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NEFROTOXICIDAD ASOCIADA A LA COMBINACION
DE CISPLATINO E INHIBIDORES DEL PUNTO

DE CONTROL INMUNITARIO. ESTUDIO
HISTOPATOLOGICO

Nephrotoxicity Associated with the Combination
of Cisplatin and Immune Checkpoint Inhibitors.
Histopathological Study

Julia AUSIN; Javier TASCON; Alfredo G. CASANOVA; Laura VICENTE-VICENTE; Ana
I. MORALES; Marta PRIETO

Area de Toxicologia. Departamento de Fisiologia y Farmacologia. Universidad
de Salamanca. Campus Miguel de Unamuno. 37007 Salamanca

*Correo-e: martapv@usal.es

RESUMEN: La introduccién en terapéutica de los inhibidores del
punto de control inmunitario (anti-CTLA-4 y anti-PD-1) como terapias
dirigidas (inmunoterapia) han mejorado el perfil de eficacia y seguridad
de los tratamientos oncoldgicos. Sin embargo, estos no estdn exentos de
producir efectos adversos, entre los que se encuentran las lesiones renales. El
objetivo de este trabajo fue la evaluacion histoldgica del dafio renal asociado
a anti-CTLA-4 y anti-PD-1 en combinacién con cisplatino, en un modelo
murino. Se disefié un modelo experimental en ratones C57BL/6 tratados con
la terapia combinada de anti-CTLA-4 y anti-PD-1, asi como terapia triple
combinada de anti-CTLA-4, anti-PD-1 y cisplatino. Se incluyeron también
grupos tratados con las monoterapias de los firmacos y un grupo control.
Tras el sacrificio (dia 6) se realizaron cortes histoldgicos renales y se tifieron
con hematoxilina-eosina. La evaluacidn del dafio renal histoldgico se realizé
de forma ciega siguiendo un protocolo de cuantificacion de lesién tisular
basado en una escala numérica. Los datos obtenidos fueron analizados con
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el programa estadistico SPSS. Los resultados mostraron dafio renal tubular
significativo asociado a la terapia combinada de cisplatino con anti-CTLA-4y
anti-PD-1, potenciando estos tltimos el dafio producido por el cisplatino en
monoterapia. Este modelo permitird investigar los mecanismos de toxicidad
involucrados, asi como identificar posibles biomarcadores urinarios que se
asocien con el dafo renal producido por estas terapias.

Palabras clave: inhibidores del punto de control inmunitario (ICL);
cisplatino; terapia combinada; dafio renal; cuantificacion histoldgica.

ABSTRACT: The introduction of immune checkpoint inhibitors
(anti-CTLA-4 and anti-PD-1) as targeted therapies (immunotherapy) has
improved the efficacy and safety profile of cancer treatments. However,
they are not free of adverse effects, including renal injury. The aim of this
work was the histological evaluation of renal damage associated with
anti-CTLA-4 and anti-PD-1 in combination with cisplatin in a murine
model. An experimental model was designed in C57BL/6 mice treated
with combined anti-CTLA-4 and anti-PD-1 therapy, as well as combined
triple therapy of anti-CTLA-4, anti-PD-1 and cisplatin. Groups treated
with the drug monotherapies and a control group were also included. After
sacrifice (day 6), renal histological sections were performed and stained with
haematoxylin-eosin. Histological renal damage assessment was performed
in a blinded fashion following a tissue injury quantification protocol based
on a numerical scale. The data obtained were analysed using SPSS statistical
software. The results showed significant renal tubular damage associated
with the combined therapy of cisplatin with anti-CTLA-4 and anti-PD-1,
the latter enhancing the damage produced by cisplatin monotherapy. This
model will allow us to investigate the mechanisms of toxicity involved, as
well as to identify possible urinary biomarkers associated with the renal
damage produced by these therapies.

Keywords: Immune checkpoint inhibitors (ICIs); cisplatin; combination
therapy; renal damage; histological quantification.

INTRODUCCION

Los qu1m1oterap1cos constltuyen un grupo muy amplio de firmacos que basan

su accién en el efecto citotéxico que producen de manera inespecifica en células
que se encuentren en divisién activa. Dentro de ellos, los compuestos platinados
son qulmloteraplcos del grupo de los agentes alqullantes cuyo mecanismo de
accién produce cambios en la estructura helicoidal del dcido desoxirribonucleico
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por afectacién del proceso de replicacién y transcripcién, conduciendo a la muerte
celular programada o apoptosis (Ldpez et al., 2013). La efectividad de este tipo de
terapias se ve comprometida por su elevada toxicidad hacia células no neopldsicas.
En concreto, el uso de platinados conlleva una elevada tasa de nefrotoxicidad
asociada, entre otras causas, al efecto de su metabolito aniénico de tipo tiol, que

constituye una potente nefrotoxina. Asf mismo, se han descrito mecanismos que
agravan esta nefrotoxicidad como procesos de inflamacidn, estrés oxidativo, el
aumento de los niveles nucleares del gen p53 o el aumento de la expresion de la
enzima gamma glutamil transferasa en células renales (Calder6n-Ospina et al.,
2011). En consecuencia, los tdbulos distales y el aparato yuxtaglomerular se verdn
afectados pudiéndose originar dafio renal agudo por necrosis tubular extensa vy,
en tratamientos mds prolongados, afectacidn intersticial secundaria conduciendo
a enfermedad renal crénica (Ricaurte-Sarabia y Villalobos, 2019).

Los inhibidores del punto de control inmunitario o ICI son un grupo de
firmacos considerados como terapias dirigidas frente al cdncer. Estos forman
parte de la estrategia terapéutica denominada inmunoterapia, la cual actia sobre
la capacidad de evasion del sistema inmune que presentan las células neoplasicas,
ya que, debido a su elevada inestabilidad genética, la progresiéon tumoral se guia
por la capacidad de adaptacidn selectiva al microambiente tumoral. Este proceso
de inmunoedicién conlleva la reduccién de la inmunogenicidad de estas células.
Asi mismo, se produce un efecto inmunosupresor por la expresiéon en membrana
y/0 secrecion de moléculas con esta actividad y por el aumento del reclutamiento
de células mieloides y linfoides en el microambiente tumoral (Vasquez et al., 2020).
Como terapias dirigidas, los ICI estin disefiados para actuar sobre dos dianas espe-
cificas expresadas sobre la membrana de las células tumorales: CTLA-4 (antigeno
4 asociado a linfocitos T citotdxicos) y PD1 (proteina 1 de muerte celular progra-
mada) o PD-L1 (su ligando). Asi, se han desarrollado anticuerpos monoclonales
capaces de identificar estos antigenos y bloquearlos. Por un lado, el ipilimumab
con actividad anti-CTLA-4 provoca la desactivacion de la sefial inhibidora de la
célula T, favoreciendo la activacion y proliferacion de las células T efectoras. Por
otro lado, pembrolizumab y nivolumab con actividad anti-PD1 y atezolizumab y
avelumab con actividad anti-PD-L1 acttian aumentando la respuesta de las células
T antitumorales, bloqueando la interaccién entre PD1 y PD-L1, evitando asi la
inactivacién de las células T (Darvin et al., 2018).

Los ICI han mejorado el perfil de eficacia y seguridad de los tratamientos
oncoldgicos. Sin embargo, el aumento de la respuesta inmunitaria frente al tumor
producido por el uso de estos firmacos también se asocia a un conjunto de efectos
secundarios denominados acontecimientos adversos relacionados con el sistema
inmunitario (IRAE), siendo estos principalmente diarrea, colitis, hepatitis, toxi-
cidad cutdnea y endocrinopatias como hipofisitis y disfuncién tiroidea. Aunque
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la lesién renal asociada a estos firmacos no es frecuente, si se reconocen dentro
de los iRAE algunos fenémenos como la elevacién de la creatinina, la nefritis
autoinmune o la nefritis intersticial (Spain ez al., 2016). En la actualidad es habitual
que los ICI se indiquen en tratamiento combinado con otras estrategias terapéu-
ticas como la quimioterapia. A pesar de presentar un efecto sinérgico a nivel de
accién farmacoldgica, su combinacién también resulta en una potenciacién de la
toxicidad producida de manera individual por cada uno de los firmacos. Por este
motivo, la adicion de qu1m10terap1a adyuvante a la inmunoterapia debe hacerse
a dosis bajas y utilizando un dnico principio activo para minimizar los efectos
secundarios (Welsh et al., 2021).

El dafio renal derivado de estas terapias puede conllevar alteraciones renales
funcionales y estructurales. El diagnéstico del dafio funcional se evalia mediante
los biomarcadores plasmadticos y urinarios, entre los que se encuentran los biomar-
cadores cldsicos (creatinina y urea) y los tempranos o subclinicos (NGAL, KIM-1,
albiimina..., entre otros) (Abril ez al., 2023); por otra parte, el diagnéstico del dafio
estructural se lleva a cabo a través del examen histopatoldgico. Para su realizacion
es necesaria una biopsia, técnica que resulta altamente invasiva para el paciente y
no exenta de complicaciones. Sin embargo, en la actualidad para diagnosticar el
dafio renal por ICI es necesaria dicha biopsia, ya que los biomarcadores no son
especificos del dafio producido por estos firmacos. Asi mismo, en el contexto
del tratamiento del paciente oncoldgico es necesario el diagnéstico etioldgico del
dafio renal, permitiendo asi personalizar el tratamiento: retirando el firmaco en
caso de dafio o disminuyendo su dosis.

