apoptdticas totales, aumenta paralelamente a la concentracién de CsA. Este
dato podria indicar que parte de las células que abandonan el estado quiescente para
entrar y proceder a lo largo del ciclo celular, no finalizan dicho ciclo y lo abandonan
para morir por apoptosis.

En resumen, los resultados de este trabajo, ponen de manifiesto la influencia del
desarrollo sobre los efectos hepatotoxicos de la CsA a niveles tales como la produccion
de especies reactivas de oxigeno, la expresién génica de sistemas antioxidantes, la
ploidia y ditribucién del DNA y la muerte celular, Estos resultados abren camino para
investigar la influencia de la senescencia sobre la toxicidad de este farmaco ya que el
envejecimiento se caracteriza por la acumulacidn intracelular de especies reactivas de
oxigeno. La modulacién de la toxicidad de la CsA mediante el empleo de antioxidantes
es otro de los objetivos que se plantea en investigaciones futuras.

5. CONCLUSIONES

1. La citotoxicidad de la ciclosporina A, evaluada por la liberacién de lactato
deshidrogenasa al medio, es dependiente de la concentracién del farmaco, del tiempo
de incubacién (3, 18, 24 horas) y de la edad, mostrandose mds intensa, mds temprana
y a concentraciones mds bajas en hepatocitos de rata adulta.

2, Como resultado de la exposicion de las células a diferentes concentraciones de
ciclosporina A durante 24 horas de incubacién, se generan especies reactivas de oxi-
geno. En el caso del per6xido de hidrégeno los niveles alcanzan su médximo a la
concentracion de | uM en hepatocitos de rata joven y de 10 mM en hepatocitos de rata
adulta, mientras que los niveles del radical super6xido muestran una disminucién si-
milar en ambas edades.

3. Lainduccion de los sistemas antioxidantes enzimdticos Mn-SOD, CuZn-SOD
y catalasa es mds acusada en hepatocitos de rata joven confiriéndoles una mayor
capacidad de respuesta frente al estrés oxidativo. Sin embargo, la diferencia que existe
en el grado de induccién entre las SOD y la catalasa origina, en ambas edades, la
acumulacién de peréxido de hidrégeno debido a una pérdida de coordinacién entre
ambos sisiemas.

4. La acumulacion de especies reactivas de oxigeno precede a la induccién de la
expresién de los sistemas enzimdticos antioxidantes, y a la aparicién de la toxicidad.

5. El tratamiento de los hepatocitos con ciclosporina A durante 24 horas, induce
el abandono del estado quiescente (evaluado por la expresion del PCNA), a la vez que
provoca la acumulacién de las células en la fase G,/M, siendo estos hechos mds acu-
sados en hepatocitos de rata adulta,
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AVANCES EN EL ESTUDIO DEL CANCER DE COLON
Y RECTO*

JEsUS MARTINEZ-FALERO

EPIDEMIOLOGIA

Los tumores malignos del colon y recto, concretamente el carcinoma, es una en-
fermedad frecuente dentro de la patologia digestiva. En nuestro medio y en los aios
sesenta, representaba el 10% de todas las neoplasias, aproximadamente la mitad que el
carcinoma de estémago.

En la actualidad las estadisticas registran un aumento. Ahora vemos mis de una
neoplasia de colon, por cada dos de estémago.

La edad mds frecuente es entre los 40-70 afos, quizd la méxima incidencia sea
alrededor de los 60 afios.

Los factores genéticos relacionados con la herencia familiar, no estin bien deter-
minados y ahora se discuten, como veremos después. 5i sabemos que hay enfermeda-
des intestinales, que son hereditarias, como la poliposis familiar que puede degenerar.

En relacién con el sexo, parece que hay mis incidencia del carcinoma de colon en
mujeres y carcinoma de recto en hombres,

Los indices de mortalidad mds elevados se encuentran en Europa occidental y
mundo anglosajén norteamericano. Cifras intermedias en Europa del este y mediterrd-
neo no africano. Las mds bajas se dan en centro de Africa, Asia y Sudamérica, con
excepeidn de Argentina y Uruguay, que son iguales a las de América del Norte.

Estas diferencias geogrificas, no explicadas por motivos raciales, étnicos o gené-
ticos, han llevado a los investigadores a considerar como importantes factores econd-
micos, sociales y alimentarios.

* Conferencia pronunciada el 17 de marzo de 1999,
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Se encuentra una correlacién directa entre pafses de mayor renta per capita, mis
desarrollados y la incidencia del cdncer de intestino grueso; pero también esto tiene
excepciones: Japdn, con renta siete veces mds alta que Rumania, por ejemplo, y la
mortalidad es parecida.

La dieta es un factor muy importante. En principio se pensé en la relacién de alta
incidencia del carcinoma de colon y la ingestién excesiva de proteinas, grasas y azdcar
refinada y se comprobé que existia esta correlacién.

Actualmente se da mayor importancia a otro componente de la dieta y que va unido
con el anterior y es la pobreza de fibras vegetales absorbibles, que se lleva en los
paises desarrollados por mayor consumo de proteinas y grasas animales. Una alimen-
tacién con abundancia de estos dos principios inmediatos, favorece el establecimiento
de una flora bacteriana, que produce unas enzimas, que actuarian sobre los Adcidos
biliares y a través de complicados procesos metabdlicos originan substancias carcino-
genéticas, que serian fijadas o neutralizadas por ciertos componentes que existen en las
fibras vegetales, lignina y algunos polisacdridos, que al acelerar el transito intestinal,
suponen menor tiempo de contacto con los elementos carcinogenéticos, Estas ideas,
ain en revision, tienen el respaldo de un hecho muy relacionado con la dieta: los
habitantes de paises que tienen baja incidencia de carcinoma de intestino grueso, como
son los medios rurales de Africa llevan una dieta pobre en proteinas y grasas y rica en
fibras vegetales.

En cuanto a los factores genéticos, Gltimamente se piensa que se trate de una
anomalia con ausencia de un fragmento del cromosoma 5.

En este sentido cientificos ingleses, han publicado estudios en la revista Nature de
la Fundacién Imperial contra el Cédncer y han observado cariotipos, con alteraciones
del par 5, incluso con ausencias en casos de cdncer de colon desarrollado.

Los estudios de Manuel Perucho, hechos en California en 1997, nos indican que
aproximadamente el 15% de los tumores del tracto gastrointestinal poseen el gen
MMP, fenotipo mutador de satélites, que es recesivo y que los tumores de este tipo
tienen una respuesta menor al tratamiento convencional, puesto que son células del
fenotipo del camaledn, es decir que estan cambiando continuamente, de tal manera que
cuando proponemos tratarlas con alguna droga que intenta inactivar una serie de efec-
tos, la célula adquiere otras propiedades nuevas, Perucho trata de explicar el hecho,
diciendo «que estas células al tener el fonotipo mutador tan exacervado, no son tan
agresivas y unos estudios han comprobado que las células tumorales con el gen MMP
cambian los antigenos de histocompatibilidad, es decir, tienen una habilidad para ocul-
tar los antigenos que normalmente se expresan en la superficie de las células tumorales
y que hacen que sean agredidas por las células T, y por esto se escapan al ataque
inmunelégico.»

Por todos estos estudios dice Perucho: «que el cincer es un enorme puzle del que
cada vez conocemos mds piezas que van siendo mds pequefias.»
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ETIOPATOGENIA

En el momento actual atin no se conoce la etiologia del cincer de colon. Los
factores antes resefiados son hipdtesis. Si sabemos que hay lesiones que predisponen
al cdncer de colon:

(o]

ADENOMAS VELLOSOS

POLIPOSIS FAMILIAR. Antes se decia que era necesario la existencia de
més de cien péplipos para considerarla asi. A veces es una alfombra de pélipos
en todo el colon, Ahora se fija en un niimero més bajo, entre treinta y cincuen-
ta pélipos. Esta poliposis es de origen genético dominante, no ligada al sexo,
es familiar y hereditaria.

Teniendo en cuenta la histopatologia se distinguen las siguientes formas:
tubular, velloso y tubulovelloso. El gen de la poliposis familiar ha sido iden-
tificado en el cromosoma 5. No aparece antes de los diez afos y rara vez
después de los cincuenta. La poliposis familiar tiene estas variantes:

« Sindrome de Gardner: enfermedad autosémica dominante con poliposis ade-
nomatosa, osteomas, quistes epidermoides y fibromas.

« Sindrome de Turcot: enfermedad autosémica recesiva con poliposis adeno-
matosa y tumores del sistema nervioso central.

+ Sindrome de Peutz-Jegherss: poliposis gastrointestinal y pigmentacién mu-
cocutanea.

+ Sindrome de Cronkhite-Canadd: poliposis gastroduodenal, intestinal, dia-
rreas y sindrome de mal absorcion, acompaiiada de alteraciones ectodérmi-
cas como: alopecia, distrofias ungeales e hiperpigmentacion,

COLITIS ULCEROSA

ENFERMEDAD DE CROHN

DIVERTICULOS EN EL COLON

ANATOMIA PATOLOGICA

MACROSCOPICA. Hay formas:

» Proliferativas: puede partir de pélipo sesil que crece desmesuradamente hasta
obstruir la luz intestinal, con ulceraciones consecutivas, por falta de irriga-
cién. Es mds frecuente en el colon derecho.

o Infiltrativas: la propagacién se hace mds hacia la pared intestinal y menos
hacia la luz. Es mas pequeiia, de crecimiento concéntrico, alrededor de la
circunferencia intestinal, m recuente en el colon izquierdo.

» Puede haber formas mixtas de las dos anteriores.
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Macroscépica

I Proliferativa
11 Infiltrativa
11} LAS DOS Mixtas

Fiaura 1. Anatomia patolégica.

2. MICROSCOPICA. Para relacionar las caracteristicas citolégicas intrinsecas de
malignidad del tumor y su evolucién clinica, Broders en 1926, propuso su
clasificacién segiin el porcentaje de mitosis atipicas:

GRADO I: 25%
GRADO II: 50%
GRADO III: 75%
GRADO 1V: 100%

No siempre hay correspondencia entre esta clasificacién y el pronéstico y evolu-
cién de la enfermedad. Para hacer esta valoracién es més aconsejable la clasificacion
de Dukes, patélogo del Hospital de San Marcos de Londres, que en 1932, establecid,
primero para el cdncer de recto, pero que después se ha hecho extensiva a partir de
1945, para el cancer de colon, Se fundamenta en la propagacién e invasién del tumor
en el estudio anatomopatolégico de piezas resecadas y la clasificacién es asi:

* DUKES A. El tumor queda limitado a la pared del colon sin pasar a la serosa.

* DUKES B. Se propaga a tejidos vecinos, afecta a la serosa y no a ganglios
linfaticos

* DUKES C. Con afectacion de ginglios: C1, ginglios locales; C2, ginglios de la
regién.

« DUKES D. Con metdstasis a distancia: higado, pulmén, huesos.
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Fiaura 2. Esguema Dukes.

CUADRO CLINICO

Hay que tener presente al estudiar el cuadro clinico del cincer de colon, que en el
comienzo apenas da manifestaciones clinicas, y muchas veces, cuando se hace el diag-
néstico, el tumor estd en una fase mds o menos avanzada.

El sintoma mds frecuente, la hemorragia a través del recto, bien en forma de sangre
oculta en las heces, o visible en la deposicion,

Es importante valorar los hdbitos intestinales, el pasar de ritmo normal a estrefii-
miento o diarrea, sobretodo si el paciente es mayor de cuarenta afios.

El dolor abdominal, suele aparecer cuando el tumor tiene cierta magnitud y penetra
en tejidos proximos a la localizacion, en ocasiones se llega a la obstruccién intestinal;
en estos casos se puede palpar la masa tumoral.

En el cincer de recto el dolor es referido al canal anal y al sacro; hay importante
tenesmo y el calibre de las heces, cuando son formadas, es un sintoma indicador.
Nunca se debe omitir el tacto rectal como primera exploracion, para apreciar: tono del
esfinter, hipertrofias, nédulos, estenosis, dureza en la pared y mancha de sangre en el
guante.

A estos sintomas hay que afiadir los generales de proceso maligno: astenia, ano-

rexia, mal estado general, pérdida de peso, anemia. Cuando estos sintomas estin pre-
sentes, hay que pensar en periodos avanzados de la evolucion,
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Para recordar la localizacién en términos generales del tumor en el intestino grueso
¥ su reparto puede ser iitil la figura 3:

8%
16% S u

20%

50%

Ficura 3.

Segiin esta localizacién se pueden sefialar tres formas clinicas: colon derecho,
colon izquierdo y recto. Como valor didédctico y de orientacién clinica, en tanto se
precisa la localizacién con los medios diagnésticos que después diremos, nos puede ser
de utilidad para significar las formas clinicas los datos que analizamos en la figura 4:

SINTONAS

Dalor A veces precoz Variable, continuo Inicio: tenesmo
Crisis colicas Plenitud, flatulencia Tardio: dolor sacro

Estrefiimiento
Poco frecuente Nds frecuente

Paco copiosas Nds abundantes Cuantia variable
Nenos frecuentes Hds frecuentes Nuy frecuentes

Nelenas Sangre roja Sangre roja
Aparicidn tardia Aparicidn Nuy precoz

Nal estado general Nejor estado general Nejor estado general
Caquexia en estadio Final por complicacidn | Final por complica-
Final _oclusién 5 cidn, perforacidn

Fiaura 4.

DIAGNOSTICO
Hay que apresurarse a decir, la importancia que tiene el diagnéstico precoz, en las
primeras fases de evolucién, pues de ello va a depender el éxito del tratamiento qui-

rirgico, hasta poder llegar a la curacién.
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Las exploraciones necesarias para el diagnostico se centran en tres dreas: radiolo-
gia, colonoscopia, biopsia y hemorragias ocultas, ésta ultima, hoy con menos interés.

Radiologia
En los estados precoces se puede observar en la radiografia alguna zona de rigidez

e infiltracién limitada en el borde del colon, Otras veces como si fuera una laguna de
limites muy precisos. Figura 5:

Fiaura 5.

Cuando la infiltracién progresa se llega a la imagen més frecuente del cdncer de
colon, que es la forma estenosante, en «servilletero» o «corazén de manzanas, figu-
ra 6).

Colonoscopia

Prescindimos de detalles de preparacion y téenica instrumental, que hoy se hace
con fibroscépios flexibles muy cémodos. Las imdgenes que nos proporciona este
método son:

* Formas ilcero-vegetantes que ocupan casi toda la luz del colon. La zona de
implantacién es amplia, los limites con la mucosa sana estdn bien definidos, el
contorno es irregular, con tlceras pequefias superficiales, que sangran ficilmente
al contacto con el instrumento. La coloracidn resalta sobre la mucosa sana, que
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Figura 6.

rodea al tumor. La localizacién preferente es en el ciego, colon derecho y recto.
Figura 7:

Figura 7.
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+ Formas estenosantes que presentan una tipica imagen con un rodete definido que
resalta en la luz del colon y ocupa casi toda ella. Figura 8:

Fioura 8.

Estudio macroscépico

Algunos de nuestros casos. Figuras 9 y 10

Fioura 9. Adenocarcinoma tilcero-vegentante.
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Fiaura 10, Adenocarcinoma lilcero-vegentante.

Estudio Microsedpico

Por toma de bidpsias de las lesiones localizadas por colonoscépia se obtienen estu-
dios histopatoldgicos como estos que sefialamos a continuacion (figuras 11, 12, 13y 14):
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Ficura 11, Adenomrr‘inama de bc{j(l diferenciacién con nidos sélidos y células ciibicas.
DUKES C.

236



Fiaura 12, Adenocarcinoma bien diferenciado con cétulas cilfndricas.

e . ; % R o

Fiaura 13, Neoplasia que penetra hasta la muscular, sin rebasar la serosa. DUKES A.
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Fiaura 14, Adenocarcinoma ulcerado. Penetra la serosa y afecta al ganglio local. DUKES C.

La colonoscépia es de gran utilidad para detectar casos precoces, toma de bidpsias,
y también para estirpacién de pélipos si se observan durante la observacién, Es el
método mas fiable para el diagndstico,

En campafiag para detectar tumores de colon, se habia generalizado la investiga-
ci6n de las hemorragias ocultas, de utilidad para descubrir casos iniciales, sin otra
sintomatologia clinica y sin hallazgos radiolégicos ostensibles. Se hace por métodos de
laboratorio y también con la colaboracion del paciente con el sistema «hemocults,
procedimiento que se inici6 en los Estados Unidos y paises Centro Europeos y que ha
caido en desuso,

TRATAMIENTO

El tratamiento de los tumores de colon y recto es qurirgico, mas eficaz ciuanto
més precoz es el diagnéstico. Es conveniente la reseccion del tracto donde esté el
tumor y complemento con quimioterapia oncologica si procede.

Es importante la conveniencia del rastreo postoperatorio, con investigacién del
antigeno carcinoembrionario, CEA, que se emplea desde el afio 1965 en que Gold y
Fredman consiguieron un suero anticarcinoma. Se llama carcinoembrionario porque el
antigeno estaria presente en el intestino embrionario y fetal de seis meses de gestacion.
Aumenta en la escala DUKES de A hasta D.

El CEA es il como control en pacientes resecados de cancer de colon y tiene
valor pronéstico. Se estiman como cifras normales hasta 5 nanogramos/ml.
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Estd en relacion con el DNA celular. Si en los pacientes con carcinoma de colon,
resecados, aumentan los niveles de CEA, por encima de 5 ng/ml, es que existe recidiva
y metdstasis hepdticas sobre todo,

Es una téenica de rastreo que atn no estd del todo bien definida, porque no es
especifica del carcinoma de colon. En todo caso debe hacerse siempre en el mismo
laboratorio y con los mismos métodos, porque sino los resultados no serin fiables,

Los casos que nosotros tenemos en seguimiento empleando este radio inmunoen-
sayo, nos han resultado orientadores para prever las recidivas y la presencia de metds-
tasis hepdticas.

Hay estudios encaminados al tratamiento del cdncer de colon y recto, con me-
dicamentos, Cientificos espafioles en abril de 1997, dirigidos por Faustino Molline-
do, de la Universidad de Valladolid e investigador del Consejo Superior de Inves-
tigaciones Cientificas, y otro grupo de investigadores del Hospital Valdecilla de
Santander, que dirige Luis Ferndndez, y ambos en colaboracién con el Instituto Max-
Planck de Friburgo, han descubierto la primera droga que provoca el «suicidio»
selectivo de células cancerosas, sin afectar a las sanas. Comunican que un compuesto
farmacol6gico: ET.18.0CH3 —eter fosfolipido—, conocido como edelfosina, induce
la muerte selectiva y réipida de células cancerosas, sin que las normales se vean
alteradas,

Este descubrimiento que se publicé en la revista Cancer Resarch, abril de 1997,
abre una puerta de esperanza en la buisqueda de firmacos selectivos, no téxicos para
células sanas, y destructivo para las tumorales. Popularmente reciben el nombre de
«balas migicas» o «bombas bioldgicas».

La edelfosina actia induciendo la apoptésis celular de forma potente. Los estudios
realizados demuestran que la droga produce interaccién con una estructura molecular,
probablemente una proteina presente en la célula cancerosa y ausente en las células
normales.

El investigador de Valladolid, subrayé que la potente droga mencionada, se ha
probado en células procedentes de médulas éseas de pacientes leucémicos y en células
tumorales de enfermos con carcinoma de colon y en todos los casos se mostrd «total-
mente efectiva». EI Dr. Mollinedo se mostré asombrado del cardcter destructor tan
selectivo de la droga que se sintetiza en Alemania. De todas formas también expreso
el temor que el descubrimiento produjera falsas espectativas y recomend6 paciencia
porque «esto es un trabajo de laboratorio y su paso a la clinica, es largo y dificil».

Los trabajos actuales centran la atencién de los investigadores, en identificar la
proteina de las células tumorales con las que interacciona la droga. Parece ser que los
estudios se encaminan por el gen p53 y su proteina ha sido aislada en el 60% de los
tumores.

En tanto estos trabajos no cristalicen y se compruebe la eficacia de los farmacos
experimentales, el tratamiento del cincer de colon y recto es el quirirgico, mis eficaz
cuanto més precoz es el diagndstico, que podemos lograr si empleamos los procedi-
mientos resenados,

239



Lo importante es encontrar el tumor en la clasificacién DUKES A o B, porque asi
el tratamiento quirdrgico sera eficaz y la calidad de vida serd buena.

Nuestra conducta nos permite contemplar los resultados con serenidad y satisfac-
cién, como cuando vemos una obra de arte. Figura 15:

LS [RE, =
Fiaura 15, Fachada de la catedral de Burgos.

Los enfermos se pueden curar muchas veces, y otras, llevar una vida en condicio-
nes muy aceptables, si se pueden hacer anastomésis termino-terminales que permiten
el trinsito intestinal sin colostomia y sin bolsa, que tanto mortifican al enfermo.
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MICOTOXINAS Y SU EFECTO INMUNOSUPRESOR
SOBRE AVES

M. A. Carvo Torras® v M. Acur BonsriLLs *#

Las micotoxinas son metabolitos secundarios elaborados y acumulados por hongos
capaces de causar procesos de intoxicacién principalmente sobre células eucariotas, Se
caracterizan por ser termorresistentes y ello determina que las condiciones a las que se
someten los piensos no sean adecuadas o suficientes para desnaturalizarlas cuando han
sido vertidas al substrato por el hongo productor, aunque éste haya sido eliminado
(Calvo er al. 1993),

Podemos establecer varios grupos de micotoxinas, seglin sea su agente productor
o su composicién quimica. Atendiendo a esta tltima podemos diferenciar los grupos
siguientes:

Grupo I: Derivados de quinonas y dcidos grasos.

Grupo II: Terpenoides y esteroides. -

Grupo III: Nonadrina.

Grupo IV: Alcaloides y compuestos peptidicos.

Grupo V: Derivados del indol y de las cumarinas.

Grupo VI: Derivados de pironas, lactonas y lactamas.

Desde que en la década de los sesenta se descubrieron las aflatoxinas, son muchas
las micotoxinas descritas, sin que la lista actual pueda considerarse en modo alguno
exhaustiva ni cerrada, pero cabe mencionar que los principales géneros flingicos im-
plicados en la elaboracién y acumulacién de micotoxinas son Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Stachybotrys y Phythomyces (Calvo et al. 1993).

Los factores que afectan la elaboracion de las micotoxinas y concretamente de las
aflatoxinas han sido ampliamente establecidos. Entre ellos, destacaremos fundamental-

# Departamento de Patologia y de Produccion Animales, Facultad de Veterinaria. Univer-

sitat Autbnoma de Barcelona, 08193 Bellaterra, Barcelona, (E- mail: mariangels.calvo @uab.es).

## Departamento de Quimica Analitica. Instituto Quimico de Sarrid. Universitat Ramon
Llull. Via Augusta 390, 08017 Barcelona, (E-mail: magut@igs.url.es).
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La susceptibilidad de los animales frente a las micotoxinas, varia con la especie,
la edad, el sexo y las condiciones fisioldgicas y metabdlicas del individuo. Debe
tenerse asimismo en consideracién que ain cuando la micotoxina sea metabolizada
fundamentalmente en el higado, puede también acumularse y aiin pasado cierto tiempo
desde la ingestién de la micotoxina, puede transferirse a productos de secrecién del
individuo, entre los que destacan la leche y la orina. Asimismo se ha demostrado que
las aflatoxinas y sus metabolitos pueden detectarse en sangre, orina, érganos y tejidos
del cerdo y de las aves de corral, entre otros (Calvo et al. 1993), En el caso de las aves,
la eliminacién de micotoxinas puede realizarse a través del rifién y de la puesta.

A partir de diversos estudios, se ha podido evidenciar la relacion entre el consumo
de productos que contengan aflatoxinas y las modificaciones manifiestas en el sistemna
inmunitario del individuo afectado. Entre las alteraciones observadas podemos citar las
que afectan a las fracciones proteicas en los diferentes Grganos responsables de la
inmunidad. Pier et al. (1973) observaron una disminucién en el nivel de proteinas,
fundamentalmente en las concentraciones de alfa y beta globulinas y en albimina,
mientras que los resultados obtenidos sobre la gamma-globulina no permiten establecer
una clara relacién entre la ingestién de aflatoxinas y el nivel de esta proteina. Giam-
brone et al. (1978) demostraron una disminucién en la concentracion de Ig G y de Ig
A, tras el consumo de piensos contaminados por aflatoxinas, seglin estos autores, la
ingestion de aflatoxinas, facilita la instauracién de procesos de infeccién que conside-
ran secundarios al consumo.

Se ha demostrado que una larga exposicion a bajos niveles de aflatoxinas puede
desencadenar en algunas especies animales, un descenso de su respuesta inmunol6gica
frente a la invasion de determinados microorganimos patGgenos con el consiguiente
grado de peligrosidad para contraer la infeccion. Estas experiencias permiten deducir
que atin en el supuesto de que los animales no mueran por una micotoxicosis, los
animales afectados, tras la ingestién de micotoxinas, presentan un cuadro de inmuno-
supresion.

Michael et al. (1973) estudiaron la influencia que podia tener la ingesta de afla-
toxinas sobre el sistema reticuloendotelial en aves. Sus resultados permitieron deducir
que la susceptibilidad a las infecciones aumentaba en estos animales ya que el meca-
nismo de destruccién de agentes exdgenos se encontraba disminuido en la circulacién
sanguinea, no pudiendo procesar en ocasiones los componentes antigénicos para poder
desarrollar una respuesta inmunolégica adecuada.

Mohiuddin et al. (1986) detectaron en pollitos intoxicados con micotoxinas una
disminucién en la capacidad fagocitaria de las células de Kupffer y de los heterdfilos,
aunque estos ultimos estaban proporcionalmente incrementados,

Giambrone ef al. (1978) observaron una inmunosupresién en aves coincidiendo con
la administracién de aflatoxina B1 que quedaba regularizada al suprimir la micotoxina
de la dieta por lo que apuntaron que se trataba de una inmunosupresién temporal.
Detectaron una inmunidad celular deficiente que coincidia con los datos aportados por
Chang ef al. dos afios antes. Estos dltimos autores demostraron la inhibicién de la
capacidad quimiotdctica de los leucocitos y de la capacidad fagocitaria de los heteré-
filos. Contrariamente a estas afirmaciones, Campbell et al. (1983) no hallaron ninguna
relacién entre la administracién de aflatoxinas y la modificacién de la capacidad fago-
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citaria de los heter6filos, Estos resultados contradictorios pueden ser debidos a que
utilizaban dosis bajas de aflatoxinas que eran administradas durante periodos de tiem-
po muy cortos. Giambrone et al. (1985a, 1985h, 1985¢) detectaron una disminucién en
la inmunidad celular de pollos y pavos tratados con aflatoxina B1, concretamente una
disminucién en la poblacién de linfocitos T que se agudizaba al administrar conjun-
tamente aflatoxinas Bl y B2,

Los estudios de Pier ef al. (1973) demuestran que las aflatoxinas disminuyen la
produccién de interferdn y reducen la actividad del complemento. Stewart ef al. (1985)
confirmaron estos datos detectando una disminucién en la actividad global del comple-
mento, hallazgo también descrito con anterioridad por Campbell er al. (1983), quienes
consideraron que esta disminucién era una de las respuestas mds significativas del
sistema inmunitario frente a las micotoxicosis y en particular a las aflatoxicosis. Asi-
mismo la capacidad fagocitica de los macréfagos alveolares, se ve reducida cuando los
animales han recibido dosis elevadas de aflatoxinas y presentan concentraciones de las
mismas detectables en sangre.

Las aflatoxinas ejercen por lo tanto un efecto sobre la respuesta inmunoldgica, al
menos en parte a través del timo y de los linfocitos, Se observa también una signifi-
cativa diferencia y reduccién de la hipersensibilidad cutinea.

Asimismo, es de gran interés el efecto que en las aves, pueden ejercer las mi-
cotoxinas fundamentalmente sobre los érganos inductores de inmunidad, es decir,
sobre el timo y la bolsa de Fabricio, pues su involucién puede ser causa de in-
munosupresion que facilitard la complicacidn del cuadro de intoxicacidn con la
instauracion de otros procesos patolégicos secundarios. Asi por ejemplo, ya en 1973
Newberne publicé que una ingesta diaria de dosis bajas de aflatoxinas en pavos,
disminufa su resistencia a cepas de Salmonella, También Chang y Hamilton (1982)
sefialaron que las aves que padecian la enfermedad bursal infecciosa presentaban un
agravamiento del cuadro clinico e incluso la aparicién de sintomas atipicos cuando
concomitantemente eran diagnosticadas de aflatoxicosis. Podemos destacar, sin em-
bargo, que Giambrone ef al. en 1985 demostraron que la ingestién de aflatoxinas no
incrementaba la susceptibilidad de las aves de padecer la enfermedad de Newcastle,
Asimismo, Richard er «l. en 1973, ya evidenciaron que en aves expuestas a la in-
gestion de aflatoxinas no se presentaba mayor incidencia de aspergilosis por Asper-
gillus fumigatus que en los controles.

Okeye y Okeke (1986) indicaron una depleccion de linfocitos a nivel de la bolsa
de Fabricio y del bazo.