El objetivo del presente trabajo es la caracterizacion del dafio estructural renal
producido por los ICI y el tratamiento combinado de ICI con cisplatino identifi-
cando el tipo de dafio y estudiando cudles son las localizaciones renales afectadas.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Modelo experimental

Se emplearon ratones macho C57BL/6 de 8 semanas y peso medio de 25
gramos. El cisplatino se administré por via intraperitoneal (i. p.) en dosis Gnica
tanto en la terapia individual como en la combinada, mientras que los ICI fueron
administrados diariamente en todos los grupos experimentales, segtin el crono-
grama recogido en la Figura 1. Una vez terminados los tratamientos se llevo a
cabo el sacrificio mediante la inyeccién 1. p. de pentobarbital sédico (100 mg/kg).
Se extirparon ambos rifiones, fijindose uno de ellos en formaldehido (3,7-4,0 %
w/v) para el posterior estudio histoldgico.
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Figura 1. Cronogramas de los modelos experimentales.

2.2. Procesamiento de los ririones

Los rifiones fijados en formaldehido se enviaron al Servicio de Patologia
Molecular Comparada de la Universidad de Salamanca para su procesamiento.
Las muestras se trataron con formol, xilol y alcoholes degradados y se solidifica-
ron utilizando parafina liquida. Para la observacion al microscopio se realizaron
cortes del tejido de 2-3 pm con el micr6tomo, que se sumergieron en agua a 50 °C
para evitar la formacién de pliegues. Posteriormente, se secaron en estufa a 60 °C
durante 30 minutos. Tras el secado se llevé a cabo la tincién hematoxilina-eosina,
tras la cual los nticleos celulares adquieren color azul, los citoplasmas se tifien de
rosa, los glébulos rojos de naranja o rojo y la fibrina presenta un color rosa intenso.

2.3. Evaluacion y cuantificacion del dasio histologico

Tras la tincidn, los cortes se observaron al microscopio éptico Olympus CX31
de campo claro acoplado a una cimara Olympus DP70 (Olympus Optical, Tokyo).
Las fotografias se realizaron con un aumento de 600X utilizando el programa
informatico DPController. Se tomaron en total 280 fotografias correspondientes
alos 5 grupos experimentales indicados en la Figura 1. De cada rifién se tomaron
10 fotografias, 5 de la region cortical externa y 5 de la regién corticomedular.

La evaluacién y la cuantificacién del dafio renal histoldgico se realizaron de
forma c1ega dividiendo cada imagen en 6 dreas iguales. Para cuantificar el dafio
en cada drea se le asign6 una puntuacion de 0 a 3, siendo 0 la ausencia de dafio
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renal, 1 dafio renal inferior a 1/3 del 4rea, 2 dafio entre 1/3 y 2/3 del drea y 3 dafio
superior a 2/3 del drea.

2.4. Tratamiento de los datos y andlisis estadistico

El anilisis estadistico se llevé a cabo con el programa IBM SPSS Statistics 27.0.
Se realiz6 una prueba de Shapiro-Wilk para determinar la normalidad de los datos
y una prueba de Kruskal-Wallis para evaluar diferencias entre muestras (p < 0,05).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

La Figura 2 muestra algunas de las fotografias recogidas para el grupo control
y los diferentes tratamientos. El tratamiento con cisplatino 5mg/kg (Figura 2B)
administrado en monoterapia causd alteraciones leves y puntuales en los tibulos
proximales y distales, con presencia esporddica de contenido proteinaceo en su
interior y existencia de agrandamiento celular, aunque de manera focal. Sin embargo,
para los tratamientos en monoterapia de anti CTLA-4 20mg/kg (Figura 2C) y anti
PD-120mg/kg (Figura 2D) y para la terapia combinada doble de ambos ICI (anti
CTLA-4 20mg/kg/dia y anti PD-1 20mg/kg/dia) (Figura 2E) no se observaron
alteraciones estructurales resefiables a las dosis estudiadas.
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Corteza externa Regién corticomedular

Figura 2. Cortes de tejido renal tefiidos con hematoxilina-eosina. A: control; B:
cisplatino 5 mg/kg; C: anti CTLA-4 20mg/kg; D: anti PD-1 20mg/kg; E: anti
CTLA-4 20mg/kg y anti PD-1 20mg/kg; F: cisplatino 5mg/kg, anti CTLA-4

20mg/kg y anti-PD-1 20mg/kg. Las flechas rojas sefialan dafio tubular distal con
dilatacién tubular, en algunos casos, con depdsitos de material hialino en la luz
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tubular. Las flechas verdes sefialan dafio tubular proximal, también con material
hialino en algunos casos. Las flechas amarillas indican zonas de agrandamiento
nuclear. Los circulos naranjas indican células apoptdticas.

Por su parte, los resultados para la triple terapia combinada de cisplatino e
ICI (cisplatino 5 mg/kg, anti-CTLA-4 20 mg/kg/dia y anti-PD-1 20 mg/kg/dia)
(Figura 2F) presentaban un extenso dafio tanto en los tibulos proximales como
distales, acentudndose tanto la desorganizacion y la destruccién tubulares como
el acimulo de contenido proteinaceo observados en la monoterapia con cispla-
tino. Asi mismo, se detecté una mayor extension de hipertrofia celular e incluso
la existencia de complejos apoptdticos. Estos resultados sugieren una posible
potenciacion del dafio renal, propio del tratamiento con cisplatino, por parte de
los ICL. Cabe destacar que en ninguno de los tratamientos se observé alteracién
en los vasos sanguineos ni en el intersticio y en todos los casos los glomérulos se
encontraban bien conservados.

La Figura 3 recoge la cuantificacién del dafo histolégico. Se observa que
tanto la monoterapia con ICI como la terapia combinada de estos no causan
dafio estructural a la dosis y tiempo de estudio. Estos resultados concuerdan con
los descritos por Spiers ez al. (2019), que indican que la afectacién renal ocurre
raramente con este tipo de terapias.

CuANTIFICACION dafio histolégico global

12

L

H Control
1,0

I
0.2
0,0 -
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CUANTIFICACION dafio histolégico en la corteza externa

#

*
H Control
1,0 m Cisplatino 5mg/Kg

0s m Anti CTLA-4 20mg/Kg

Anti PD-1 20mg/Kg
0,6

B Anti CTLA-4 20mg/Kg + Anti PD-1
20mg/Kg

H Cisplatino 5mg/Kg + Anti CTLA-4 20mg/Kg
+ Anti PD-1 20mg/Kg
- | i

CuAaNTIFICACION dafio histoldgico en la region corticomedular

Dafio histolégico renal
(unidades arbitrarias)

04

02

0,0

$

sk
10
H Control

| Cisplatino 5mg/Kg

e
%

M Anti CTLA-4 20mg/Kg

' Anti PD-1 20mg/Kg
H Anti CTLA-4 20mg/Kg + Anti PD-1
]: 20mg/Kg
m Cisplatino 5mg/Kg + Anti CTLA-4 20mg/Kg
+ Anti PD-1 20mg/Kg
0,0

Figura 3. Cuantificacion del dafio histoldgico. Los simbolos muestran diferencias
significativas respecto al grupo control *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, $ respecto al
grupo anti CTLA-4 (p<0,05), # respecto al grupo anti CTLA-4 + anti PD-1 (p<0,05).

Dafio histoldgico renal
(unidades arbitrarias)
o
&

e
iy

=}
o

La monoterapia con cisplatino 5mg/kg tampoco produce dafio estructural,
sin embargo, se puede observar una tendencia al alza respecto al tratamiento con
inmunoterapia. Esto puede responder a la nefrotoxicidad ampliamente descrita
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del cisplatino que, sin embargo, administrado a una dosis terapéutica para el
ratén, produce un dafio renal minimo (Yao er al., 2007; Méndez et al., 2014). La
terapia triple combinada causa dafio renal estadisticamente significativo respecto
al grupo control. Por tanto, se sugiere una potenciacién del dafio en el tratamiento
combinado de quimioterapia e inmunoterapia, lo cual coincide con los resultados
obtenidos por Abdel-Rahman y Fouad (2016).

Comparando la afectacion renal en la corteza externa (Figura 3b) y en la region
corticomedular (Figura 3c) se observa una tendencia al alza en esta dltima para los
tres grupos de tratamiento con ICI. Alonso et al. (2022) pusieron de manifiesto
que los ICI producen un efecto mayor sobre la regién corticomedular. Asi mismo,
esta afectacion es ligeramente superior en la terapia combinada de ICI con respecto
a las monoterapias, lo que sugiere un posible efecto potenciador del dafio renal
en administracién concomitante de ambos firmacos. El uso de la terapia combi-
nada de qu1m10terap1a e inmunoterapia puede ofrecer beneficios superiores en
comparacién con su uso individual, tal y como indican Dumoulin ez al. (2020).
Sin embargo, estudios previos (Rassy et al., 2018) han puesto de manifiesto un
aumento en el dafio renal debido a esta combinacién. Los resultados obtenidos
muestran una gran variabilidad interindividual dentro de cada grupo experimental
por lo que serd necesario continuar investigando en este modelo incrementando
el nimero de animales para cada grupo.