Al estudiar la influencia de las micotoxinas sobre el sistema inmunitario de los
pavos, Pier et al. en el afio 1971 observaron una alteracién del peso del timo en
relacion con el peso vivo del animal intoxicado que se manifestaba también por una
involucion histolégica del mismo deduciéndose de ello que las aflatoxinas ejercian un
efecto directo sobre el sistema inmunogénico de estos animales, Posteriormente, en
197 estos mismos autores comprobaron los efectos de la mencionada involucién pero
sin detectar una alteracion en la bolsa de Fabricio. Raina y Singh (1991) exponen que
lag alteraciones sobre la bolsa de Fabricio dependen de la micotoxina ingerida, pero
que en general se acompanian de modificaciones de las células linfoides que pueden ser
observadas también en la bolsa de Fabricio.
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En pollos, Thaxton ef al. en el afo 1974 y Ubosi et al. en 1983 determinaron que
tras el consumo de aflatoxinas, las aves intoxicadas presentaban una disminucién del
peso relativo del higado, de la bolsa de Fabricio y del timo, aunque para ello las dosis
administradas eran relativamente elevadas. Sin embargo, estos Gltimos autores no
detectaron ninguna pérdida de peso del bazo,

Thaxton et al. (1974) aportaron la relacién directa entre la concentracién de afla-
toxina ingerida y el grado de inmunosupresién que presentaban los pollos en los pri-
meros dias de vida. En contraposicién con estos datos, Giambrone er al. en 1985 no
detectaron ningtin tipo de alteracién ni en el timo ni en la bolsa de Fabricio de indi-
viduos sometidos a aflatoxina B1. Una posible explicacion de estos resultados contra-
dictorios podemos encontrarla en la diferente metodologia utilizada, as{ como en la
estirpe genética y edad de los animales y en la duracién del proceso de intoxicacién.

Harvey er al. (1991) citan que las modificaciones sobre el sistema inmunitario
pueden observarse tanto a nivel de la inmunidad celular como de la inmunidad humo-
ral.

Las aflatoxinas causan una reduccién de la funcién de las células T, disminuyen la
respuesta de los anticuerpos, asi como la actividad fagocitaria (Miller, 1991). De forma
similar, las ocratoxinas modulan varios aspectos de la respuesta inmune tanto a nivel
celular como humoral. La exposicion a las ocratoxinas induce la actividad de las células
«natural Killer» y suprime la respuesta de los anticuerpos (Pestka y Bondy, 1990). Las
toxinas de Fusariwm inhiben la produccién y funcién de los macréfagos. Los animales
expuestos a tricotecenos muestran un incremento de su susceptibilidad a procesos fiingi-
cos como la criptococosis y la candidiasis, y también a toxiinfecciones ocasionadas por
Listeria y Salmonella. Los tricotecenos afectan a las células B y T, asi como a la funcién
de los macréfagos, siendo capaces de desencadenar una desregulacién de la inmunoglo-
bulina A, Mekhancha-Dahel er al. (1990) demostraron que la presencia de la toxina T-2,
deoxinivalenol (DON) y de la diacetoxiscirpenol (DAS) en alimentos a concentraciones
que se encuentran en condiciones naturales pueden ser recuperadas en sueros en concen-
traciones suficientes para ser causa de inmunosupresion.

Dietert et al. (1985) detectaron modificaciones en las respuestas de inmunidad
congénita, demostrando que la exposicién de embriones a aflatoxina B1 podia inducir
un proceso de inmunosupresién mas acentuado a nivel de la inmunidad celular, detec-
tando una disminucién de la poblacién de linfocitos T. El alcance de esta investigacién
radica en que demuestra que individuos en los que ya no persisten micotoxinas puede
establecerse un estado de inmunodeficiencia.

Finalmente, cabe mencionar que para que se produzcan interferencias de las mico-
toxinas con la inmunidad adquirida, éstas deben ser administradas o consumidas du-
rante o después de un periodo de inmunizacién activa frente a un determinado proceso.

En vista de los datos expuestos se evidencia la gran influencia que ejercen las
micotoxinas sobre el sistema inmunitario de las aves con la consiguiente repercusion
econémica pues la ingesta de micotoxinas se traduce en una disminucién de la respues-
ta inmunitaria, Por ello, es necesario avanzar en el estudio de estos metabolitos inde-
seables, para evitar su produccién y acumulacién en los piensos y sus efectos perju-
diciales sobre las aves que los ingieren.
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LAS AGUAS MINERALES DE GALICIA *

ANTONIO RaMirREZ OrTEGA, M. EspErAanza RiaL LEMOS
¥y JAVIER-ANGEL RAMIREZ MASFERRER

INTRODUCCION

Las aguas naturales nunca son puras, todas tienen disueltas en meayor o menor
praporcion sales, gases y algunos compuestos orgdnicos. La variedad v la cantidad en
esos diversos componenies son los que determinan sus caracteristicas no solo fisicas
Y quimicas, sino también sus propiedades medicinales.

Segiin el BOE de la Comunidad de Galicia, la Ley 5/1.995 de 7 de Junio, las aguas
minerales se clasifican en

a) minero-medicinales, cuando por sus caracteristicas y cualidades sean declara-
das de utilidad piblica y sean aptas para tratamientos terapéuticos,

b)  minero-industriales, las que permiten el aprovechamiento racional de las sus-
tancias que contengan.

¢) minerales naturales, aquellas que sean bacteriolégicamente sanas de origen
subterrineo y que broten de un alumbramiento natural o manantial o de uno
perforacién o pozo, caracterizadas por su contenido en minerales, oligoele-
mentos y en ocasiones determinados efectos favorables.

Las termales aquellas cuya temperatura de surgencia sea superior, al menos, en
cuatro grados centigrados a la media anual del lugar en que alumbren.

Aguas de manantial aquellas de origen subterrineo que emergen espontineamente
en la superficie de la tierra o se captan mediante labores practicadas al efecto, con las
caracteristicas naturales de pureza que permiten su consumo.

En Galicia existen aguas minero-medicinales y aguas minerales naturales. Entre las
primeras hay un gran nimero de termales, que se aprovechan actualmente en 14 bal-
nearios activos con banos y otras completas instalaciones para via tépica con fines
terapéuticos, como duchas, chorros, pulverizaciones, inhalaciones, etc., ademds hay 3,
en los que sus aguas se usan s6lo por via oral y otros 6 son sélo casas de bafios.

" Conferencia pronunciada el 19 de mayo de 1999,

249



También, hay 5 balnearios en construccioén o en proyecto y 18 antiguos casas de bafios
actualmente sin uso. Las segundas se explotan en 10 plantas de envasado y estin en
proyecto 3 mds.

Ademads, estdn inventariados 234 manantiales, siendo 20 de ellos muy interesantes
para posibles aprovechamientos en unos casos como balnearios y en otros para bebida
de mesa.

ORIGEN DE LAS AGUAS MINERALES Y TERMALES

Segln su origen se distinguen tres tipos las metedricas o exdgenas; las juveniles
o end6genas y las fésiles o congénitas.

1. Las metedricas son aguas de precipitacién que se infiltran a mds o menos pro-
fundidad, adquiriendo asi una temperatura, que depende del nivel alcanzado en el sub-
suelo y de su correspondiente gradiente geotérmico. En ese recorrido subterrdneo las
aguas pueden mineralizarse al reaccionar y disolver los diferentes materiales rocosos
atravesados, saliendo después a la superficie en las surgencias o manantiales (Fig. 1),

La circulacién de las aguas infiltradas se realiza generalmente a favor de grandes
fracturas, que penetran en el subsuelo por simple efecto de la gravedad. En su descenso
experimentan un continuo aumento de su temperatura y una mayor presién debido a
la columna de la propia agua que tiene encima. Esta elevada temperatura y fuerte
presion favorece los procesos quimicos de descomposicién y posterior disolucion de
los componentes de las rocas con las que estd en contacto el agua, adquiriendo una
significativa mineralizacioén.
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Ficura 1. Areas de emergencia hidrotermal.
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En la composicién de las aguas subterrineas destacan elementos disueltos en forma
de iones, principalmente sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro, litio, manganeso,
flior, cloruro, sulfuro, sulfato, nitrato, etc. y otros en forma no-i6énica, como el dcido
silicico, cuando el pH del ambiente es inferior a 9. Este (ltimo es indicador de la
temperatura alcanzada donde se descompusieron los minerales que tienen esa agua.
También se incorporan al agua gases, principalmente carbénico y sulfhidrico, nitrége-
no, metano, etc., procedentes de la atmdsfera o de reacciones bioquimicas.

El flujo descendente del agua subterrdnea infiltrada en el drea de recarga se dirige
hacia arriba en el drea de descarga. Este dltimo tramo de su recorrido se favorece en
parte por el peso de la columna fria descendente, que produce un efecto de termosifén,
y por otro lado por el efecto expansivo de los vapores y gases, formados y adquiridos
en su recorrido subterrdneo. La recarga se encuentra en las cumbres topogrificas y la
descarga en las depresiones adyacentes, generalmente en las mérgenes de los rios o
incluso en sus cauces. Esquemdticamente, el circuito de un agua termomineral exégena
es similar a unos vasos comunicantes con uno de los tubos mis corto que el otro.

Los componentes mineralégicos de las rocas se descomponen por los procesos de
meteorizacién quimica, debido principalmente a las aguas superficiales e infiltradas, al
dcido carbénico, al oxigeno y a la materia orgdnica, y actualmente en algunas zonas
a las lluvias dcidas, que entrando en contacto con la superficie de las rocas, dan lugar
a reacciones de hidrolisis, disolucién, carbonatacion, oxidacién-reduccion y quelata-
cion,

Las rocas {gneas mas dcidas (granitos) y por lo tanto mds ricas en feldespatos
alcalinos, dan lugar a aguas bicarbonatadas sodicas. las intermedias (sienitas, granodio-
ritas y dioritas) producen aguas bicarbonatadas cilcicas y las bdsicas (gabros y peri-
dotitas) originan aguas bicarbonatadas cdlcico-magnésicas ricas en hierro.

La temperatura de emergencia del agua termal dependerd no sélo de la profundidad
alcanzada; sino también de la velocidad de ascenso y de la posible mezela con las
aguas frias superficiales.

Cuando las aguas subterrdneas circulan por lerrenos compuestos por rocas meta-
morficas esquistosas fracturadas en superficie y ricas en pirita, suelen ser sulfatadas
ferruginosas (Fig. 2). Estas muestran en sus afloramientos costras de color rojizo de
oxi-hidréxido férrico, producido al oxidarse el ion ferroso en el contacto con el aire.

La circulacion subterrinea supuesta anteriormente estd canalizada dentro de frac-
turas mds o menos verticales en terrenos de rocas igneas o metamérficas, pues sélo asf
son permeables, y también por la fragmentacién que puede producirse debido a la
meteorizacion fisica de las rocas. No obstante, también existen en profundidad rocas
que tienen permeabilidad intergranular. Estas son rocas sedimentarias, que se presentan
en capas confinadas entre otras rocas no porosas, desplazindose en ellas las aguas
horizontalmente, pudiendo salir al exterior a través de una falla que corte todos esas
formaciones o alumbrarse por medio de pozos o sondeos (Fig. 3).

Este dltimo tipo de aguas, que también suelen ser termales y muy mineralizadas,
se encuentran en las depresiones o fosas rellenas de un gran espesor de sedimentos,

como las cuencas del Duero o Tajo, donde existen capas alternantes de arenas, limos,
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arcillas y algunos niveles calcireos o evaporiticos profundos. Estas aguas generalmente
son cloruro-sulfatadas sadico-cdlcicas y a veces magnésicas.

En otros casos las aguas recorren un macizo calcdreo, en el que se forman conduc-
tos, mas o menos grandes, incluso cuevas por las que circulan verdaderos rios, causa-
dos por la disolucién que producen de las aguas ricas en anhidrido carbonico, que
combinado con el agua de infiltracion forma dcido carbéico, que es un buen reactivo
de descomposicién de los minerales de cualquier tipo de roca. La procedencia mis
importante de ese dcido se debe a la materia orgdnica de las plantas en descomposi-
cion, que se acumula en la franja superficial del suelo de los climas hiimedos y tem-
plados. Estas aguas son bicarbonatadas cilcicas de mineralizacién media, a veces ricas
en magnesio si atraviesan rocas dolomiticas (Fig, 4),

2. Las juveniles se suponen originadas a gran profundidad por sintesis o deshi-
dratacion, al producirse la eristalizacién de un magma en rocas pluténicas o volcdnicas.
En este proceso se desprenden gran cantidad de gases, como carbénico, sulfuroso,
sulfhidrico, amoniaco, hidrégeno e incluso metano; aunque estos mismos también se
encuentran en las aguas termales de origen metedrico.

3. Las [6siles son aguas atrapadas en las formaciones sedimentarias por los de-
tritos depositados en las cuencas marinas profundas. Logicamente son aguas salobres
y a veces acompanian a los fluidos de hidrocarburos encontrados en las rocas-almacén,
denomindndose en este caso «aguas de formacions.

Dadas sus condiciones especiales de génesis y emigracion no es muy corriente su
hallazgo; sino que suele encontrarse en los sondeos de investigacién petrolifera, en
terrenos muy permeables, donde ademds existen trampas que no permiten salir a la
superficie el agua, ni el petréleo o gas acompaiante.

Manantial

calcico ;

- - i

it i

S

A

'\}‘-‘l“!-

e

Bl

3 len:

# B e

AT RGN Laaa A

LY - "If"lf'l'\ LY L] \‘-\ \J'i."! LI '\r‘\'.\ LY \"'\f\ J“f‘f\f\ \F’\f\"“\“‘

f‘:‘;‘; ‘a:\:\:\'\;-.:-.:\:u_‘\f\:n:\.'n'\ o e R . At »."\'».:\:\:\’\."\"-.'\,'\"\’-."s, Pt Ty

e L S L

R e N S L S N

B N P N

T T Tt T e S T T T et i

N N sy

B M

R R N

A A N e

R A T A R R A A A

B A B NN NN NN

S

L N e R iy

PRSP A i A

N N iy

T T T T T T T i i S T

B e S N S S e S A

e L e M I AL

B R A R s,
T T T T T T i

B R AR AR A

Fiavra 4. Manentiales: saline y cdlcico,

253



Generalmente son aguas cloruro-sulfuradas y su temperatura depende de la profun-
didad en la que se encuentre.

En Galicia sélo se encuentran aguas del primer tipo, es decir, meteéricas; pero con
casi todas sus variedades desde aguas termales muy mineralizadas (Fig.1) hasta aguas
frias de temperaturas menores de 10 °C y muy débil mineralizacién (Fig.2), que apa-
recen en los manantiales de las montafias o en los pozos caseros. Junto con aguas
ferruginosas, principalmente en terrenos pizarrosos, como los de la Serra do Courel, O
Incio, Viveiro y otras.

En la franja que recorre Galicia Oriental de Norte a Sur, donde existen niveles
calcdreos surgen aguas frias bicarbonatadas cdlcicas como las de Pacios, Valdefarifia,
Cova das Choias y Veiga do Foxo, y en algunos caso como en la mina de Magnesitas
de Rubian son ricas en magnesio (Fig. 4).