4., CONCLUSIONES

Actualmente, existe un limitado conocimiento acerca de la nefrotoxicidad
asociada al uso de ICI. El desarrollo de este modelo preclinico ha permitido el
estudio del dafio histolégico renal asociado a estas terapias, asi como a su combi-
nacién con cisplatino. Este modelo permitird investigar los mecanismos de toxi-
cidad involucrados, asi como identificar biomarcadores urinarios que se asocien
con el dafio renal producido por estas terapias. El hallazgo de estos marcadores
proporcionaria un diagndstico diferencial del dafio evitando la necesidad de
realizar biopsia.
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RESUMEN: El problema de las interacciones farmacoldgicas en la
poblacién geridtrica es crucial debido al fenémeno de la polimedicacidn,
que aumenta significativamente el riesgo de ocurrencia. La integracién de
bases de datos y herramientas de deteccién de interacciones farmacoldgicas
en los programas de gestién utilizados en las oficinas de farmacia facilita
la visualizacién de este PRM en el proceso de dispensacion. Sin embargo,
hemos de considerar que los medicamentos dispensados en un solo acto no
siempre constituyen la totalidad del tratamiento utilizado por el paciente,
por lo que, para realizar un anélisis completo, es necesario visualizar la
farmacoterapia completa del mismo en ese momento. El estudio se enfoca
en los residentes de un centro geridtrico (74 individuos). Durante el periodo
de estudio se analizaron tanto las dispensaciones de medicamentos realizadas
durante tres meses y medio como la farmacoterapia completa de los mismos,
utilizando un cédigo de colores para clasificar las interacciones segun la
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actuacién requerida por parte del farmacéutico. Después de analizar los
resultados se concluyé' 1. La probabilidad de que un paciente presente
al menos una interaccién farmacolégica es muy elevada (71,23 % en el
estudlo) 2. La deteccién de interacciones en los actos de dispensacion es
mis efectiva cuanto mayor sea el nimero de medicamentos implicados. 3.
Las interacciones pueden permanecer ocultas en la prictica diaria si no se
realiza un estudio de la farmacoterapia completa.

Palabras clave: interaccidn farmacolégica; reaccion adversa; geriatria;
farmacocinética; farmacodinamia; receta electrdnica.

ABSTRACT: The issue of pharmacological interactions in the geriatric
population is crucial due to the phenomenon of polypharmacy, which
significantly increases the risk of their occurrence. The integration of
databases and tools for detecting pharmacological interactions in management
programs used in pharmacies facilitates the visualization of this medication-
related problem (MRP) during the dispensing process. However, it must
be considered that medications dispensed in a single act do not always
constitute the patient’s entire treatment, so, for a comprehensive analysis,
it is necessary to visualize the complete pharmacotherapy at that moment.
The study focuses on residents in a geriatric center (74 individuals). During
the study period, both medication dispensations over three and a half
months and the complete pharmacotherapy were analyzed, using a color-
coded system to classify Drug-Drug Interactions (DDIs) based on the
required action by the pharmacist. After analyzing the results, the following
conclusions were drawn: 1. The probability of a patient experiencing at
least one pharmacologlcal interaction is very high (71.23 % in the study).
2. Detection of interactions during dispensing acts is more effective when
a higher number of medications are involved. 3. Drug-Drug interactions
may remain hidden in daily practice if a complete pharmacotherapy study
is not conducted.

Keywords: pharmacological interaction; adverse reaction; geriatrics;
pharmacokinetics; pharmacodynamics; electronic prescription.
1. INTRODUCCION

En la actualidad, el envejecimiento de la poblacion conduce a la aparicién de
estados pluripatolégicos y, por tanto, a la polimedicacion. En este contexto, la
probabilidad de que se presenten problemas relacionados con la medicacién (PRM),
entre los que se encuentran las interacciones farmacoldgicas, es elevada, pudiendo
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conducir a empeorar el estado de salud de los pacientes si aparecen reacciones
negativas a la medicacién (RNM), bien porque no se alcanza el objetivo terapéutico
buscado o porque conducen a dafios adicionales (efectos o reacciones adversas).

La aparicion de interacciones farmacoldgicas viene determinada por el nimero
de medicamentos utilizados al mismo tiempo (Calderon et al.,, 2013) y pueden
conducir a un problema de salud grave, ya que son el origen del 14-25 % de las
reacciones adversas a medicamentos de prondstico gravey la causa de hospitali-
zacion del 1,6 % del total de ingresos en nuestro pais (Ibafiez et al., 2008).

Podemos definir las interacciones farmacoldgicas (IF) como un fenémeno
que ocurre cuando el efecto de un firmaco es modificado por la administracién
previa o simultdnea de otro firmaco. Se pueden diferenciar 2 tipos: interaccio-
nes farmacocinéticas, si surgen por una alteracion en la absorcién, distribucidn,
metabolismo o excreciéon de al menos uno de los medicamentos, o interacciones
farmacodindmicas, si existe un sinergismo (cuando el efecto aumenta) o un anta-
gonismo en sus acciones (cuando el efecto disminuye) (Hartshorn, 2006).

El papel del farmacéutico relacionado con el problema de salud que pueden
suponer las interacciones viene determinado por su labor sanitaria, ya que debe
mantener una participacion para la asistencia al paciente en la dispensacion y
seguimiento del tratamiento, cooperando asi con el médico y otros profesionales
sanitarios a fin de conseguir resultados que mejoren la calidad de vida del paciente
(Ministerio de Sanidad y Consumo, 2001). Resulta l6gico plantear que, cuanto
mayor sea el nimero de medicamentos utilizados, mayor serd la probabilidad de
aparicion de interacciones farmacoldgicas y, por tanto, el riesgo de problemas
relacionados con los farmacos.

La integracion de bases de datos del medicamento y herramientas de deteccién
de interacciones farmacoldgicas en los programas de gestién utilizados en las
oficinas de farmacia facilita enormemente la visualizacién ripida de este PRM en el
proceso de dispensacion. Sin embargo, hemos de considerar que los medicamentos
dispensados en un solo acto no siempre constituyen la totalidad del tratamiento
utilizado por el paciente, por lo que, para realizar un anlisis completo, es necesario
visualizar la farmacoterapia activa del mismo en ese momento.

Disponer de documentos como fichas de interaccidn, en los que se consideren
aspectos relevantes de la interaccién (mecanismo, gravedad, evidencias, actuacion,
etc.), y de protocolos de actuacién permitirian al farmacéutico realizar una inter-
vencién répida y eficaz en funcidn del anélisis realizado, con el fin de garantizar el
uso seguro y efectivo de los medicamentos. En este sentido, es necesario priorizar
las intervenciones que corrijan y/o eviten las situaciones que comprometan de
forma mds grave la salud del paciente.

Las hipctesis planteadas en este trabajo son:

Ediciones Universidad de Salamanca / @333 FarmaJournal, vol. 9, nam. 1 (2024), pp. 19-39

[21]



ANDRES GARCIA Y MARIA DEL VILLAR
ESTUDIO DE LAS INTERACCIONES FARMACOLOGICAS DETECTADAS DURANTE ACTOS DE DISPENSA-
CION EN FARMACIA COMUNITARIA. ELABORACION DE PROTOCOLOS DE ACTUACION...

— Eluso de méds de un medicamento de forma simultdnea puede conducir a
la aparicién de interacciones farmacoldgicas.

— Los pacientes no siempre retiran toda la medicacién prescrita en un solo
acto de dispensacion.

— Lanecesidad de actuacién farmacéutica estd determinada por la frecuen-
cia, la evidencia y la gravedad de la interaccién farmacolégica, no por su

probabilidad de aparicién.

2. OBJETIVOS

Segtin las hipétesis previamente planteadas, los objetivos del estudio son:

1. Demostrar que el andlisis de la farmacoterapia completa permite la detec-
cién de interacciones farmacolégicas ocultas en cada dispensacién aislada,
determinando el ndmero de IF detectadas y no detectadas en actos de
dispensacion.

2. Elaborar fichas de interacciones que recojan los criterios que pueden
conducir a una intervencién farmacéutica.

3. Elaborar un protocolo de actuacién para el manejo de situaciones en las
que se detecten interacciones farmacoldgicas en la oficina de farmacia.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Materiales

Para la deteccién de las interacciones farmacoldgicas se ha utilizado la herra-
mienta informdtica “Interacciones Bot Plus” (Nitram Software. BOTPLUS
[Internet]), integrada en el programa de gestion de farmacia Nixfarma (Software.
NIXFARMA [Internet], 2021), la cual ha permitido detectar las IF de manera
bastante intuitiva durante la dispensacién.

Para el anélisis de las interacciones detectadas se realizé una revision biblio-
grifica utilizando la herramienta Bot Plus, el libro Stockley de Interacciones
farmacoldgicas (Stockley, 2007) y el libro Veldzquez. Farmacologia basica y clinica
(Lorenzo et al., 2008) ademds de la utilizacion de PubMed y Google Académico
como bases de datos. Esta informacién fue utilizada sobre todo para realizar las
fichas de interaccion firmaco-firmaco de una forma completa y eficaz.

Para realizar los modelos de informe de interaccion, PNT y los modelos de
comunicacién al médico se utilizaron los programas de disefio grifico Adobe
Photoshop y Canva.

El tratamiento de los datos, asi como la interpretacién de los resultados, se
han realizado utilizando la herramienta “hoja de cdlculo” de Google.
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3.2. Métodos
3.2.1. Seleccién de la muestra

1. Ciriterios de inclusion: residentes en el centro “Caser Residencial Laguna”
incluidos en el sistema de receta electrénica de Castilla y Leén “RECYL”
que soliciten al menos una dispensacién en la OF.