En cuanto a las aguas medicinales termales existe en Galicia una gran diversidad
de temperaturas y composiciones quimicas. Asi tenemos las aguas moderadamente
tibias sulfurado-bicarbonatadas célcicas de Guitiriz y Pardifias con temperaturas de 15
°C y 13 °C respectivamente; las tibias de Brea con 21 °C, sulfurado-bicarbonatada
s6dica de Raiioa con 20 °C; las moderadamente tibias sulfurado-bicarbonatadas sédico-
célcica de los Baiios Vellos de Carballo y de Carballifio con las respectivas tempera-
turas de 37 °C y 26 °C, Las calientes sulfurado-bicarbonatadas sédicas de Molgas, con
una temperatura de 40 °C y la cloruro-bicarbonatada de Caldelas de Tui de la misma
temperatura. Entre las muy calientes estdn las bicarbonatadas sddicas de las Burgas de
QOurense con 67 °C, las de las Termas de Lugo y Cuntis que son sulfurado-bicarbona-
tadas sddicas con 44 °C y 56 °C respectivamente y las cloruro-bicarbonatadas sédicas
de A Toxa, Arteixo y Loureda con las temperaturas de 41 °C, 37 °C y 57 °C.

BALNEARIOS, CASAS DE BANOS Y MANANTIALES DE GALICIA
Lugo

En la provincia de Lugo existe un gran nimero de manantiales, que surgen tanto
en los valles como en las sierras, con una gran variedad de composicién en sus aguas,
debido a la diversidad de las rocas que componen sus terrenos, pues existen granitos
y granodioritas, neises, esquistos, pizarras y ademdas cuarcitas y calizas. Entre sus
aguas destacan las termales de las Termas de Lugo, las bicarbonatadas cdlcicas de
Fonxesta, las sodicas de Fontecelta y las magnésicas de Rubidn, las ferruginosas de O
Incio y la Sierra do Courel y las de muy débil mineralizacion de la misma sierra y de
los Ancares.

Las aguas mds importantes son los siguientes:
Fonte do Cebreiro

Esta fuente es la primera que se encuentra al entrar en Galicia en el camino francés
Santiago. Su agua es de muy baja mineralizacién y su temperatura de 5 °C, por lo que

es muy apropiada como bebida para los peregrinos, que transitan por alli, antes de
llegar al pueblo del Cebreiro, donde encuentran albergue, y donde estd la iglesia que
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tiene, en un relicario que donaron los Reyes Catélicos, el ciliz del milagro del Santo
Grial Gallego, que figura en el escudo de Galicia, y la imagen de Santa Maria la Real,
patrona del lugar.

Fonxesta

Esta planta envasadora de agua mineral natural se encuentra en el Km 482 de la
carretera N-VI, dentro del término de Lancara. Sus aguas proceden de dos sondeos y
son bicarbonatadas célcicas de débil mineralizacién, por lo que son apropiadas como
bebida de mesa, a la vez que son diuréticas y por lo tanto recomendables para la
eliminacién de cilculos renales.

Termas de Lugo

Este balneario conserva restos romanos del siglo I, con su «Apodyterium» (vestua-
rio) y «Frigidarium» (Bafos (rios, después capilla cristiana). Su situacién estd en las
afueras de Lugo, a unos 900 m del centro de la ciudad que fue fundada por Paulo Fabio
Miximo el afio 14 a.J.C. y hecha capital de la Galicia Romana. Su primitivo nombre
de «Lucus Augusti» (Luc=Bosque Sagrado) se debe a que Augusto César fue el que
la hizo tribunal del convento juridico de Galicia, con residencia de un gobernador y
con una muralla de 2.200 m y 79 torres, que se comenzé a construir en el aio 270.

El edificio del Hotel, situado a orilla del rio Mifio tiene 150 afios, es reformado
cada ano desde 1.984. Sus aguas son de mineralizacion media, sulfurado-bicarbonata-
das sédicas con 44 °C de temperatura y tienen aplicaciones t6picas para reumatismo,
atrofias musculares, cidticas, piel y vias respiratorias. En ingestién son recomendadas
para el tratamiento de enfermedades hepéticas, del aparato digestivo, del rifién y de las
vias biliares.

Las instalaciones balnearias de duchas, bafios con hidromasaje, bafios de burbujas,
duchas circulares, parafangos, inhalaciones, duchas nasales, pulverizaciones y piscina
de rehabilitacion, son de las mas modernas. El hotel, situado a 900 m del centro de la
ciudad de Lugo, tiene ademds de las instalaciones balneoterapeuticas una capilla, un
amplio y bonito jardin, y la posibilidad de pasear en barcas de remos por el rio.

Balneario de Pardifias-Fonte de San Domingos

Situado en el término de Guitiriz, cindad que se encuentra en el Km 548 de la N-
V1. El edificio donde estd la fuente, se construyd en 1.955. Su grifo en forma de pez
fue hecho por el insigne escultor M. Mallo, que estd actualmente construyendo en su
taller de O Carral de Begonte, con granito de su cantera de Parga las columnas para
terminar la iglesia de la Sagrada Familia de Barcelona, segiin los planos de Gaud{, Su
agua es sulfurado-bicarbonatada-clorurada sédica de 13 °C, y se utiliza sélo como
bebida para tratamiento de enfermedades del higado, bilis y rifion, La finca tiene una
capilla y 10 apartamentos para estancia vacacional.
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Balneario de Guitiriz-Fonte de San Xoan de Llagostelle

Situado en las afueras de la misma ciudad. Su hotel cerrado desde 1.972 fue
construido a principios de siglo, dentro de una finca de 45 Ha en la que existe un
maravilloso bosque con una tupida arboleda, dentro del cual se construyd una mezqui-
ta, pues el balneario estuvo habilitado durante la Guerra Civil como hospital para los
combatientes del Tercio. En un edificio aparte estd la fuente y una capilla. Sus aguas
s6lo se usan actualmente como bebida, siendo su composicion y aplicaciones las mis-
mas que las del anterior fuente y su temperatura es de 15 °C.

Fontecelta

En Céltigos del municipio de Sdrria existio un balneario de aguas bicarbonatadas
sodicas de media mineralizacion, con una temperatura de 21 °C, que surgen en una
zona granitica cubierta por un cuaternario. Hoy en dia en la misma finca existe una
planta envasadora de aguas minerales naturales que extrae el agua de unos sondeos con
la misma composicion que las que se utilizaron en ese balneario para baiios y bebida.
Estas aguas estén indicadas en los procesos dispépticos, hipesecretores, en enfermeda-
des hepaticas, procesos metabélicos relacionados con hiperglucemia o hipouremia,
litiasis renal y biliar. Estas aguas de gran calidad estin comercializadas como agua
mineral-natural y distribuidas por toda Espafia.

Magnesitas de Rubian

En el termino de O Incio, localidad de Vilademouros, existe una explotacién de
magnesita, que una vez calcinada se emplea como abono, corrector de acidez de suelos
y aditivo de piensos. Dentro de la mina, actualmente subterrineas, existen varias sur-
gencias debidas a la circulacion de las aguas de infiltracion, a través primeramente de
zonas falladas en pizarras, de la formacion Cindana, y después de potentes capas
carstificadas de magnesitas, intercaladas en la misma formacién. Sus aguas son bicar-
bonatadas cdlcico-magnésicas de débil mineralizacién, por lo que pueden tener un
buen uso como agua mineral natural envasada. Ademds tienen una alta proporcién en
magnesio, que le da unas cualidades medicinales muy especificas, por proporcionar un
incremento potencial a las células; especialmente, en los periodos de la vida: embarazo
y lactancia, crecimiento, edad escolar, pubertad y en edad senil, ya que también tiene
efectos antienvejecimientos y anticancerigenos.

Balneario do Incio

Este balneario tiene un edificio construido en 1.892, en Ferreria do Incio, donde
ya existia un palacio desde 1.630. Sus aguas ferruginosas bicarbonatadas cilcicas,
manan a unos 2 Km, en una fuente situada fuera del pueblo de Ferreria, término de O
Incio, estando recomendada para los casos de anemia con hiposiderosis, en estados
asténicos, convalecencias y en trastornos de la infancia. Actualmente su hotel se en-
cuentra en reconstruccion y estd en proyecto su reapertura. En esta zona como en otras
en las manan aguas ferruginosas existen mineralizaciones ferriferas, que en muchos
casos se explotaron en el siglo pasado.
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Serra do Courel

Esta sierra se extiende desde Vega de Valcarce en Ledn hasta Quiroga en Lugo,
con una direccion de Nordeste a Suroeste y un recorrido de unos 30 Km. En ella
existen altas cumbres, como el Pio Pixaro con 1.616 m, Faro 1.621 m y Capeloso
1.603 ms.n.m. En sus montafias existen una gran cantidad de manantiales con una
considerable diversidad en su composicién mineral, dando lugar a importantes rios
como el Lor, Soldén, Gestoso y Selmo, todos ellos afluentes del Sil,

La variada flora de esta sierra estd compuesta por abedules, carvallos, robles, arces,
hayas, alcornoques y encinas, que le da un especial colorido a su impresionante y
singular paisaje, junto con sus tipicos pueblos de montafia construidos sobre laderas y
con casas risticas de tejados de pizarras, como Seoane, Folgoso, Pacios, Ferreirés,
Santa Eufemia, Seara, Vilamor, Soldén, Ferramulin, Parada dos Montes, Pacios, Espe-
rante, Romeor y otros.

Geolbgicamente también existe una amplia pluralidad de rocas, como cuarcitas,
pizarras, areniscas y rocas carbonatadas, sometidas a grandes y sucesivos procesos
tecténicos, que han dado lugar a importantes fenémenos de plegamiento y fracturacién
de sus estratos, entre los que destacan los pliegues-tumbados que se ven desde la
carretera de Quiroga al Alto do Boi.

La minerfa de esta zona tuvo su importancia en los tiempos antiguos y en los
recientes, llegdndose a explotar: oro por los romanos en la Mina de La Toca y en
la Pobra do Broll6n, en los siglos XVIII y XIX hierro en Seceda, Seoane, Folgoso
y Vilamor, en el XX hasta hace pocos afios se extrajo plomo y cinc en Rubiales,
antimonio en Vilarbact, y actualmente pizarras de techar en Pacios de la Sierra y
Folgoso.

'

Fonte do Soulo

Esta fuente se encuentra en la entrada de Parada dos Montes por la carretera de la
Pobra de Brollén. Aunque su caudal es pequefio, su importancia se debe al alto con-
tenido en hierro (15 mg/l), que la hace muy apropiada en forma de bebida para los
casos de anemia.

Fontes de la Devesa, o Fedo v as Forgas

La primera comprende las fuentes denominadas Rogueira Vermella y Branca, sul-
fatada-bicarbonatada cileico-magnésica y ferruginosa (8 mg/l de Fe) de débil minera-
lizacion y oligometélica bicarbonatada-sulfatada cdlcico-magnésico-sdica respectiva-
mente. Sus aguas surgen entre pizarras y cuarcitas del Ordovicico. La primera es muy
apropiada para los caso de anemia y la segunda tiene la particularidad, que su color
blanco no es de ella misma, sino del musgo banado por ella en su surgencia, que tiene
ese color y que una vez seco tiene propiedades antisépticas y cicatrizantes. Ese musgo
actia como planta acumulatriz del zinc que lleva disuelto el agua, debido a que en esa
zona existen yacimientos metélicos de plomo y cine, como el que se exploté en las
minas de Rubiales. Esto iltimo también sucede con las aguas de O Fedo, cerca de
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Ferreirés de Arriba. Este hecho muestra una vez mds el interés que tiene la aplicacién
de la biogeoquimica en la prospeccién de yacimientos metdlicos.

Entre otras fuentes de la misma zona destacan las aguas ferruginosas de As Forgas,
que tienen un gran caudal y que también estd ligada a la existencia en la zona de
minerales ferriferos.

A Coruiia

En la provincia de A Coruiia existen dos balnearios y una casa de bafios, con aguas
termales de composiciones quimicas sulfuradas en uno de los balnearios y cloruradas
en los otros dos casos; pero en todos ellos con aplicaciones terapéuticas.

Geolégicamente la provincia de A Corufia pertenece a La denominada Zona de
Galicia Tras-os Montes, con un gran predominio de esquistos arenosos con intrusiones
de rocas dcidas graniticas y bdsicas o gabros, existiendo también una larga franja de
neises y otras rocas metamdrficas, que se extienden desde Malpica hasta Tui, formando
una estrecha franja de 6 Km de anchura.

Todo ello hace que exista una gran variedad de rocas y por lo tanto de aguas con
muy diferentes composiciones quimicas, existiendo la posibilidad que existan aguas
termales en algunas de las fracturas profundas, que puedan ser alumbradas por medio
de sondeos, como ‘ha ocurrido recientemente en Loureda de Arteixo.

Barios Vellos de Carballo

Estd situado en un moderno edificio construido en 1.950 dentro del casco urbano
de Carballo, ciudad que dista de A Corufia 34 Km. Sus aguas son sulfurado-bicarbo-
natada-cloruradas sGdicas y tienen una temperatura de 37 °C, siendo apropiadas para
afecciones reumdticas y hepdticas, de la piel, vias respiratorias, litiasis renal, trastornos
metab6licos y sistema nervioso. Sus modernas instalaciones han sido disefadas por el
Dr. Armijo y constan de bafios de burbujas e hidromasaje, chorros, sala de inhalaciones
y piscina.

Balneario de Arteixo

Se encuentra dentro de esa ciudad a unos 12 Km de A Corufia, por la N-552 (A
Corufia-Fisterra) o por la autovia, que hoy llega hasta Carballo. Tiene varios edificios
entre los que destacan la galerfa de los bafios, chorros, inhalaciones y pulverizaciones,
el hostal y una capilla, dentro de un amplio jardin. Existen dos fuentes, que tienen
diferente temperatura (20 °C y 37 °C) y semejante composicién; pues las dos son
cloruradas sddicas y litinicas, con una alta salinidad, aplicdndose para reumatismo,
afecciones del sistema nervioso y dermatosis.
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Baiios de Loureda - Fonte Saude

Se encuentra en el mismo municipio de Arteixo, en un chalet en el campo. Se trata
de una casa de bafios, que se surte de un sondeo de 130 m de profundidad, realizado
en 1.990 para uso doméstico, y que encontrd sorprendentemente agua surgente a 57 °C,
cuya composicion es de agua clorurada sodica y litinica. Existen cuatro bafieras, que
se utilizan para aplicaciones en el caso de enfermedades reumaticas, afecciones de la
piel y secuelas traumadticas, también se usa como bebida para tratamientos del aparato
digestivo.

Pontevedra

La provincia de Pontevedra es una de las mds importantes en la comunidad gallega
en cuanto a sus aguas mineromedicinales, por la gran variedad que existe en su com-
posicion, Esto se debe a que sus terrenos geol6gicos son en su mayor parte de natu-
raleza ignea, pero con una amplia diversidad de componentes mineralégicos, que apor-
tan a las aguas que entran en contacto con ellos diferentes elementos quimicos, segiin
que en las rocas predominen metales alcalinos, alcalinotérreos o ferriferos.