2. Criterios de exclusién: no residentes en el centro “Caser Residencial
Laguna” y/o no incluidos en el sistema “RECYL”.

3.2.2. Frecuencia de la toma de muestra

Analizamos los actos de dispensacién de los pacientes incluidos en el estudio
en un periodo de tiempo de tres meses y medio, con una frecuencia de toma de
muestra quincenal por cuestiones organizativas de la residencia. Afiadimos un
ultimo periodo de anélisis mensual para comprobar la hipétesis del trabajo.

3.2.3. Analisis de las interacciones

1. Se contabilizardn las interacciones farmacoldgicas en dos procesos
diferentes:

— Durante las dispensaciones al paciente (identificando a este con un
c6digo anénimo), realizadas con el programa de gestion NIXFARMA
y prescritas mediante el sistema de receta electrénica RECYL.

— Durante el anilisis de la farmacoterapia completa prescrita en RECYL,
accesible de forma inmediata con la tarjeta sanitaria del paciente al que
se le realiza una dispensacion.

2. Serealizard una ficha de interaccién (informe de interaccidn, anexo 1) para
cada pareja de firmacos dispensados en los que se detecte interaccién en
la base de datos BOT PLUS Base de datos del medicamento (Consejo
General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos), en la que se resefian:
—  Grupos farmacolégicos implicados
— Parejas de principios activos detectadas susceptibles de interaccionar
— Sentido de la interaccién y efecto
—  Mecanismo
-  Gravedad
— Evidencias
— Acciones
— Signos de alerta
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— Plan de actuacién
— Observaciones

3.2.4. Planificacién de intervenciones

Se disefiard un PNT de actuacion ante la deteccion de cualquier interaccién
farmacoldgica (anexo 2), en el que se incluyan acciones a realizar por el farma-
céutico, disefiando un drbol de toma de decisiones que conduzca a una o varias
de estas intervenciones:

1. No actuar.

Facilitar informacién del PRM al paciente (indicar signos de alerta).
Adaptar condiciones de administracién del firmaco.

Monitorizar pardmetros indicativos de RNM.

Evitar combinacién de firmacos.

Bloquear cautelarmente la prescripcién.

Comunicar al médico.

No Uk w

Se disefiard un modelo de comunicacion al médico (anexo 3) que incluird:

1. Informacién de la interaccion detectada (mecanismo, efecto, gravedad y
evidencias conocidas).

2. Actuacién llevada a cabo sin necesidad de intervencion del prescriptor.

3. Actuacién solicitada al prescriptor.

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. Deteccion de interacciones

La codificacién de las interacciones corresponde al nimero asignado en la Tabla
2. Las interacciones cuya numeracion estd seguida de un nimero entre paréntesis
corresponden al mismo tipo de interaccién que aparece entre diferentes principios
activos que utiliza el paciente (por ejemplo, la interaccién niimero 29 en el paciente
71 se ha detectado entre sulfato ferroso-carbidopa y sulfato ferroso-levodopa),
estdn contabilizadas como interacciones diferentes y totalizadas como tales.

Realizamos un andlisis de los pacientes de nuestra muestra (n = 74) para conta-
bilizar las posibles interacciones que cada uno de ellos podia tener en su tratamiento
completo, diferenciando tanto las detectadas en dispensacién (columnas corres-
pondientes a los periodos 1 a 6) como las no detectadas en acto de dispensacién
(Altima columna). El resultado del trabajo de deteccién de las interacciones estd
recogido en la Tabla 1.
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En cuanto a la deteccion de interacciones en los distintos periodos, vemos que,
de las 366 dispensaciones quincenales (periodos 1 a 5) analizadas, en 78 de ellas se
detect6 con las herramientas utilizadas al menos una interaccidn, lo que representa
el 21,31 %. Sin embargo, de las 73 dispensaciones mensuales (periodo 6, habia
fallecido un paciente) analizadas, en 40 de ellas se detect6 con las herramientas
utilizadas al menos una interaccién, lo que representa el 54,79 %.

Las cifras analizadas arrojan un dato significativo: la deteccion de interaccio-
nes en los actos de dispensacion es mds efectiva cuanto mayor sea el nimero de
medicamentos implicados. Considerando que la mayor parte de las presentaciones
comerciales incluyen dosis ajustadas al tratamiento mensual y que el disefio de la
receta electrénica permite la dispensacion de medicacidn suficiente para un mes
de tratamiento, podemos deducir que esta periodicidad es mds adecuada para la
actividad de deteccion de interacciones farmacolégicas que estamos realizando
en este trabajo.

Cuando ampliamos este estudio al andlisis de las 74 farmacoterapias completas,
observamos que en 28 de los pacientes se detectd al menos una interaccién nueva
(no detectada previamente en dispensacidn), lo que representa el 37,83 % del total
de interacciones. De nuevo, este dato apoya la teoria descrita anteriormente de
que, a mayor ndmero de medicamentos analizados, mayor serd la probabilidad
de encontrar interacciones farmacoldgicas. Hemos de tener en cuenta que este
problema relacionado con el medicamento estarfa oculto en la prictica diaria de
dispensacién de firmacos, por lo que parece conveniente realizar actividades de
atencién farmacéutica que vayan més alld de la mera dispensacién y observacion
de lo dispensado.

Para evaluar la probabilidad que tiene un paciente de presentar este PRM,
analizamos los datos totalizados de diferentes interacciones para cada uno de
ellos. En la muestra de 73 pacientes a los que se les ha realizado este estudio
completo (deteccion en dispensacién y en revisién de farmacoterapia), en 52 de
ellos se detect al menos una interaccidn, lo que representa el 71,23 %. Este dato
proporciona una aproximacion de la dimensién de lo que puede llegar a provo-
car un problema de salud si desencadena un fracaso terapéutico, toxicidad o de
reacciones adversas a firmacos.

En los 52 pacientes que presentan interacciones farmacolégicas, la distribu-
ci6n del nimero de IF diferentes detectadas fue: 14 pacientes (26,92 %) con 1
interaccidn, 14 pacientes (26,92 %) con 2 interacciones, 4 pacientes (7,69 %) con
3 interacciones, 5 pacientes (9,62 %) con 4 interacciones, 6 pacientes (11,54 %)
con 5 interacciones, 4 pacientes (7,70 %) con 6 interacciones, 2 pacientes (3,85 %)
con 7 interacciones, 1 paciente (1,92 %) con 8 interacciones, 1 paciente (1,92 %)
con 9 interacciones y 1 paciente (1,92 %) con 10 interacciones.
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4.2. Analisis de las interacciones

Después del analisis realizado en la muestra del estudio concluimos que existian
169 interacciones totales posibles y que en mds del 70 % de los pacientes podia
presentarse al menos una. Las cifras de aparicion de interacciones farmacolégicas,
independientemente de como hayan sido detectadas, representa un signo de alarma
suficiente como para plantear la necesidad de intervencién farmacéutica. Para ello,
se precisa una valoracidn exhaustiva de cada una de estas interacciones detectadas.

Con este fin se han elaborado unas fichas de interaccién segin el modelo del
anexo 1. En ella se reflejan de forma resumida aspectos importantes de la misma:
grupos farmacoldgicos y principios activos implicados, sentido y mecanismo de
la interaccidn, efectos de esta y signos de alerta que pueden conducir a la sospecha
de que se estd produciendo un problema de salud por este motivo.

A partir de estos datos, las evidencias teéricas y clinicas conocidas de apari-
cién de la interaccién y la gravedad que pudiera suponer, hemos clasificado las
38 interacciones estudiadas de forma que resulte mis facil y reproducible la
intervencion, si fuera necesaria.

Las 169 interacciones detectadas a lo largo de este estudio han sido agrupadas
segtin el grupo farmacoldgico implicado en las mismas, habiendo detectado de
esta forma 38 interacciones diferentes recogidas en la Tabla 2, en la que hemos
utilizado un cédigo de colores segtin la actuacion requerida por parte del farma-
céutico: verde si la recomendacién es no actuar o informar al paciente, amarillo
si la recomendacion es adaptar la dosis o monitorizar signos de alerta o rojo si
debemos evitar la asociacién farmacoldgica.

Una vez recopilada la informacién farmacoldgica relativa a las interacciones,
recogemos en la Tabla 2 los datos correspondientes a la deteccion de cada una de
ellas en los pacientes del estudio, tanto en actos de dispensacién como las nuevas
halladas al realizar el estudio de la farmacoterapia completa.