Baiios de Brea

Este balneario estd ubicado en el bello paraje de Paradela, del municipio de Vila
de Cruces, rodeado de bosques y proximo al arroyo de Orza de la cuenca del rio Deza,
Aunque su manantial era conocido desde tiempos antiguos, estuvo abandonado en las
tltimas décadas, hasta que en 1.991 se inauguré un nuevo edificio hotel-balneario y se
realizé un sondeo, del que surge un agua sulfurada- bicarbonatada-clorurada sédica a
21 °C, aplicadas en bafios, hidromasaje, chorros y cdmara de vapor. Sus indicaciones
terapéuticas son las de afecciones de la piel ¢ higado, aparato locomotor, vias respi-
ratorias y metabolismo.

Termas de Cuntis

Este balneario cuyo origen también se remonta a la época romana estd situado en
Cuntis (Pontevedra), en la ribera del rio Gallo. Estd constituido por un balneario con
bafios y hotel denominado de A Virxe, construido en 1.886 y una casa de bafios
conocida como O Castro, rodeada de un amplio bosque junto al rio. Recientemente, se
ha inaugurado un nuevo edificio para instalaciones balneoterapeuticas, que permitira
un mayor numero de tratamientos diarios. Sus aguas son sulfurado-bicarbonatadas-
cloruradas y manan en 10 manantiales de diferentes temperaturas desde 25 °C hasta 56
°C. y se usan en las tratamientos de reuma, piel y vias respiratorias.

Balneario de Acuia
Se encuentra en Caldas de Reis, en la margen izquierda del rio Umia, Sus aguas
ya se utilizaban en épocas anteriores a la dominacién romana, que fueron los que

establecieron un campamento militar en este lugar, denominindolo «Aquae Calidaes».
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Fue el candnigo D. Pedro de Acufia el que en 1.813 fund6 el actual balneario. En él
existen las instalaciones de los bafios, chorros, inhalaciones y pulverizaciones, con una
construceion anexa de 16 apartamentos para estancia de los agiiistas y una piscina en
un jardin. Sus aguas que surgen en un manantial y cinco pozos son cloruradas sédicas
y litinicas, surgiendo con una temperatura de 40 °C. Su aplicacion tépica es apropiada
para reumatismo y vias respiratorias.

Balneario de Ddvila

Situado en la misma ciudad de Calda de Reis, pero en la otra orilla del rio Umia,
enfrente del anterior balneario, su origen es también romano, como atestigua un ara
encontrada en la arqueta del manantial, dedicada al dios Evovio por un enfermo agra-
decido llamado Adalus.

La construccion del edificio por D. Joaquin Ddvila data del ano 1.780. A finales
del siglo pasado su nuevo propietario D. David Legeren continué y amplié su obra,
déndole su forma actual de hotel con 32 habitaciones y 49 plazas, bafios, inhaladores,
pulverizadores, duchas nasales y chorros. Tiene también un amplio jardin con un
tupido cafiaveral, junto al rio. Sus aguas termales a 45 °C son cloruradas sGdicas y sus
aplicaciones tépicas estdn recomendadas para afecciones del aparato respiratorio, reu-
matismos y ginecopatias, y por via oral para el aparato digestivo,

Hace afios un agradecido agliista portugués regal6 un curioso azulejo con un escri-
to, cuya traduccioén es« A las benditas Caldas de Reyes. El reuma de mi mano, me hizo
sufrir mucho tiempo, llena de dolores y magulladuras, pero curé con el tratamiento de
estas milagrosas aguas. Aguas santas, bien sabéis. Bendecida seas Caldas de Reyes».

Balneario de A Toxa

Se encuentra en la isla de Louxo de La ria de Arousa, que estd unida a la pequeiia
isla de Toja. Ahora al conjunto de las dos se las denomina Isla de A Toxa. Sus aguas,
altamente salinas del tipo cloruradas sédicas y litinicas con 41 °C, aplicadas en unas
instalaciones muy modernas, estin recomendadas para afecciones reumdticas, respira-
torias, de la piel y sistema nervioso.

El balneario estd en un lujoso hotel, junto a una bonita y singular capilla, cuya
fachada esta cubierta de conchas de peregrino, ademas existe en la misma isla otro
gran hotel, que lleva el mismo nombre que tenia antes la isla, es decir, Louxo.
También, junto a las posibilidades deportivas de las playas préximas, como la de la
Lanzada, existe un campo de golf y pistas de tenis y el famoso casino de esta
magnifica isla.

A Trofia-Plas
En la carretera de Ponteareas-Mondariz existe un pueblo denominado Pfas, en el
que hay una colina con un castro celta de una gran extension y belleza, en cuya cumbre

se construyé una ermita dedicada a Santa Tegra y dos artisticos cruceros.
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Los estudios arqueoldgicos que ain se realizan, continuando sus excavaciones,
consideran esas inmensas y notables ruinas como la capital de la Galicia céltica.

Balneario de Mondariz

En este famoso balneario destacan sus fuente del Troncoso descubierta en 1.847,
en la margen izquierda del rfo Tea, y la de Gandara descubierta en 1.871. Declardndose
sus aguas de utilidad publica en 1.873, se creé el término municipal de Mondariz-
Balneario y se¢ comenzé seguidamente la construccién de un lujoso edificio para los
tratamientos balneoterapeuticos y un gran hotel proyectado en el afio 1.898 por los
famosos arquitectos D. Antonio Palacios y D. Genaro de la Fuente, que también dise-
fiaron el cldsico templete de la fuente de la Gandara.

Dicho hotel, cuya fachada se conserva, fue destruido por un incendio en 1.973,
construyéndose posteriormente un nuevo edificio en el que se encuentran las mas
modernas instalaciones para uso tépico, como bafios de burbujas, con chorro subacud-
tico e hidromasajes, duchas circulares, chorros, parafangos, pulverizadores y nebuliza-
dores y dos piscinas, una interior y otra exterior, utilizdndose las dos fuentes citadas
para curas en bebida. Sus aguas procedentes del pozo Estrella 3 son bicarbonato-
sulfatadas cdlcico-sédicas, con temperatura de 15 °C. Las indicaciones terapéuticas de
sus aguas son: estrés, estados de agotamiento fisico e intelectual, riesgos cardiovascu-
lares, estados postraumiticos, problemas digestivos y afecciones respiratorias,

La fuente de Gandara es bicarbonatada sddico-ferruginosa acompaiiada de un fuer-
te burbujeo de dcido carbénico, siendo su temperatura de 16 °C. Su composicion es
muy apropiada para casos de afecciones estomacales, renales y de anemia,

Ademds de las aguas utilizadas por el balneario existe a pocos metros del pozo
Estrella n° 3, el pozo Estrella n® 2, cuyas famosas aguas de mineralizacién débil
bicarbonato-cloruradas sddico-célecicas se envasan para bebida de mesa en una planta
a | Km del pozo, asi como las de Fuente del Val, procedente de un pozo situado en
la misma planta anterior y con una composicién semejante pero mds cdlcica que s6dica
y con una mineralizacién mds baja. Las dos son unas excelentes aguas de bebida de
mesa, comercializadas en nuestro pais y en el extranjero, siendo la primera recomen-
dada para afecciones estomacales y la segunda para las renales,

Balneario de Caldelas de Tui

Este balneario situado en la margen derecha del rio Miiio, en su dltimo recorrido
en el que es frontera con Portugal, en la parroquia de Caldelas del concello de Tui del
que dista 9 Km, acceso a Portugal a través de un largo puente por la autopista A-9.
Sus aguas se utilizaron desde tiempos remotos, pero el edificio actual se construyé en
1.859, habiéndose renovado y ampliado en 1.972.

El balneario consta de dos edificios, uno en el limite urbano para los tratamientos
con bafios, duchas, chorros y pulverizaciones y en el que también se encuentra el hotel,
y ¢l otro préximo a éste, pero rodeado de campos y en la orilla del rio, donde surge
el manantial y existe una sala para inhalaciones. Las aguas son sulfuradas- cloruradas
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sodicas con 41 °C, y estdn recomendadas para tratamientos de reuma, artrosis, vias
respiratorias, piel y aparato digestivo.

Ourense

Ourense tiene un gran nimero de manantiales termales, que por surgir en fracturas
de gran profundidad alcanzan las temperaturas mds altas de toda Galicia. Sus aguas
estdn utilizadas en varios balnearios y plantas envasadoras, y ademds existen muy
buenas posibilidades de aprovechamientos de otros, que hasta ahora sélo tienen uso
tradiional.

Balneario bafios de Molgas

Este balneario, situado en la cindad de Molgas en la margen izquierda del rio
Arnoia, que también tiene origenes romanos y tuvo un gran uso en el siglo XI, sigue
siendo uno de los mas utilizados actualmente en Galicia. Sus instalaciones de inhala-
ciones, banos, duchas y chorros son de lo méds modernas y eficaces en los tratamientos
de artritis, piel, neuralgias y vias respiratorias, aprovechando unas aguas sulfuradas-
bicarbonatadas sédicas y litinicas, que surgen en un manantial a 40 °C.

Vila Termal de Arnoia

Esta es la ultima estacién termal construida en Galicia, a 5 Km de Rivadavia,
en el término de Arnoia, junto a Reza, y muy préxima al rio Mifo; por lo que se
puede hacer viajes turisticos en un catamardn, ademds de otros deportes por su
entorno montanoso, como equitacion, ciclismo y senderismo. Ella es una de las obras
de la Fundacién San Rosendo de Ourense, y fue inaugurada en 1.995, por el pre-
sidente de la Xunta, Excmo. Sr. D. Manuel Fraga. Consta de tres edificios adosados,
con el hotel Arnoia y los otros son dos residencias para la tercera edad y balneario
con unas modernas instalaciones terapéuticas, realizadas por la especializada indus-
tria orensana de Subita, entre las que destacan dos piscinas y una cabina de trata-
mientos estéticos.

Sus aguas proceden de un sondeo de 250 m de profundidad y tienen una compo-
sicién sulfurado-bicarbonato-sulfatada y clorurada sédica con una temperatura de 16
°C. Sus indicaciones son muy variadas, resaltando su programa anti-estrés, con cho-
rros, bafios de hidromasaje y burbujas, masajes y sauna.

Balneario de O Carballifio

Su magnifico edificio, construido en 1.900, estd situado en el limite occidental del
niicleo urbano, rodeado de un grandioso y bonito jardin bordeado por el rio Arenteiro.
Sus aguas, sulfuro-bicarbonatadas sédico-cilcicas de 26 °C, son recomendadas para los
tratamientos de enfermedades reumdticas, de las vias respiratorias, de la piel, del apa-
rato digestivo y metabdlicas. Sus instalaciones tienen bafios con hidromasaje, duchas,
chorros, inhalaciones y nebulizaciones.
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Balneario Caldas de Parovia

Este balneario se encuentra en el mismo municipio de O Carballifio, pero a las
afueras de la ciudad a 2 Km, en la margen occidental del arroyo Porto; de ahi su
nombre dado por los romanos de Parto Via (Puerta de la Vida). Los bafios y duchas
se surten con unas aguas sulfuradas-bicarbonatadas sédicas de 34 °C, apropiadas para
el tratamiento de enfermedades de reumatismo, piel, vias respiratorias y aparato circu-
latorio; pudiéndose beber en una fuente interior al edificio y dos exteriores en el caso
de afecciones del higado o de litiasis renal.

Ourense y sus alrededores
As Burgas

Esta fuente se encuentra situada dentro del casco urbano de Ourense (Warmsee,
para los Suevos, es decir, mar caliente), consta de tres estrados con fuentes de distintas
épocas y por lo tanto de estilo arquitecténico diferente. La de arriba es la mds antigua
y en ella hay dos aras romanas, la de enmedio es la mds moderna y tiene un gran
estanque con una inscripcién en bronce en la que la dama Calpurnia cumple con un
voto que hizo a las ninfas de estas aguas, por su curacion. La de abajo es cldsica y tiene
tres cafios, que son los que se usan para beberla, para tratamiento del aparato digestivo,
del higado o de las vias urinarias. Sus aguas, que salen a la temperatura mds alta de
todas las termales de Galicia (67°C), tienen una alta salinidad y son bicarbonatadas
sddicas y litinicas, no sulfuradas, aunque si algo cloruradas.

Burga de Chabasqueira

Estd situada muy cerca del puente sobre el rio Mifio de la carretera Ourense-Vigo
y Santiago. Sus aguas a 60 °C manan en el interior de una pequefio edificio construido
de blogques de piedra y van a parar a tres piscinas de hormigdn, donde suelen bafarse
los agiiistas enfermos de reuma o con dermatosis. Su composici6n es similar a las de
las otras burgas de la ciudad y de la margen derecha del rfo Miiio,

Fuente del Tinteiro

Se encuentra también en el borde del cauce del rfo Mifio, cerca de la estacion de
autobuses de Ourense. Existe un pozo del que se extrae el agua con cazos o botellas
introducidas atadas a un largo palo. Su agua es sulfurada-bicarbonatada sédica y tra-
dicionalmente se usa para afecciones del aparato digestivo, de la piel, del higado y vias
urinarias, siendo su temperatura de 43 °C.

Burgas de Outeriz
Son dos surgencias, Alta y Baixa, situadas muy cerca del cauce del rio Mifio, en el

término municipal de Ourense, a unos 3 Km de dicha capital, a la altura del desdobla-
miento de la carretera N-120 de Vigo a Ourense. Sus aguas manan a través de unas pe-
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queiias fracturas en el afloramiento de rocas graniticas, con una temperatura de 60 °C y
una composicién sulfurado-bicarbonatada s6dicas y litinicas, apropiadas para un amplio
uso terapéutico, sin embargo debido a su dificil acceso, se encuentran sin instalaciones
ni aprovechamiento alguno, a pesar de que su caudal sobrepasa los 5 I/sg.

Aguas de Verin

En la amplia depresién de Verin, ciudad situada al Sudeste de la provincia de
Ourense, y relacionados con la larga fractura de Laza existe una gran riqueza de aguas
minerales, que dieron lugar a cinco importantes balnearios de los que hoy sélo hay tres
en los que se usan sus aguas para bebidas de mesa envasadas. Uno de ellos es el de
Requeixo o Vilaza, que también tuvo planta de envasado, pero que actualmente no
funciona desde 1.961; otro hoy en estado ruinoso fue el de Caldelifias, que dej6 de
usarse en 1.946. Los otros tres Sousas, Fontenova y Cabreiro4, estdn envasando unas
aguas de mesa de buena calidad y gran renombre en nuestro pais y en el extranjero.
Estas aguas bicarbonatadas alcalinas encuentran indicacién en los procesos dispépticos
hipersecretores, enfermedades hepaticas, procesos metabélicos relacionados con hiper-
glucemia o hiperuremia, litiasis renal y biliar.