TaBLA 2. Interacciones farmacoldgicas segin grupo farmacoldgico y plan de accién

DETECCION
ToraL | DispensaciON | Estubpio Fr
1 . IBP/Inhibidores agregacién ) 0 By
plaquetaria
) Inhibidores agregacién | 1 0
plaquetaria/AINE
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DEeTECCION
TotaL | DispeEnsacion | Estupro Fr
3 AINE/antitrombéticos 4 2 2
Antag. receptor aldosterona/
4 . digitdlicos ! 1 0
Antidepresivos
> serotoninérgicos/AINE > 2 3
Antidepresivos
6 serotoninérgicos/ 8 6 2
anticoagulantes-antitrombdticos
7 IBP/vitaminas 13 8 5
8 Beta adrenérgicos/diuréticos 5 1 4
Analgésicos opioides/
? . benzodiazepinas ? > 4
10 Antidcidos/sales de hierro 2 0 2
11 . Diuréticos/antidiabéticos 7 4 3
12 AINE/diuréticos 8 4 4
13 |@ IBP/diuréticos 18 12 6
14 Corticosteroides/diuréticos 1 1 0
15 Sales de Fe-Ca/levotiroxina 4 4 o
16 _ Analgésicos 0p101fie,s/ ' 7 7 0
antidepresivos serotoninérgicos
17 (Antagonistas de Ca)/analgésicos | 1 0
opioides
18 (Antagonistas de Ca)/estatinas 1 1 0
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DETECCION
ToraL | DispensacioN | Estubpio Fr
Mucoliticos/agentes
19 . vasodilatadores 1 0 1
20 . Mucoliticos/sales de Fe 1 0 1
21 |@)|  Diuréticos/TECA-ARA2 24 19 5
22 . Betabloqueantes/antidiabéticos 5 5 0
23 Antipsic-c')t-ico’s atipicos/ 3 0 3
antidiabéticos
24 . Benzodiazepinas/antipsicticos 5 1 4
Antidepresivos triciclicos/
= . benzodiazepinas ! 1 0
26 . IBP/anticoagulantes orales 3 3 0
Beta adrenérgicos/
27 . betabloqueantes 2 1 !
28 Diuréticos t1::1121d1cos/d1uret1cos 3 3 0
e asa
29 Sales de Fe/antiparkinsonianos 3 3 0
30 . ' erta;aplna (NaSSA/)/ . 2 P 0
antidepresivos serotoninérgicos
31 Estatinas/fibratos 1 1 0
Diuréticos ahorradores de K/
32 IECA-ARA2 3 2 !
33 Insulina/salicilatos 2 0 2
34 AINE/IECA-ARA2 2 0 2
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DExTECCION

ToraL | DispensaciON | Estubrio Fr

35 Digitélicos/Betabloqueantes 2 1 1
36 Macrogoles/digitalicos 1 0 1
37 Diuréticosd ?éiir;ilrilcaodsores de K/ | 1 0
38 AINE/anticoagulantes 5 2 3

TorAL 169 101 68

Del mismo modo, comprobaremos la distribucién de las diferentes interacciones
a partir de la actuacién requerida (colores verde, amarillo y rojo) y el método
de deteccién. Nos dard una idea de las intervenciones que perderfamos si no

analizamos la farmacoterapia completa (las que no se detectan en dispensacion).

TaBLA 3. Distribucién segtin la actuacion requerida y el método de deteccién

CODIGO DE ACTUACION ToraL ME£TODO DE DETECCION

DISPENSACION | 12 | 50,00 %

Rojo 24 | 1420%
ESTUDIO FT 12 50,00 %
DISPENSACION | 48 | 54,55 %

AMARILLO 88 | 52,07 %
ESTUDIO FT 40 45,45 %
DISPENSACION | 41 71,93 %

VERDE 57 | 33,73%
ESTUDIO FT 16 28,07 %

De las 169 interacciones totales, 88 estan codificadas como amarillas (52,07 %),
lo que nos indica que la actuacién requerida en mds de la mitad de los casos estd
relacionada con la adaptacién de la pauta de administracién y la vigilancia de
signos de alerta. Estas actuaciones, comunicadas y aceptadas por el pac1ente son
llevadas a cabo por el farmacéutico. Segun nuestro protocolo de actuacidn, si
resulta conveniente, estos cambios pueden comunicarse al médico.
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E150 % de las interacciones codificadas como rojas y el 45,45 % de las amarillas
no se han detectado durante actos de dispensacion, lo que ]ustlﬁca laimportancia
del estudio de la farmacoterapia como herramienta para detectar estas interac-
ciones. Esto puede suponer un problema de salud que requiere intervencién del
farmacéutico con el paciente (IPM, modificacién de pautas de administracion, etc.)
o del farmacéutico con el médico (observacion de signos de alerta que requieren
monitorizacion médica, bloqueo de prescripciones, etc.).

5. CONCLUSIONES

— Ladeteccién de interacciones en los actos de dispensacién es mds efectiva
cuanto mas amplio sea el periodo de tratamiento que englobe, al ser mayor
el nimero de medicamentos implicados.

— Las interacciones farmacolégicas podrian permanecer ocultas en la prictica
diaria de dispensacién de firmacos si no se realiza un estudio mds amplio
que incluya la farmacoterapia completa de los pacientes.

— La probabilidad de que un paciente presente al menos una interaccién
farmacolégica es elevada, aunque no necesariamente precisa modificaciones
importantes en el tratamiento.

— Las herramientas y los protocolos utilizados en este estudio facilitan la
actuacion profesional del farmacéutico.

— Lamayoria de las interacciones farmacoldgicas detectadas requieren actua-
ci6n directa del farmacéutico, bien sea con el paciente o con el médico
prescriptor.
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8. ANEXOs
Anexo 1: Aprobacién comité de ética

El presente trabajo es un estudio observacional prospectivo que cuenta con
la aprobacién del comité de ética de la investigacién con medicamentos del Area
de Salud Valladolid Este, con el c6digo de identificacion P123-3242 TFG.

Anexo 2: Glosario de abreviaturas

PRM: problema relacionado con la medicacién.
RNM: reaccién negativa a la medicacién.

RAM: reaccién adversa a la medicacion.

IPM: informacién personalizada del medicamento.
IF: interacci6n farmacoldgica.

ET: farmacoterapia.

RECYL: receta electrénica de Castilla y Leon.
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Anexo 3: Modelo de informe de interaccién

Informe de interaccion GRUPO FARMACOLOGICO 1:

g GRUPO FARMACOLOGICO 2:

| + | | + |
I + | | + |
I s | | + |
| Leve | |
[ GRAVEDAD T —— [ ows
| Grave | |
m ‘ Tedrica | Estudio Cll'nicoJ Caso Clinico J
No actuar B
| Informacién |
| Adaptar ] |
| Monitorizar | |
[ Evitar | |
INTERACCION:
SIGNOS DE ALERTA:
PLAN DE ACTUACION:
OBSERVACIONES:
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Anexo 4: PNT de actuacién

Protocolo de actuacion ante IF detectada en dispensacidén

SOLICITUD DE
DISPENSACION

(Cumple requisitos de dispensacion?

No Si
Rechazar y remitir |
al médico
DISPENSAR
(Presenta
posibilidad de IF?
No Si
Dispensar con IPM Analizar IF

*Ficha IF |

(Requiere intervencion?

No Si

No actuar (Es suficiente con informar al
paciente o cuidador?

No Si
Bloquear prescripcion de forma cautelar en RECYL Adaptar condiciones de administracion
Informar al prescriptor Informar sobre signos de alerta
*Modelo de comunicacion al médico Facilitar informacion personalizada
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Anexo 5: Modelo de comunicacién al médico

Farmacia Rosa Maria del Rio Vicente

Servicio de atencion farmacéutica

Estimado Dr/Dra

En la farmacia he atendido a D/D* con CIPA s
paciente de su consulta. Durante la
he detectado una interaccion farmacologica que
intervencioén por parte y que he considerado
comunicarle.

Se trata de la pareja de principios activos y . Para esta
combinacion de grupos farmacologicos ( y ) existen
de interaccion farmacologica al
producirse un dela
del . El mecanismo de
esta interaccion es .y

consiste en

Teniendo en cuenta que en el/la paciente puede darse esta interaccion farmacologica que
constituiria un problema de salud por

>

Le facilito mis datos de contacto y quedo a su disposicion para cualquier aclaracion o
comentario que desee hacerme. Sin otro particular, reciba un cordial saludo,

Fdo,
(farmacéutico responsable de la comunicacion),
colegiado n°
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RESUMEN: La cerveza es la bebida alcohdlica mas consumida en
el mundo, con un creciente interés por parte de los consumidores, que
demandan sabores nuevos y productos mds saludables. Las cervezas artesanas
son objeto de esta demanda, debido a sus caracteristicas organolépticas. En
este estudio, se pretende conocer y comparar la estructura y la composicion
microbianas presentes en 4 cervezas artesanales tipo pale ale, de diferentes
origenes: 2 de pequeia fibrica y 2 industriales adquiridas en supermercado.
Para ello, se aislaron e indentificaron una gran variedad de microorganismos
en diferentes medios de cultivo. Los resultados demostraron la presencia de
una gran diversidad microbiana, sobre todo en aquellas cervezas artesanas de
pequeiia fibrica respecto a las provenientes de un ambiente mds industrial.
Ademds, se detecté la presencia de ciertas cepas o especies que pueden
representar potenciales contaminantes. Mediante este estudio se concluy6
que la cerveza artesana producida a pequeiia escala posee una microbiota
miés diversa que aquellas cervezas “artesanas” de tipo comercial, siendo
importante la adopcién de métodos de control de contaminaciones para
preservar la salud de los consumidores.

Palabras clave: cerveza artesana; contaminacién; microorganismos;
Saccharomyces.
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ABSTRACT: Beer is the most consumed alcoholic beverage in the
world, with growing interest from consumers, who demand new flavors
and healthier products. Craft beers are the subject of this demand, mostly
due to their organoleptic characteristics. In this study, we aim to elucidate
and compare the microbial structure and composition present in 4 artisanal
pale ale craft beers, from different origins: 2 from a small factory and 2
from indutrial factories purchased in supermarkets. To achieve this aim, a
wide variety of microorganisms were isolated and identified in different
culture media. The results demonstrated the presence of a high microbial
diversity, especially in those craft beers from small factories compared to
those coming from a more industrial environment. Additionally, the presence
of certain strains or species that may represent potential contaminants was
detected. Through this study, we concluded that craft beer produced on a
small scale has a more diverse microbiota than commercial “craft” beers,
making it important to adopt contamination control methods to preserve
the health of consumers.