Balneario de Sousas

Este balneario situado en limite urbano Sur de Verin, se utiliza ahora sélo para
tratamientos por via oral o hidropinica, en una fuente que se encuentra en un antiguo
y espléndido quiosco hexagonal. Las cualidades de sus aguas las hace apropiadas para
afecciones renales, hepiticas, del aparato digestivo y tratamientos diuréticos. Actual-
mente existe una planta envasadora, que utiliza un pozo del que se extrae agua fuer-
temente mineralizada y con gas de composicién bicarbonatada-clorurada-sulfatada
sodica y otro con un agua sin gas de mineralizacién débil bicarbonatada sédica, sur-
giendo las dos con una temperatura de unos 20 °C,

Cabreiroa

Esta planta envasadora situada a 1,2 Km del nticleo urbano de Verin, que tiene
también un gran edificio de balneoterapia construido en 1.906 hoy sin uso, embotella
un agua de mineralizacién débil bicarbonatada cdlcica-sodica y otra bicarbonatada
sddica fuertemente mineralizada y con gas. Esta puede beberse en una fuente construi-
da bajo un magnifico quiosco octogonal muy artistico, donde se observa a través de
dos cilindros de cristal como surge con gran cantidad de burbujas de gas y a una
temperatura de 17 °C. Existe ademds otro pozo del que surge un agua de débil mine-
ralizacién bicarbonatada sédica cilcica sin gas, muy apropiada para bebida de mesa y
también con muy buenas cualidades para la diuresis renal y para el aparato digestivo.

Fontenova

Las aguas de esta planta envasadora situada en el centro urbano de Verin se uti-
lizaron para el balneario que se construyé en 1.935, cesando su actividad en 1,960;
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pero continuando su uso como agua de mesa envasada de fuerte mineralizacién y con
gas del tipo bicarbonatada-sulfurada sddica y litinica, que surge con una temperatura
de 20 °C. En otro pozo de la misma finca surge un agua sin gas bicarbonatada sédica
y de débil mineralizacién con una temperatura de 16 °C, siendo una buena agua de
mesa y ademds muy digestiva,
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EFECTO DE LA ELIMINACION PROGRESIVA
DE INDIVIDUOS ATIPICOS EN LA REGRESION
POR ETAPAS

Francisco Javier Diaz-Lianos v SAINZ-CALLEIA
y CarMEN CerMENO CARRASCO

RESUMEN

Esta nota describe, de manera sucinta, el principio de la regresién por etapas con
retro-eliminacién reiterada de individuos atipicos. La ilustracién, mediante ejem-
plos numéricos de dimensiones pequeiias lo cual permite seguir el proceso metodold-
gico con una simple calculadora y las tablas de las funciones de distribuci6n de las
variables aleatorias: T, Student-Fisher (1908) y X, de Helmert (1875) —muestra que:
la eliminacién progresiva de individuos atipicos uno a uno (12)— y no en grupos
(13), puesto que conllevaria un tiempo de cdlculo prohibitivo- conduce, en ocasiones,
a resultados muy distintos en cuanto a la ecuacién de regresion lineal estimada.

INTRODUCCION

Entre los cinco métodos' que nos permiten retener las variables mds correlaciona-
das con la variable a explicar por una parte y, las menos correlacionadas entre ellas por
otra, el més difundido para la elaboracién de un modelo de regresion lineal miiltiple
—a partir de un conjunto de variables cuantitativas— es el de la regresién paso a paso
(stepwise regression, régression pas i pas). Este método, basado en la nocién del
coeficiente de correlacién parcial vy en la contribucion marginal de cada variable ex-
plicativa, estd expuesto de forma diddctica, en BAILLARGEON (1985, pp. 182-199),
Aungque éste es el més difundido, sin embargo, hemos preferido retener el de la regre-
sion por etapas (stagewise regression, régression par étage) dado que, éste tltimo,
presenta la ventaja frente a los otros de que, en el proceso de eleccion de variables
permite minimizar las intercorrelaciones de las series explicadas por estudio del
residuo, En este sentido. PALM (27) indica que, las técnicas cldsicas tales como: la
seleccién progresiva, regresiva o paso a paso tienen en comin el «no garantizar
jamads la obtencién del mejor subconjunto de variables para un mimero dado de
variables»,

" Todas las regresiones posibles, eliminacién progresiva, seleccién progresiva, regresion
paso a paso y regresion por etapas.
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Aunque el método de la cldsica regresién por etapas contemplado en DRAPER
y SMITH (1981, pp. 337-341), BOURBONNAIS y USUNIER (1992, pp. 119-121) y
BOURBONNAIS (1998, pp. 105-109) ya se ha aplicado y comparado con el de la
regresién paso a paso a principios de los afios setenta por LUND (24) sin embargo,
su difusién en cuanto a su exposicién e implementacién en un paquete de programas
de estadistica no ha sido la misma. Por tal motivo, esta nota se articula en dos partes
fundamentales: la primera, consiste en la presentacién de una exposicién —lo mis
didéctica posible— de la regresién por etapas con retro-eliminacién inicial reitera-
da de individuos atipicos. La segunda, consiste en la presentacién de un CONJUNTO
DE EJERCICIOS destinados a ilustrar el principio de dicha regresion.

PROCESO METODOLOGICO

El proceso metodolégico que proponemos en este articulo en el cual estd incluido
la cldsica regresién por etapas, aunque ain no estd implementado integramente en
ningiin paquete de programas de estadistica, «SE PUEDE RECONSTRUIR» —pero ya
no de forma automética— haciendo uso de programas existentes en el mercado tales

como: el STATIab (9) y el STAT-ITCF (1).

La cldsica regresién por etapas (6) permite minimizar las intercorrelaciones de
las variables exégenas de manera optimal.

Partimos de, una variable (explicada, respuesta, ex6gena, dependiente) y, de p
variables (explicativas, de control, endégenas, independientes, regresoras) cuantitati-
vas.

FASES DEL PROCESO METODOLOGICO

1. Construccién de la tabla de datos originales.

La tabla de datos debe guardar la siguiente forma:

Yi X X Xy : ‘ Xip
Y X X2 Xy : ' Xy
Y2 X2 Xn Koy . : X
yh x||l x'nZ X " i xnp

2. Construccion de la matriz de correlaciones de BRAVAIS-PEARSON entre las
variables explicativas.

La matriz de correlaciones viene definida de la siguiente manera:
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1 1
R=1 )FF P Dp'ﬁ
donde,

N T
P=X"X-—X"ITX

n'n

D : matriz constituida por los elementos de la diagonal de P.

X: matriz que contiene las variables explicativas de dimension nxp.

Una interpretacion detallada del significado del coeficiente de correlacién lineal de
BRAVAIS-PEARSON se encuentra en DROESBEKE (1988, pp. 335-341)

Conviene evitar correlaciones entre variables explicativas con valor absoluto
cercano a | y tratar de evitar situaciones en las que, la correlacion entre las varia-
bles explicativas sea mayor que, la correlacién de esas variables con la variable
explicada.

3. Test de deteccion de una posible presunciéon de multicolinealidad.

Entre el test de KLEIN y el test de FARRAR y GLAUBER existen diferencias,
en cuanto a la deteccién de una posible presuncion de multicolinealidad (6). El
principal motivo por el cual hemos retenido, en nuestro proceso metodolégico, el test
de FARRAR y GLAUBER es que, éste, se basa en una ley de probabilidad mien-
tras el de KLEIN no. La ley de probabilidad es la y° de Helmert (1875). El
desarrollo de estos dos test, asi como, un ¢jemplo en el cual, se muestran diferencias
—en cuanto a sus resultados— se encuentran, de forma didactica, en BOURBON-
NAIS (1998, pp. 100-103). Una exposicion exhaustiva del test de FARRAR vy
GLAUBER se encuentra en (19). Con respecto al test de FARRAR y GLAUBER,
el resultado negativo de una posible presuncion de multicolinealidad, puede verse
cambiado por una diminucién en el nivel de significacién, como se observa mds
adelante, en esta nota.

La regla general de decision del test de FARRAR y GLAUBER extraida de
BOURBONNAIS (1998, pp. 101-103) y adaptada a nuestra nomenclatura es la si-
guiente,

[2(p+1)+5]

=1
Si |(n- l)——ﬁ— log,[Det(R)] < F'X,':“u”*(]-a) se acepta H, no hay pre-
suncioén de multicolinealidad.
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Si [(n-1)- hay presun-

o?

[2(p+1)+5]
6

log,[Det(R)] > i::‘xﬁw) (1-a) se rechaza H
cién de multicolinealidad,
Donde,
n: es el numero de individuos activos en el modelo de regresién lineal.
p: es el nimero de variables explicativas.

Det (R): es el determinante de la matriz de correlaciones entre las variables expli-
cativas.

=1
ij,“",) :es la funcién inversa de la funcién de distribucion de la variable aleatoria

¥’ de Helmert (1875) con p(p+1)/2 grados de libertad y para un drea de (1-ov).

4. Estudio de la matriz simétrica definida positiva.

( ]!}_ 1" ]']111 X(r))
X(1) 1 X(r) X(r)

n

donde,

X(]_) :es la matriz —no aleatoria— de dimension (n, r+1) que contiene las variables
explicativas retenidas en la r-ésima etapa.

Una matriz de esta forma va a ser —desde un punto de vista operativo— el eje
central del proceso de eleccién de variables. Tendremos que invertirla tantas veces
como variables retenidas, aumentando asi su orden sucesivamente desde 2 hasta las
variables retenidas més 1.

Cuando esta matriz sea singular es aconsejable llevar a cabo alguna de estas dos
situaciones:

1. La eliminacién de una o mais variables explicativas.

2. La aplicacion de alguna de las técnicas de regresién puestas a punto para
atenuar los efectos de la multicolinealidad.
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Entre estas técnicas, vamos a exponer —tan sélo— los principios de cinco de ellas.
Tres de ellos, estin basados en el cdlculo de nuevas variables explicativas, siendo las
siguientes:

= La regresion en funcién de las componentes principales.

» La regresién propuesta por WESTER, GUNST y MASSON (1974).

» La regresion por los minimos cuadrados parciales propuesta por Harald MAR-
TENS, Herald WOLD y Svante WOLD (1983).

Y las dos restantes en los estimadores «estrechos», siendo estas:
* La regresién pseudo-ortogonal (1970)
= La regresién utilizando los estimadores de JAMES y STEIN (1961)

Estas cinco téenicas estin expuestas —de forma didictica— en el articulo de
PALM y IEMMA (28).

Una exposicién exhaustiva de otras técnicas, derivadas de la regresién con res-
tricciones lineales y no lineales, se encuentran contempladas en los articulos de
CAZES (10,11).

Fases del procedimiento metodolégico

1. Elegir como primera variable explicativa aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal con la variable sea el maximo.

2. Consideremos que la variable elegida ha sido la x,.

3. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable expli-
cada y la variable explicativa elegida es —significativamente— diferente a cero.

4. El modelo lineal, bajo la forma matricial, a una variable explicativa y,n obser-
vaciones —en la primera etapa— puede escribirse de la siguiente forma:

(1) E(H
y!” { X ly
Y2 - Xg (ﬂ?)) €,
& =|. . ) i
. D oA
yf,') 1 X Ef,”
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donde,

y
y;”
y,”
€: es un vector aleatorio observable con valores en R".
g
I %,
1 %,
e (1,,| X(,)): matriz de datos de dimensién (n,2) que contiene:
]‘ xnl
1
1
l,=.|&R"
1

X(,): matriz de datos no aleatoria observada que contiene la primera variable rete-
nida en la primera etapa.

m
(B?' )] € R*: es un vector no aleatorio no observable con valores en que contiene
t

los pardmetros desconocidos del modelo en la primera etapa.

€: es un vector aleatorio no observable con valores en R".

A partir de este modelo, pretendemos estimar el vector no aleatorio —no observa-
ble— que contiene los pardmetros del modelo lineal: B

o

Para ello, aplicamos el método de minimos cuadrados ordinarios (MCO) que
consiste en minimizar la suma de cuadrados de los errores (Bourbonnais, 1998, pp.
49-50). Diferenciando esta suma de cuadrados con respecto a B e igualando a cero
obtenemos el vector aleatorio [3“).

A T T 3 T
6(1) s [3(()” _ ]n]n IHXUJ ln.

“laAm | T T T T
B Xpl XoXew) X

m
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Dado que B es funcion de y'", éste es un vector aleatorio y, por lo tanto, sus
componentes B!y B[;H , son variables aleatorias. Si en esta expresion sustituimos el
vector aleatorio —observable y‘” por un vector concreto, obtendremos las estimacio-
nes de los pardmetros [35)" y B!'. Estas estimaciones las expresamos por: B g gk

Finalmente el modelo estimado —en la primera etapa— se expresa de la siguiente
manera:
W(1) _ o) 4 el
y ‘ﬂu +ﬁh X
5. Cilculo de los siguientes indicadores:
a: residuos
b: residuos normalizados

c: residuos estudentizados
d: distancia de Dennis R. COOK

Estos cuatro indicadores —recogidos en MONTGOMERY y RUNGER (1996, pp.
571-579)— se encuentran adaptados a nuestra nomenclatura de la siguiente manera,

a: residuos €",r=12,.p

El vector aleatorio residuo, correspondiente a la primera etapa, viene definido de
la siguiente forma:

n
¥y 1 X
m
b i) L X, ﬁ(l]
e“) - = [}
; o an
|
1
ys..) I Xt
donde,
m
Y
(1)
¥a
e R": es un vector aleatorio observable con valores en R" asociado a la primera
etapa.
(1
yn
1 iy
L X |ao
4] P x f
o | € R": es un vector aleatorio con vaores en R" asociado a la primera etapa
B
1 x

nl

cuya i-ésima observacién la podemos expresar por, ¢’
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El vector residuo estimado —en la primera etapa— lo expresamos con la siguien-
te notacién, e

b: residuos normalizados: e, r=1,...p
Los residuos normalizados se calculan a partir de los residuos.

El vector residuo normalizado estimado —en la primera etapa— lo expresamos
con la siguiente notacién, e,

La i-ésima observacion de este vector la calculamos utilizando la férmula;

(1)
(1) _ €

1=1

Z (e?m)z

[n-(p+1)

¢ residuos estudentizados: cf"),r = L

Los residuos estudentizados se calculan a partir de los residuos normalizados.

El vector residuo estudentizado estimado —en la primera etapa— lo expresamos

con la siguiente notacién, '™,

La i-ésima observacién de este vector la calculamos utilizando la férmula;

(1)
W) _ e,

EH ) = —’.—.i—»—.
Ji-n,]
d: Distancia de Dennis R. COOK: D("),r =L....p

La distancia de Dennis R. COOK se calcula a partir de los residuos estuden-
tizados.

El vector distancia de COOK estimado —en la primera etapa— lo expresamos
asf; D",

La i-ésima observacion de este vector la calculamos utilizando la férmula siguiente:

o [
Di( ) _ ”(;IT)["("]_TH“)]

donde:

p: es el nimero de variables explicativas y,

h;: es el i-ésimo elemento que estd en la diagonal principal de la matriz H
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H=X(X"X)"'X"
Siendo X la matriz del modelo lineal de la dimensién (n, p+1).