Keywords: craft beer; contamination; microorganisms; Saccharomyces.

1. INTRODUCCION

La cerveza es una bebida alcohdlica que se produce a partir de la fermentacién
alcoholica de mosto cervecero mediante levaduras. Este mosto cervecero proviene
de malta de cebada, en el que el almidén contenido se transforma en aztcares
mediante una digestién enzimatica que ha sido sometida a un proceso de coccién
y normalmente aromatizada con lapulo.

La cerveza es una de las bebidas fermentadas mds antiguas de la historia. Hoy
en dia es la bebida alcohdlica mas consumida en el mundo, produciéndose en 2019
aproximadamente 27.5 millones de litros (Observatorio sectorial DBK; Informa
D&B, 2013-2021), pero en los ultimos afios se ha producido un crecimiento
tanto en produccién como en consumo de la cerveza artesana. La produccion de
cerveza artesana conlleva un proceso minucioso, el cual incluye brevemente los
siguientes pasos: malteado, molienda y maceracion, filtracion del mosto, coccidn,
centrifugacién, fermentacién de la cerveza, maduracién y finalmente el envasado.

Los puntos criticos en el proceso son las temperaturas en la fermentacién y la
maduracidn, que son muy importantes para el tipo de cerveza que se va a obtener
y/o dependiendo del tipo de levadura que se tenga. Pueden ser para produccién
de cerveza de la familia lager (fermentacidn baja, es decir, se depositan en la parte
baja de los depdsitos durante la fermentacion) o de la familia ale (fermentacion alta,
estas suben a la superficie durante la fermentacion). Ademds, al utilizar un tipo u
otro de levadura hay que tener en cuenta la temperatura de fermentacidn, ya que
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para tipo lager fermentan entre 5-15 °C y las levaduras para tipo ale fermentan
entre 18-24 °C (Burini et al., 2021).

En las cervezas artesanas es mas probable que podamos encontrar alguna
contaminacion, que puede provenir tanto de levaduras como de bacterias que
son capaces de crecer incluso en los ambientes tipicos de estas cervezas, que, a su
vez, disminuyen el crecimiento de algunas bacterias y levaduras por su bajo pH,
alto contenido de di6xido de carbono o por tener pocos nutrientes. Esta posible
contaminacién puede alterar la cerveza, por ejemplo, enturbiindola y forméndose
sedimento (Jevons et al., 2022; Latorre et al., 2022). Las cervezas artesanales, por
lo general, son mdis propensas al deterioro y la contaminacién.

2. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es conocer la microbiota cultivable presente en
diferentes tipos de cervezas artesanas y su grado de relacién con sus propiedades
organolépticas y con potenciales contaminaciones que puedan afectar a la segu-
ridad alimentaria de los consumidores.

3. MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 4 tipos diferentes de cervezas artesanas de tipo pale ale, 2 de las
cuales eran de pequenas fdbricas de cervecerias artesanales de Salamanca (MC1,
MC2) y las otras 2 eran cervezas artesanales pale ale compradas en supermercado
(MC3, MC4). Se utilizaron 7 medios distintos para obtener diferentes microor-
ganismos (bacterias, levaduras y hongos) que pueden estar en las cervezas. En
la Tabla 1 se especifican los medios, la composicién y los microorganismos que
potencialmente se pueden aislar en ellos.

Tasra 1. Medios, composicién y microorganismos que crecen de forma
preferencial en cada medio de cultivo

MEepb10 ComposIcION (g/L) MICROORGANISMOS

Agar (12 g) peptona (10,0 g), extracto de

carne (5,0 g), extracto de levadura (5,0 Bacterias licticas

MRS g), D-glucosa (20, 0g), K,HPO, (2,0 g), (bacilos)
(Sigma-Aldrich) C,H,NaO, (5,0 g), Gtrato de hldrogeno le aacé orsa,
diaménico (5,0 g), MgSO, vaduras
(0,1 g), MnSO, (0,05 g)
Ediciones Universidad de Salamanca / @333 FarmaJournal, vol. 9, num. 1 (2024), pp. 41-52

[43]



BEATRIZ MATIAS; LORENA CARRO Y ESTHER MENENDEZ
ESTUDIO DE LA MICROBIOTA DE CERVEZA ARTESANAL PRODUCIDA A PEQUENA ESCALA

MEebpIO Cowmrosicion (g/L) MICROORGANISMOS
. Agar (15 g), extracto de patata (4 g),
PDA (Difco) dextrosa (20,0 g) Hongos

Manitol (25 g), extracto de levadura (5
MYP g), peptona (3 g), Na,CO, (20 g), vinagre

Bacterias acido-

filtrado (10 mL), agar (15 g) acéticas
PCA Agar (15 g), triptona (5 g), extracto de Bacterias en
(Sigma-Aldrich) levadura (2,5 g), glucosa (1 g) general
Agar (15 g), jugo de tomate (20 g), extracto
TIA de levadura (10 g), dextrosa (10 g), K,HPO, o Bact}eri.as
(Sigma-Aldrich) (0,5 g), NaCl (0,01 g), FeSO, (0,01 g), dcido-lacticas y
J K,SO, (0,5g), MgSO, (0,20 g), MnSO, (0,01 levaduras
g)
YGC Extracto de levadura (5 g), glucosa (20 g), Levaduras, hongos
agar (15 g)
M.LEV Extracto de malta (20 g), extracto de Hongos
2 levadura (3 g), agar (15 g) filamentosos

Se tomd una alicuota de cada cerveza y se realizaron diluciones 1:10 (101, 102
y 103). Se sembraron 100 pl de la muestra directa y las diluciones en los medios
seleccionados y se incubaron a 28 °C. Tras 48 h, se realizé un recuento de las
colonias y se seleccionaron las colonias més diferentes en morfologia, realizan-
dose con ellas un aislamiento en estria. Tras asegurarnos de tener cultivos puros,
se extrajo el ADN y se amplific6 por PCR el gen 16S rRNA (bacterias) o el ITS
(eucariotas), utilizando primers universales para dichos genes. Se realizé una
electroforesis en gel de agarosaal 1 % y la banda correspondiente se purificé con
un kit comercial (NZY GelPure, Nzytech). Se utiliz6 la base de datos de NCBI
(Nucleotide BLAST) para la identificacién de los aislados.

4, RESULTADOS

Del total de las cuatro cervezas, se aislaron 40 cepas con diferente forma,
tamaifio, viscosidad, color u otras caracteristicas visuales (Tabla 2). De estas 40
cepas se identificaron 33 por medio de secuenciacidn Sanger, es decir, un 82,5 %
de las cepas (Tabla 2). En el 17,5 % no hubo amplificacién de forma correcta.
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TaBLA 2. Resultados de muestras de cervezas, medios de cultivo, dilucién utilizada,
microorganismo identificado y porcentaje de similitud (T indica que son cepas tipo)

%
MugsTtrA | CEPA MEebpro DiLucion Tax6n Més SIMILITUD
CERCANO CON BASES
DE DATOS
MC1 MC1.1 M2LEV 10! No identificado -
Saccharomyces
-1 o,
MC2.1 M2LEV 10 cerevisiae INSC1005 100 %
Saccharomyces
MC2.3 MRS 10! cerevisiae 99,09 %
SRCM100587
MC24 | MRS | Sin dilucign | Saccharomyces 98,77 %
cerevisiae 1014
MC2.5 MYP Sin dilucién | No identificado -
Cyrobacillus
MC2.6 MYP 1072 purgationiresistens 100 %
DS227T
MC28 | YGC | Sin dilucién | Saccharomyces 100 %
cerevisiae 1014
Saccharomyces
MC2 | MC2.9 TJA Sin dilucién | cerevisiae 100 %
SRCM100587
Saccharomyces
-1 o,
MC2.10 TJA 10 cerevisiae beer027 100%
McC2.11 TJA 10" No identificado -
Saccharomyces
MC2.12 PCA 10! cerevisiae 98,00 %
FDAARGOS_613
Paenibacillus
-2 o,
MC2.13 PCA 10 albicerens UniB2 99,26 %
... | Saccharomyces o
MC2.14 PDA Sin dilucién esbayanus CBS 1503 98,59 %
Saccharomyces
MC2.15 PDA Sin dilucién | cerevisiae 100 %
DBVPG6765
Ediciones Universidad de Salamanca / @333 FarmaJournal, vol. 9, num. 1 (2024), pp. 41-52

[45]



BEATRIZ MATIAS; LORENA CARRO Y ESTHER MENENDEZ
ESTUDIO DE LA MICROBIOTA DE CERVEZA ARTESANAL PRODUCIDA A PEQUENA ESCALA

%
MugstrA | CEPA MEDbIO Dirucion TaxON MAs SIMILITUD
CERCANO CON BASES
DE DATOS
Saccharomyces
MC2.16 PDA Sin dilucién | cerevisiae 100 %
FDAARGOS_613
MC2.17| PDA Sin dilucién | S@ccharomyces 100 %
cerevisiae 1014
MC2 Saccharomyces
cerevisae X
Saccharomyces
MC2.18 PDA Sin dilucién | kudriavzevii x 100 %
saccharomyces
eubayanus
yHQL560
Saccharomyces
MC3.1 M2LEV 101 cerevisiae 100 %
FDAARGOS_613
Saccharomyces
MC3.2 M2LEV 101 cerevisae 100 %
FDAARGOS_613
Saccharomyces
MC3.3 MRS 10! cerevisiae 100 %
FDAARGOS_613
MC3.4 MRS 10 Saccharomyces 100 %
’ cerevisiae 1-329
MC3 | MC3.5 YGC 10 Saccharomyces 100 %
’ cerevisae BJ23
Saccharomyces
1 o,
MEC3.6 TIA 10 cerevisiae SA1 100%
. Aspergillus latus
2 o,
MC3.7 TJA 10 ASFU1710 97,77 %
e | Saccharomyces o
MC3.9 PDA Sin dilucién corevisize YAF156 100 %
MC3.10| PDA Sin dilucién | Saccharomyces 100 %
cerevisiae 1014
MC311| PDA 101 |Saccharomyces 100 %

cerevisiae AL1
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%
MugstrA | CEPA MEDbIO DiLucion TaxoN Més SIMILITUD
CERCANO CON BASES
DE DATOS
MC4.1 M2LEV 102 No identificado -
Saccharomyces
2 o,
MC4.2 M2LEV 10 cerevisiae YAF156 100 %
Filobasidium
MC4.3 | M2LEV | Sindilucién | floriforme CBS 6241 99,67 %
T
MC4.4 M2LEV | Sin dilucién | No identificado -
Staphylococcus
MC4.5 PCA 102 hominis ATCC 100 %
700236 T
Staphylococcus
MC4.6 PCA 102 hominis ATCC 100 %
700236 T
i Corynebacterium
2 o
MC4 MC4.7 MYP 10 freneyi DNE00450 100 %
MC4.8 MYP 102 No identificado -
Gluconobacter
MC4.9 | M2LEV 1072 japonicus CECT 100 %
8443
MC4.10 PDA Sin dilucién | No identificado -
Gluconobacter
2 o,
MC4.11 PDA 10 oxydcms DSM 3503 T 99,78 %
Gluconobacter
MC4.12 PCA 1072 japonicus CECT 100 %
8443
Gluconobacter
MC414 | TJA 102 | japonicus CECT 100 %
8443

Observamos que un alto porcentaje de las muestras identificadas (72,7 %)
son levaduras, especificamente del género Saccharomyces (Saccharomycetales),
siendo en su mayoria S. cerevisiae (60 % del total de identificadas) y otras cepas
(7 %), perteneciendo la mayoria de estas a las cervezas MC2 y MC3. También se
han identificado hongos (6 %) como Filobasidium floriforme (Filobasidiales) y
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Aspergillus latus (Eurotiales) en las cervezas MC3 y MC4. Tanto Saccharomyces
como Aspergillus pertenecen a la divisién Ascomycota, mientras que Filobasidium
pertenece a la division Basidiomycota.

Se observa que solo una especie es comun a las 3 cervezas estudiadas con aisla-
mientos, Saccharomyces cerevisiae (Figura 3A), y el resto son diferentes viendo
que la que menos diversidad presenta es una de las cervezas comerciales. Ademds,
hay que destacar que de la cerveza MC1 solo se obtuvo un aislado (hongo), el
cual no se pudo identificar.

1. Saccharomyces cerevisiae

2. Cytobacillus purgationiresistens
3. Paenibacillus albicereus

4. Aspergillus latus

5. Filobasidium floriforme

6. Staphylococcus hominis

¥

Gluconobacter japonicus Staphylococcus hominis subsp. novobiosepticus (MFE78940.1)

8. Gluconobacter oxydans miae

9. Saccharomyces kudriavzevii e Bacillota

10. Saccharomyces eubayanus e
Cytobacillus purgationiresistens DS22 (NR 108482.1)
MC2.13

M C2 Paenibacilius albicereus UniB2 (CP051428.1:12002-12543)
Meay Actinomycetota
2 3 9 10 Corynebacterium freneyi DNFODA50 (JRNEQ1000059.1:4237-4756)
~r=r mc4.9

MC4.11
qj: Gluconobacter oxydans DSM 3503 (SMCY01000080.1:4212-4669)
Gluconobacter japonicus CECT 8443 (LVHEQ1000046.1:597-797)

1
M c4 M C3 ::::: Pseudomonadota
i Gluconobacter japonicus CECT 8443 (LVHE01000046.1:475-992)
5,6,7,8 4

A B

Figura 1. Microorganismos identificados en comin en las tres cervezas vy
microorganismos identificados en cada cerveza (A); Arbol filogenético “neighbour-
joining” (B) basado en un fragmento del gen 16S rRNA de las cepas aisladas y
sus taxones mds cercanos. Valor de “bootstrap” basado en 1 000 réplicas. Barra 5
nucleétidos sustituidos por cada 100.

Se observa cierta diversidad bacteriana, con un 27 % de aislados, sobre todo
de la muestra MC4, siendo la mayoria de las bacterias identificadas pertenecientes
a los filos Bacillota y Psendomonadota, habiéndose identificado la mayoria en la
cerveza MC4. En Bacillota, identificamos aislados como Staphylococcus hominis,
Cytobacillus purgationiresistens y Paenibacillus albicereus; en Actinomycetota solo
se identificé Corynebacterium freneyi, y en Pseudomonadota todos pertenecen al
género Gluconobacter (G. oxidans 'y G. japonicus) (Figura 3B).
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5. DiscusioN

Las cervezas artesanales son productos muy apreciados con un proceso de
elaboracién que debe estar muy controlado con el fin de minimizar las conta-
minaciones con microorganismos indeseados. En este trabajo, realizamos un
muestreo de 4 marcas de cerveza “artesanas” (2 cervezas fabricadas de manera
artesanay 2 cervezas “artesanas” de supermercado) para conocer y comparar los
microorganismos cultivables presentes en ellas, que presuntivamente podian tener
algtin efecto en sus caracteristicas organolépticas.

La mayoria de las levaduras se identificaron como Saccharomyces cerevisiae,
siendo el Gnico microorganismo comin en las marcas de cerveza. Es légico
encontrar este microorganismo ya que el proceso de fermentacién por el cual se
obtiene cerveza a partir de mosto lo realizan las levaduras, siendo la mds utilizada
Saccharomyces cerevisiae; estas van a transformar los azicares presentes en el
mosto a alcohol produciendo cerveza, siendo utilizadas mayoritariamente en la
produccidn de cervezas tipo ale.

Ademds, se encontraron otras levaduras del mismo género, pero no de la misma
especie, como son S. kudriavzevii y S. enbayanus (MC2). S. enbayanus es una
levadura tolerante al frio que explica la posibilidad de la produccién de algunos
tipos de cerveza a bajas temperaturas de fermentacién y que suele encontrarse en
combinacién con S. cerevisiae en varios tipos de cerveza como la cerveza tipo lager
(Sampaio er al., 2018); S. kudriavzevii es una levadura que también se distingue
por su capacidad de fermentar a bajas temperaturas como la produccién de vino y
cervezas lager, a veces encontrandose de manera conjunta Saccharomyces cerevi-
sae x Saccharomyces kudriavzevii (Peris et al., 2018; Gonzalez et al., 2008). En la
cerveza MC2, se identific6 un hibrido Saccharomyces cerevisae x Saccharomyces
kudriavzevii x Saccharomyces eubayanus. Este hibrido se ha observado en la
produccién de vinos (Gonzalez et al., 2006). Esta cerveza artesana se produce
en la misma fdbrica que el vino y otro tipo de cervezas de distintos tipos, como
el lager, por lo que puede que se haya producido una contaminacién cruzada en
origen. Observamos que en las tres cervezas artesanas en las que hemos obtenido
aislados se han identificado levaduras de la especie Saccharomyces cerevisae, las
cuales ayudan a darle el sabor caracteristico de la cerveza, aunque la presencia de
otras levaduras mis presentes en vino puede haber modificado su sabor.

Se han identificado dos especies bacterianas del género Gluconobacter (Gluco-
nobacter japonicus y Gluconobacter oxydans) (MC3), un género de bacterias 4cido-
acéticas, es decir, a través de una oxidacion convierten el etanol en dcido acético,
lo cual es importante ya que este tipo de bacterias suelen ser incluidas en procesos
de malteado y macerado para dar cierta proteccién a la cerveza frente a hongos o
bacterias que la pueden deteriorar. Ademas, el dcido acético producido por estas
bacterias aporta un sabor mis amargo y significativo de la cerveza (Diaz et al.,
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2022; Romero-Rodriguez er al., 2022). La aparicion de estas especies nos indica
que esta cerveza puede tener un sabor mas amargo, el cual serfa una caracteristica
distintiva de otras cervezas de supermercado.

Se ha identificado Filobasidium floriforme (MC4), esta especie de levadura no
se ha descrito en cervezas, aunque su género (Filobasidium) esta incluido dentro
del grupo de levaduras no Saccharomyces relacionado con el deterioro de las
cervezas, produciendo una mayor turbidez, produccién de compuestos fendlicos
y/o0 exceso de carbonatacidn (Latorre ez al., 2022; Esmaeli et al., 2015). Este tipo
de levaduras no se deberian haber encontrado por el alto control de calidad que
se aplica en la produccidn de cervezas de supermercado.