Entre estos cuatro indicadores —ya definidos— hemos de indicar que, en el pro-
ceso metodoldgico, hemos retenido el de la distancia de COOK (12). Un individuo
se considera atipico cuando la distancia de COOK es mayor que | tal como, indican
MONTGOMERY y RUNGER (1996, pp. 571-579). En este caso, procedemos a su
eliminacién e reiniciaremos el proceso metodolégico con un individuo menos ya que,
si no, podria afectar en la eleccién del modelo lineal retenido. Este punto estd
desarrollado en uno de los dos ejercicios propuestos en esta nota.

La distancia de COOK segiin indican PALM y IEMMA (27), es una funcién
creciente del cuadrado del residuo y de una medida del alejamiento del individuo en
relacion al, centro de gravedad —de la nube de puntos— en el espacio de las variables
explicadas, siquiera si su regresion comporta un término independiente. Esta distancia
estd directamente relacionada con la distancia de MAHALANOBIS entre un indivi-
duo y el vector de las medias (30). Una exposicién didictica de la distancia de
MAHALANOBIS se encuentra en DAGNELIE (1977, pp. 227-250). Para una expo-
sicién exhaustiva ver el articulo de MAHALANOBIS (25).

Deteccion de una eventual dependencia de los errores.

Entre el test de DURBIN y WATSON vy el test de BREUSCH-GODFREY, hemos
retenido este (iltimo dado que, mientras el primero s6lo permite detectar una autoco-
rrelacién de orden | el segundo, permite contrastar una autocorrelacién de orden su-
perior a 1. El test de BREUSCH-GODFREY se basa en la ley de probabilidad de la
¥ de Helmert (1985). El desarrollo de este test, asi como, una comparacién con el
DURBIN y WATSON, se encuentra —de forma didactica— en BOURBONNAIS
(1998, pp. 116-120). Para una exposicién exhaustiva del test de BREUSCH-GODFREY
revisar (8,22).

Test para detectar la normalidad de los errores.

Entre los tests de asimetria y kurtosis, y el test de JARQUE y BERA, retenemos
el de JARQUE y BERA dado que, esta fundamentado en la nocién de asimetria y de
kurtosis. Este test, permite verificar la normalidad de una distribucién estadistica. El
test de JARQUE y BERA, al igual que el test de FARRAR y GLAUBER, se basan en
la ley de probabilidad de la %* de Helmert (1985). El desarrollo de este test, se encuen-
tra —de forma diddctica— en BOURBONNAIS (1998, p. 220). Para una exposicion
exhaustiva del test ver los articulos de JARQUE y BERA (4,5).

El proceso metodolégico contintia en el caso que estos dos test den negativos,
6. Elegir como segunda variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-

cién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la primera
elapa— sea maAximo.

275



X, X, Xy ; ; X

e' I r

eULY, Xy re"”w ek,

6. Consideremos que la variable elegida ha sido la x,.
7. Contrastar, si el coeficiente de correlacién pblacional entre la variable residual
estimada —en la primera etapa— y la variable explicada elegida es —significativa-

mente— diferente de cero.

La regla general de decisién asociada al test de hipdtesis bilateral —para el coefi-
ciente de correlacién poblacional— que a continuacién presentamos,

Huipenm‘xz = ()

Hl:p@tl).xz #0

adaptada a nuestra nomenclatura es la siguiente:
=1 L) -1
0 &, X o
Si FT (HQMJE n-2———==xg FT (l‘f) se acepta H,
n-2 { 1- I‘;mm ) n-2
Ll

-1 et -1
o e, X o
Si FT 2(2)} n-2——i— :’FT 2(1—5} se acepta H,
n—

o

Fr,, (3] Fr, o -3)

representan las funciones inversas de la funcién de distribucién de la variable aleatoria
T de Student-Fisher con n-2 grados de libertad para un drea de

04 B ¢ 4 )
5 ¥ 1-2 respectivamente,

El proceso de eleccién de variables contintia mientras que, se vaya rechazando la
hipétesis nula. Consideraremos que se rechaza la hipétesis nula para que el proceso
contintie.
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& El modelo lineal, bajo la forma matricial, a dos variables explicativas y, n
observaciones —en la segunda etapa— puede escribirse de la siguiente forma:

2 /

v Lxy %, S
(2)

¥e) I Xy Xy, |[ Po gl

=l . |BP |+

(2)

. . Bz '

Y1(|2) 1 Xar Xz, 6512)

Para evitar posibles reiteraciones, el significado de las matrices que aparecen en
este férmula es el mismo que en la primera etapa. Lo tinico que varfa son: las dimen-
siones de la matriz de datos y la de pardmetros.

A partir de este modelo, pretendemos estimar el vector no aleatorio —no observa-
ble— que contiene los pardmetros del modelo lineal a estimar B

(2)
BO = {3?:)

pe

Para ello, aplicamos el método de minimos cuadrados ordinarios (MCOQ) y obtenemos,
: e\ l l l K J [ IT J

(2) o (2) | = non M) i (2)
P g(' [Xtrz)ln xtrz)x(z) X@) Y

Dado que [3”3 es funcién de ym, éste, es un vector aleatorio y, por lo tanto, sus
componentes mf', ﬁ‘f) y ﬁgz’, son variables aleatorias. Si en esta expresién sustituimos
el vector aleatorio —observable— y”) por un vector concreto, obtendremos las esti-
maciones de los pardmetros. Bi¥, B{”y B'?. Estas estimaciones las expresamos por:
«,,Elz), ﬁwilzl y Ig;(z)'

Finalmente el modelo estimado —en la segunda etapa— se expresa en la siguiente
manera,

y'® = m(l) & ﬁ'l"("')x, o+ [3 1%,

9. Cailculo de los siguientes indicadores
* residuos
* residuos normalizados
* residuos estudentizados

* distancia de Dennis R. COOK
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Para la i-ésima observacion el residuo correspondiente —en la segunda etapa— se
expresa de la siguiente manera: e®)

Dado que, en esta etapa se aplican las mismas férmulas que en la primera, omi-
timos las férmulas para el cdlculo de los nuevos indicadores.

Si en esta etapa, hubiese habido al menos un individuo atipico cuya distancia de
COOK es mayor que 1, habria que eliminarlo y, reiniciar el proceso metodolégico con
un individuo menos.

10, Elegir como tercera variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la segunda
etapa— sea maximo.

- ) X4 X4 ' X

2, L o 12,3, Ie"l!v,xl, e, £ AR

11. Consideremos que la variable elegida ha sido x,.

12.  Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada en la segunda etapa y la variable explicada elegida es —significativa-
mente— diferente a cero.

Igualmente, dado que, en esta etapa se aplican las mismas férmulas que en la
primera, omitimos las férmulas que nos permiten tomar la decisién de seguir rechazan-
do la hipétesis nula.

El proceso de eleccién de variables continuard mientras se vaya rechazando la
hip6tesis nula, Consideremos que se rechaza la hipdtesis nula para que el proceso
continte,

13. El modelo lineal, bajo la forma matricial, a tres variables explicativas y, n
observaciones —en la tercera etapa— puede escribirse de la siguiente forma:

v )
yfa) 1 %y X3 X3 B =y
}}3) 1 Xy Xy Xy ty ey’
= - by [+

: ) .
y(;!) I X X2 X ﬂl Es-.”
n

A partir de éste modelo, pretendemos estimar el vector no aleatorio —no observa-
ble— que contiene los pardmetros del modelo lineal a estimar: gLy

(3)
0
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Para ello, aplicamos el método de minimos cuadrados ordinarios (MCO) y obtene-

mos,
()
0
3 (3) T T =Ly
ﬁ(_-”_ I-"| _ ln']n Inx(_ﬂ ] y3
gy T T T T
|31 x(m]n xu)xm X(.’»)
2 (3)
2

Dado que [3“' es funcion de y’, éste, es un vector aleatorio y, por tanto, sus
componentes [3””, “’ |3“ B”’ son vauables aleatorias. Si en esta expresién sus-
tituimos el vector aleatol io —obqeivable— y' por un vector concreto, obtendremos las
estimaciones de los par’imetros |3 M, g, Bl y U Estas estimaciones las expresa-

mos pOl B,H’ -.HI’ ﬂ“ y ﬂ

Finalmente el modelo estimado —en la tercera etapa— se expresa de la siguiente
manera:

yw-m BI(! + B.“)X +Bwu X, + ﬁ'._';('”xj
14, Calculo de los siguientes indicadores;
* residuos
* residuos normalizados
* residuos estudentizados
* distancia de Dennis R, COOK

Para la i-ésima observacion el residuo corrspondiente —en la tercera etapa— viene
dado mediante la siguiente expresion e

Dado que, en esta etapa se aplican las mismas férmulas que en la primera etapa,
omitimos las formulas para el cilculo de los nuevos indicadores.

Si en esta etapa hubiese habido al menos un individuo cuya distancia de COOK es
mayor que | habria que eliminarlo y reiniciar el proceso metodoldgico con un indivi-
duo menos.

15.  Elegir como cuarta variable explicativa aquella cuyo coeficiente de correla-
cion lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la tercera
etapa— sea mdaximo.

“(3) - .
IL"".:\\. r l'c H'.x“

a1nx; BN,
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16. Consideramos que la variable elegida ha sido la x,.

17.  Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada —en la tercera etapa— y la variable explicada elegida es —significati-
vamente— diferente de cero.

Dado que, en esta primera etapa se aplican las mismas férmulas que en la primera
etapa, omitimos las férmulas que nos permiten tomar la decisién de seguir rechazando
la hipétesis nula.

El proceso de eleccién de variables se detiene dado que, aceptamos la hip6tesis
nula.

Asi pues, la ecuacién de regresién lineal estimada retenida, se expresa de la si-
guiente manera:

y-h(.ﬂ = Bg(‘s) +ﬁ-|«(:i)x] + ﬁ;(asz +ﬁ’;(3)x3

Consideraciones sobre el nimero de variables explicativas

Estudios realizados por FURNIVAL y WILSON (1971, 1974) recomiendan que,
cuando el nimero de variables explicativas es superior a 40, es aconsejable utilizar la
técnica de la regresién en componentes principales que a su vez, actia contra las
variables que estin —significativamente— correlacionadas entre si. Independiente-
mente del nimero de variables explicativas LEBART, MORINEAU y PIRON (1995,
pp- 233-237) recomiendan la realizacién de la regresion considerando, como variables
explicativas, las componentes principales mds significativas.

Consideraciones sobre la validez de los resultados de una regresién

Entre los dos criterios que miden la calidad de una ecuacién de regresién: 1, la
desviacién tipica residual y 2, el coeficiente de determinacién muiiltiple ajustado, el
segundo, puede conducir a errores de interpretacién ya que, la ecuacién que tiene el
coeficiente de determinacién miltiple mas grande, no tiene —necesariamente— la
varianza residual mas débil. El valor mds elevado del coeficiente puede ser debido, en
efecto, a una varianza mas grande de las variables explicadas.

Para evitar la situacién de que la varianza residual estimada pudiera dar —en la
prictica— una idea demasiado optimal de la calidad de la ecuacion de regresion-
cuando los mismos datos sirvan para establecer la ecuacién y cifrar su prevision reco-
mendamos, «técnicas basadas en la separacién de los datos en dos o méds conjuntos y
en la validacion cruzada». La solucién més directa consiste en, repartir los datos en dos
grupos: un grupo servird para determinar el modelo y, el otro para apreciar la calidad
del modelo, calculando —por ejemplo— el cuadrado medio del error de prediccién, si
el objetivo fuera el de definir la calidad predictiva del modelo, Esta validacién es
aceptada si el tamafio de la muesira es suficiente. SNEE (1977) considera que, el
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tamafio debe ser superior a 2p+20, siendo p el mayor gran ndmero de coeficientes,
susceptibles de ser introducidos en la ecuacion.

Nota: el modelo es correcto si los residuos reducidos estimados se encuentran entre
-2 y 2 tal como indican TOMASSONE vy colaboradores (1992, p. 24).

Ejercicios destinados a ilustrar el proceso metodolégico

Los dos ejercicios que tratamos, no constituyen mds que, un soporte —practico—
destinado a ilustrar los principios expuestos.

Primer ejercicio

En este ejercicio aplicamos el proceso metodolégico propuesto y observamos que,
el test de FARRAR y GLAUBER conduce a resultados distintos cuando variamos
ligeramente el nivel de signifcacion,

Proceso preparatorio al procedimiento metodolégico

1. Construccién de la tabla de datos originales

X Xij X X
15 1 2 3
31 2 5 6
37 3 6 7
49 4 7 10
57 5 9 11

2. Construccidén de la matriz de correlaciones de BRAVAIS-PEARSON entre las
variables explicativas.

X X, Xy
% 1 0,9774 0,9853
X, — 1 0,9751
X, — — 1

3. Test de deteccién de una posible presuncién de multicolinealidad.,

Como resultado de la aplicacion de la regla general de decision del test de FA-
RRAR y GLAUBER concluimos que, para:
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a) un nivel de significacién de 0,05
12,3944 < 12,592

y por tanto, aceptamos la hipétesis nula; es decir, no hay presuncién de multicoli-
nealidad.

b) un nivel de significacién de 0,01
12,3944 > 10,645
y por tanto, rechazamos la hipétesis nula; es decir, hay presuncién de multicolinea-
lidad.
Fases del procedimiento metodolégico

1. Elegir como primera variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal con la variable explicada sea el mdximo.

X X, Xy

y 0,9903 0,9893 0,9969

2. La variable elegida ha sido la x,.
3. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable
explicada y la variable explicativa elegida, es —significativamente— diferente a

Cero,

El test de hipétesis que hay que realizar es el siguiente,
Ho:Py,XJ, =0

H:J:py’xj #0

Como resultado de la apliacién de la regla general de decision de dicho test con-
cluimos que, como:

=3,182 = 21,9459 > 3,182

Para un nivel de significacién de 0,05 rechazamos la hipétesis nula y, por con-
siguiente, el proceso de eleccién de variables continda.

4. El vector aleatorio B! en nuestro caso concreto, estd definido de la siguiente
manera:
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A ) M
B’) (.S 37y (111 1 1Y%
g0 7137 315) (36 7 10 11)| V3,
3 y?
yﬁi)

Haciendo las operaciones de inversién y multiplicacién de matrices deducimos
facilmente que,

vy
»-(I) ygl)
( | (204 93 56 -55 -92\ "}
g0 )T 206(-22 -7 -2 13 18 Y3
3 (1)
¥y
y?

Por consiguiente, la estimacién de dicho vector se calcula sustituyendo el vector

aleatorio —observable— y

()

B
B:0 )~ 206

Llegando al resultado final:

1

|

204 93 56 -55 -92 g}?
22 -7 -2

13

Bi0) (10,3689
mm 5,0583

por el vector realizacion.

15

18 29

7

De lo que se desprende que, la ecuacién de regresion estimada, adopta la siguiente

forma:

v =0,3689+5,0583 x,

5. El cileulo de las estimaciones de los cuatro indicadores expresados —en la
primera etapa— se refleja en la siguiente tabla:

Residuos Residuos Residuos Distancia de
Y, : normalizados | estudentizados COOK

estimados i ; :

estimados estimados estimada

15 -0,5438 -0,3650 -0,6353 0,4005
31 0,2813 0,1888 0,2177 0,0078
37 1,2230 0,8208 0,9199 0,1084
49 -1,9519 -=1,3100 -1,6427 0,7725
o7 0,9898 0,6643 0,9534 0,4818
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El hecho de que, no se detecte ninguna distancia de COOK superior a 1 nos indica
que «no hay ningin individuo atipico» y, por consiguiente, no es necesario reiniciar
el proceso metodolégico.

6. Elegimos como segunda variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de co-
rrelacién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la
primera etapa— sea méximo.

X X5 X,

e" 0,1016 0,2172 0,0000

7. La variable elegida ha sido la x,.

8. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada —en la primera etapa— y la variable explicada elegida es —significa-
tivamente— diferente de cero.

El test de hip6tesis que hay que realizar es el siguiente:

Hy:p 0

ew-m.xz =

Hiip gy #0

Como resultado de la aplicacién de la regla general de decisién de dicho test
concluimos que, como:

-3,182 < 0,3854 < 3,182

Para un nivel de significacién de 0,05 aceptamos la hipétesis nula y, por consi-
guiente, el proceso de eleccién de variables se para.

Asi pues, el modelo estimado se expresa por,

vy =0,3689 + 50583 x,
Segundo ejercicio
En este ejercicio, aplicamos el proceso metodolégico bajo dos situaciones,
Primera: consideramos —«a prioris— que, no hay ningiin individuo atipico.

Segunda: consideramos que en el supuesto de existencia de atipicidad individual se
reiniciard el proceso.

Primera situacién: en este ejercicio, vamos a mostrar —tan s6lo— el proceso
metodolégico, sin la inclusién de los tres tests de hip6tesis, contenidos en el proceso
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metodolagico: test de FARRAR y GLAUBER, test de BREUSCH-GODFREY y test
de JARQUE y BERA. El cilculo de la distancia de COOK, también la hemos omitido
ya que, hemos considerado «a priori» que no hay ningiin individuo atipico.

Proceso preparatorio al procedimiento metodolégico

1. Construccién de la tabla de datos originales

Yi . Xiz %
1 -3 5 -
0 3 0 1
0 -1 3 1
I 0 —4 0
2 1 =3 -1
3 2 0 -1
3 3 5 1

2. Construccién de la matriz de correlaciones de BRAVAIS-PEARSON entre las
variables explicativas.

X X3 X
X 1 0 0
X, — 1 0
%y — - 1

Fases del proceso metodolégico

1. Elegir como primera variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal con la variable explicada sea el méximo,

X, X5 X3

y 0,8489 0,3501 -0,3930

2. La variable elegida ha sido la x,.

3. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable expli-
cada y la variable explicativa elegida es —significativamente— diferente de cero.
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El test de hipétesis que hay que realizar es el siguiente.
I*If,:pyﬂ,(l =0
Hipyx #0

Como resultado de la aplicacién de la regla general de decision de dicho test
concluimos que, como:

2,015 = 3,5913 = 2,015

Para un nivel de significacién del 0,1 rechazamos la hipdtesis nula y, por con-
siguiente, el proceso de eleccién de variables continda.

4. El vector aleatorio B“), en nuestro caso concreto, estd definido de la siguiente
manera:

| -3 T y(l)
Bl
50Y (7 oyl 1] |y
-G8 %
i 1 1 y
1 2 yflz
1 3 y§|3

Haciendo uso de las operaciones de inversién y de multiplicacién de matrices
deducimos ficilmente que,

m
Yi

e
b 41

(1)
Ya

(1)
¥s
¥

(1
Y2

gl) _I l
AEI) —"7

Ja Bk R = O s = B R

Por consiguiente, la estimacién de dicho vector se calcula sustituyendo el vector
aleatorio —aobservable— y'" por el vector realizacién.
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B 1,
ﬁ:m .

RSERTUR S SR NN o T G [ N I e
WL R = o —

Llegando al resultado final,

i) (1,4286
BT(” 10,5000
De lo que se desprende que, la ecuacién de regresién estimada —en la primera
etapa— adopta la siguiente forma,

v = 1,4286+ 0,5000 x,

5. Cilculo del vector residuos estimado —en la primera etapa— mediante la
ecuacion de regresion.

1,0714
~0,4286
-0,9286
eV = | 04286
0,0714
0,5714
0,0714

6. Elegir como segunda variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la primera
etapa— sea mAximo.

X, X, %

e'P 0,0000 0,6623 -0,7406




7. La variable elegida ha sido x,.

8. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada —en la primera etapa— y la variable explicativa elegida es —signifi-
cativamente— diferente de cero.

El test de hipdtesis que hay que realizar es el siguiente.
Hu:pc 0

H':pe"‘[”.x;, #0

W(”vxl =

Como resultado de la aplicacién de la regla general de decisién de dicho test
concluimos que, como:

2,015 = 2,4645 =2,015

Para un nivel de significacién del 0,1 rechazamos la hipétesis nula y, por con-
siguiente, el proceso de eleccién de variables contimia.

9. El vector aleatorio [5‘2), en este caso concreto, estd definido de la siguiente
manera,

(2)

" ¥i
1-3 -1y @

i 2 1
53 (2) - ygi)
0 7 0 0 ] -1 ] (2)
B |=lo28 0] |1 0 of|”2
o) o 06) 1 1 1]
3 (2)
12 1|
13 1) |y
v

Haciendo uso de las operaciones de inversiéon y de multiplicaciéon de matrices
deducimos facilmente que,
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2)
Y

¥

1
7
!
=
1

BDY |7 28 6|y

B |= ; 0 0y

BY) 1 1 ||y

7 28 6||y

1 2 | 2

AR T

7

1

7

Por consiguiente, la estimacion de dicho vector se calcula sustituyendo el vector
aleatorio —observable— y' por el vector realizacién.

1.3 ¥
7 28 6
o2 1
7 "28 6| (1
n r 2 lile
i ? 28 6|9
qe(2)
=l= 0o of|1
,f i
O R A s
7 28 6|3
12 118
7 28 6
131
7 28 6

llegando el resultado final,

A

By 1.4286
B =] 05000
g | (05000

De lo que se desprende que, la ecuacién de regresion estimada —en la segunda
etapa— adopta la siguiente forma.

v = 1,4286 +0,5000 x, - 0,5000 x,
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10. Cilculo del vector residuo estimado —en la segunda etapa— mediante la
ecuacion de regresion.

0,5714
0,0714
-0,4286
e’® =| -0,4286
-0,4286
0,0714
0,5714

11. Elegir como tercera variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual —en la segunda etapa—
sea méximo.

X X,

e 0,0000 0,9901 0,0000

12.  La variable elegida ha sido la x,

13. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada —en la segunda etapa— y la variable explicativa elegida es -significa-
tivamente— diferente de cero.

El test de hipétesis que hay que realizar es el siguiente:

Hn:pem(z"xz —_ 0

H‘:pe““’-’.xz #0

Como resultado de la aplicacion de la regla general de decision de dicho test
concluimos que, como:

2,015 = 15,6926 < 2,015

Para un nivel de significacién del 0,1 rechazamos la hipétesis nula y, por con-
siguiente, el proceso de eleccién de variables continda.

14.  El vector aleatorio ﬂ(;”, en nuestro caso concreto, estd definido por la siguien-
te manera.
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&) (7 00 o)
BP| (028 0 0
50710060
A1) 0 0 084

()
Yi

v

(1
Ys

(3

¥y
(3)

¥s

(3)
y\‘)

)
Y7

1-3-15
1210
1-11-3
1 00-4
1 -1 -3
2-10
3 1 &

|
1
1

haciendo uso de las operaciones de inversion y de multiplicacién de matrices deduci-

mos facilmente que,

13
7 28
1 2
7 28
3 (3) l _l
AMEESET
e
s |=l7 O
3
R(3) l _]_
4 7 28
2
7 28
3
7 28

]

(]

T

1 3

6 54

|

— 1)

z 9| [

1 3]s

6 24 ygl)

0 -— (3)
24 y:ﬂ

| 3 s

6 84|yt

% o |y

L5

6 84

Por consiguiente, la estimacién de dicho vector se calcula sustituyendo el vector
aleatorio —observable— y' por el vector realizaci6n.

13
7 98
1 2
7 28

7 4(3) l l

i 7 28

“(3) 1

l — a—

RONENE

3

aqn | |1 L

2 7 28
2
7 28
1 3
7 28

15y
"6 54
1
6 ]
1,300
68‘:‘0
b «—| |1
84
132
6 843
I 3
== 0
6
L5
6 84
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llegando al resultado final,

()

0 1,4286
B 10,5000
“;m ~ | =0,5000

(1) 0,1190
2

de lo que se desprende que, la ecuacién de regresion estimada —en la tercera etapa—
adopta la siguiente forma,

y'® = 1,4286+ 0,5000 x, - 0,5000 x, + 0,1190 x,

El vector residuo estimado —en la tercera etapa— mediante la ecuacion de regre-
sion es;

-0,0236

0,0714
=-0,0716
e'¥=| 00474
-0,0716

0,0714
-0,0236

Comentario

La entrada progresiva de las variables en la ecuacién de regresién, es funcién del
nivel de significacion. De tal manera que, cuando el nivel de significacién aumenta, es
posible la entrada de mds variables. en concreto, cuando:

— el nivel de significacién es 0,01 no entra ninguna variable,

— el nivel de significacién es 0,05 entra la x,.

— el nivel de significacién es 0,1 entran las tres en el siguiente orden: 1° x,,
2% %, ¥ 37 x,.

Segunda situacion: consideramos que hay individuos atipicos y, por consiguiente,
reiniciaremos el proceso metodolégico,
Proceso preparatorio al proceso metodologico

Omitimos este proceso ya que es el mismo que en la primera situacién.
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Fases de proceso metodologico

Omitimos las cuatro primeras fases ya que son lag mismas que en la primera

situacion.

1. Laecuacién de regresion estimada —en la primera etapa— adopta la siguiente

forma:

v =1,4286+0,5000 x,

2. El cdlculo de las estimaciones de los cuatro indicadores expresados —en la
primera etapa— se refleja en la siguiente tabla.

Pt Resic.luos Resid'uos Distancia de

Y e normahzados estudfanuzados CQOK
estimados estimados estimada

1 1,0714 1,4541 1,9887 1,7104%

0 -0,4286 -0,5817 —0,6883 0,0948

0 -0,92806 -1,2603 -1,3905 0,2102

1 -0,4286 -0,5817 -0,6283 0,0329

2 0,0714 0,0969 0,1110 0,0013

3 0,5714 0,7755 0,9176 0,1684

3 0,0714 0,0969 0,1324 0,0076

Teniendo en cuenta el criterio adoptado sobre la distancia de COOK, eliminamos

el primer individuo.

Reinicializacion del proceso metodolégico

3. Construccién de la nueva matriz de datos

¥, Xij X X
0 -2 0 1
0 -1 -3 1
1 0 —4 0
2 l -3 -1
3 2 0 -1
3 3 5 I

293



4, Construccion de la matriz de correlaciones de BRAVAIS-PEARSON entre las
variables explicativas.

X| Xz Xy
X, 1,0000 0,5649 -0,3806
X, — 1,0000 0,3583
Xy - — 1,0000

Fase del procedimiento metodolégico

1. Elegir como primera variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de correla-
cion lineal con la variable explicada sea el maximo.

X Xy X,

y 0,9695 0,5477 -0,5165

2. La variable elegida ha sido la x,

3. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable expli-
cad vy la variable explicativa elegida es —significativamente— diferente de cero

El test de hipdtesis que hay que realizar es el siguiente:

Hypyx, =0
Hipyx, #0

Como resultado de la aplicacién de la regla general de decisién de dicho test
concluimos que, como:

-2,132 = 7,9113 > 2,132

Para un nivel de significacién del 0,1 rechazamos la hipétesis nula y, por con-
siguiente, el proceso de eleccién de variables continda.

4. La ecuacién de regresion estimada —en la primera etapa— adopta la siguiente
forma:

v =1,1420 40,7143 x,

5. El cdleulo de las estimaciones de los cuatro indicadores expresados —en la
primera etapa— se refleja en la siguiente tabla.
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Badidisg Resic?uos Resjd_uos Distancia de
Y i normalizados | estudentizados COOK
SStmaos estimados estimados estimada
0 0,2857 0,7559 1,0443 0,5998
0 ~0,4286 -1,1340 -1,3506 0,3821
1 -0,1429 -0,3781 -0,4177 0,0193
2 0,1428 0,3778 0,4174 0,0192
3 0,4285 1,1337 1,3502 0,3819
3 —0,2858 =0,7562 -1,0956 0,6602

Teniendo en cuenta el criterio aportado por la distancia de COOK, no eliminamos
ningln individuo y, por consiguiente seguimos el proceso metodolégico.

6. Elegimos como segunda variable explicativa, aquella cuyo coeficiente de co-
rrelacién lineal de BRAVAIS-PEARSON con la variable residual estimada —en la
primera etapa— sea maximo,

X Xy

gt ~0,0001 0,0000 -0,6017

7. La variable elegida ha sido la x,.

8. Contrastar, si el coeficiente de correlacién poblacional entre la variable resi-
dual estimada —en la primera etapa— y la variable explicativa elegida es —signifi-
cativamente— diferente a cero.

El test de hipétesis que hay que realizar es el siguiente,

Hn5pcql:lx,‘ =0
H;: 0
3P w

A, ©

Como resultado de la aplicacién de la regla general de decisién de dicho test
concluimos que, como:

-2,132 < 1,5067 < 2,132

Para un nivel de significacién del 0,1 aceptamos la hipétesis nula y, por consi-
guiente, el proceso de eleccién de variables se para.

Por lo tanto, la ecuacién de regresién estimada es,
y""'=1,1429+0,7143 x,
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Comentarios

El hecho de que, hayamos reiniciado el proceso de eleccién de variables por la

eliminacién de individuos atipicos, nos conduce a un resultado de interés, en cuanto
a las variables retenidas en la estimacién de la ecuacién de regresion. En lugar de haber
retenido tres variables: X, X, ¥ X, hemos retenido una variable: x,. Aunque, sin duda
alguna, con las tres variables obtenemos una varianza residual menor que con una,
sim embargo, consideraremos el caso de una ya que, esta nos aporta resultados
satisfactorios, en cuanto a la estimaci6n se refiere.

«La estimacion de la varianza residual con una variable habiendo eliminado

individuos atipicos es al menos dos veces menor que, la estimacién de la varianza
residual con dos variables, sin haber eliminado individuos atipicoss.

(n

(3)

)

(3)

(6)
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