En este trabajo, hemos aislado un nimero superior al esperado de cepas bacte-
rianas o flingicas que se relacionan més con infecciones oportunistas o con otros
nichos. Se ha identificado Aspergillus latus (MC3), un hongo del género Asper-
gillus que puede afectar a animales, tierra o personas produciendo aspergilosis,
que no se ha descrito con anterioridad en cervezas. Ademds, se ha identificado
Staphylococcus hominis (MC4), una bacteria encontrada de manera natural en piel
humana y que, ademas, suele causar infecciones como patdgeno oportunista. No
se ha observado ninguna relacion entre la cerveza y la presencia de S. hominis en
esta, por lo que suponemos que se ha producido la identificacién de la bacteria
por una posible contaminacién que puede haberse producido tanto a nivel de
produccién como en el momento de la siembra de las muestras en el laboratorio.

Ademis, encontramos aislados identificados como Cyrobacillus purgationire-
sistens (MC2), Paenibacillus albicerens (MC2) y Corynebacterium freneyi (MC4),
de los que no se ha descrito con anterioridad su presencia en cerveza. Sin embargo,
Corynebacterium freneyi y Cytobacillus purgationiresistens se han detectado en
agua (Desta et al, 2010; Vaz-Moreira et al., 2012), por lo que al utilizarse agua
en el proceso de fabricacion de la cerveza podria provenir de esta. Por otro lado,
Paenibacillus albicereus es una especie recientemente descrita, aislada de un sirope
digestivo contaminado (medicina ayurvédica) proveniente de la India (Thorat ez al.,
2022). Sin embargo, el género Paenibacillus junto con otros géneros formadores
de esporas (Bacillus, Brevibacillus) se han observado en numerosas muestras de
cervezas y podrian posicionarse como indicadores de la calidad de los materiales
de partida y/o la higiene de las fibricas cerveceras (Mundorf et al., 2017).

Cabe destacar que no se han encontrado aislados del género Lactobacillus ni
Pediococcus, los cuales estin relacionados con la contaminacién y/o el deterioro
de cervezas artesanas (Latorre et al., 2022; Diaz et al., 2022), aunqueexﬁteckxta
contradiccién, ya que a veces estas bacterias ldcticas se han descrito como microor-
ganismos que aportan un sabor amargo a las cervezas (Romero-Rodriguez et al.,
2022), apreciado en algunos tipos, como por ejemplo en las cervezas de barril de
tipo ale.
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En resumen, tanto en las cervezas artesanas como en las “artesanas de super-
mercado” se han identificado levaduras convencionales. Sin embargo, en las
artesanas, se han identificado una gran variedad de levaduras no convencionales,
que aportan nuevos sabores y texturas, los cuales crean una mayor demanda de
cervezas “especiales” (Lengeler et al., 2020) En cambio, en las “artesanas de
supermercado”, se han identificado un alto némero bacterias que se pueden haber
afiadido para proteger la cerveza de posibles microorganismos contaminantes y/o
para dar un sabor mds parecido al que tienen las cervezas producidas de manera
artesanal, como, por ejemplo, afiadiendo bacterias dcido-acéticas identificadas
que les aportan un sabor mds amargo y caracteristico (Diaz et al., 2022; Romero-
Rodriguez et al., 2022).

6. CONCLUSIONES

Las cervezas artesanales producidas a pequefia escala presentan una mayor
diversidad microbiana, tanto fiingica como bacteriana, que las cervezas “artesana-
les” comercializadas en supermercado o grandes superficies. Como era de esperar,
el microrganismo més frecuente y comtn a todas las muestras evaluadas es la
levadura Saccharomyces cerevisiae. Sin embargo, la aparicion de otras levaduras y
bacterias propias de procesos de deterioro depende de otros factores, como el tipo
de cerveza y/o el proceso de produccién. La presencia de dichos microorganismos
puede comprometer la viabilidad de la cerveza y la salud de los consumidores,
por lo que es esencial un refuerzo de los métodos de control de contaminaciones
en produccidn artesanal de cervezas.
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RESUMEN: Este estudio en alumnos de Farmacia en la USAL evalué
los niveles de burnout (MBI), engagement (UWES) y estrés (PSS). Entre
323 alumnos, result6 que el género afecta al agotamiento, el engagement
y el estrés (mayores en mujeres). El curso influye en las dimensiones de
engagement y de estrés (mayores en cuarto). La COVID-19 afectd, con
la suspension de la docencia presencial y aumento del estrés. Se revelaron
relaciones directas entre burnont y estrés e indirectas con engagement.
Eficacia, vigor, absorcion y dedicacién tuvieron relaciones directas, como
agotamiento, cinismo y estrés. Esto refleja la compleja interaccién entre

factores académicos, personales y situacionales en la salud mental de los
estudiantes y durante la COVID-19.

Palabras clave: burnout; engagement; estrés; COVID-19.

ABSTRACT: This study in Pharmacy students at USAL evaluated the
levels of Burnout (MBI), Engagement (UWES) and Stress (PSS). Among 323
students, turned out that gender affects exhaustion, Engagement and Stress
(greater in women). The year influences the dimensions of Engagement and
Stress (higher in fourth year). COVID-19 had a significant impact, with
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the suspension of in-person teaching and an increase in stress. Revealed
direct relationships between Burnout and Stress and indirect relationships
with Engagement. Efficacy, vigor, absorption and dedication had direct
relationships, as did exhaustion, cynicism, and Stress. This highlights the
complex interaction between academic, personal and situational factors in
the mental health of students and during COVID-19.

Keywords: Burnout; Engagement; Stress; COVID-19.

1. INTRODUCCION

El sindrome de burnout o de “estar quemado”, en el ambito académico, es
la cronificacién del estrés en los estudios, conduciendo a la fatiga y la desgana
y afectando a la salud de los estudiantes. Tiene tres dimensiones: agotamiento
emocional, cinismo y eficacia académica.

El engagement académico es el bienestar de los estudiantes ante desafios
académicos que implica desear contribuir de forma valiosa a las tareas utilizando
correctamente sus fortalezas y adaptarse a situaciones de estrés o agotamiento.
Tiene tres dimensiones: vigor, dedicacién y absorcion (Schaufeli y Bakker, 2004).

El estrés es la reaccion de activacidn fisioldgica, emocional, cognitiva y
conductual ante estimulos académicos. El estudiante percibe que las demandas
académicas superan su capacidad de adaptacion causando agotamiento, desinterés,
nerviosismo y pérdida de control (Alfonso Aguila et al., 2015).

Los estimulos externos afectan al rendimiento de los estudiantes. La pandemia
de la COVID-19 ha sido la situacién més extrema en este siglo.

La COVID-19 es una enfermedad respiratoria altamente contagiosa producida
por SARS-CoV-2 que en 2019 provocé una pandemia que afecté a la poblacién. El
decreto del estado de alarma en Espafia confin6 a millones de personas y suspendid
la ensefianza presencial, creando incertidumbre a los estudiantes. Algunos alumnos
no tenfan los medios para cursar las asignaturas de forma correcta (Diaz et al., 2020).

2. OBJETIVOS

Objetivo general: analizar el nivel de burnout, engagement y estrés en estudian-
tes del Grado de Farmacia en la Universidad de Salamanca (USAL) y la relacién
de estas tres variables entre si.

Objetivos especificos:
e Valorar el nivel de cada dimensién de burnout, engagement y estrés, en la
muestra, y compararlo con estudios similares en otras universidades.
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® Analizar la relacion entre las dimensiones de burnout (agotamiento, cinismo
y eficacia académica), engagement (vigor, dedicacion y absorcién) y el estrés.

e Estudiar el efecto de la COVID-19 sobre burnout, engagement y estrés
en los alumnos.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Participantes

La muestra estuvo formada por 327 alumnos. Fueron vélidas 323 respuestas.

3.2. Procedimiento

Se cre6 una encuesta para recoger los datos para el estudio descriptivo
transversal.

La encuesta para recoger los datos se envié mediante redes sociales, el aula
virtual (Studium) y el e-mail de la USAL. Antes de comenzar la encuesta, los
alumnos firmaron una cliusula de consentimiento informado que aseguraba el
anonimato de sus respuestas.

3.3. Instrumentos

La encuesta se elabor6 con Google Forms y estuvo abierta desde el dia 3 de
diciembre de 2021 hasta el dia 26 de febrero de 2022.

El formulario engloba las traducciones al castellano de Martinez y Domin-
guez (2016); Maslach Burnout Inventory-Student Survey (MBIS-S); De la Cruz
Pérez et al. (2017); Utrecht Work Engagement Scale for Students (UWES-S), y
Ramirez y Herndndez (2007), Perceived Stress Scale (PSS), encontrados en Google
Académico. Se seleccionaron estos cuestionarios porque son los mds utilizados
en estudios similares (validados y eficacia demostrada). Ademas, se afiadieron
preguntas para valorar cémo la COVID-19 influy6 en los alumnos.

3.4. Analisis de datos

Para analizar las variables cuantitativas se obtuvieron la media, la desviacién
estindar y la varianza; de las variables cualitativas: frecuencias y porcentajes. Para
cada cuestionario y dimensién, se realizé este estudio de forma global, distin-
guiendo sexo y curso.

Se analizé la relacion de las tres variables entre si mediante el Coeficiente de
Correlacién Lineal de Pearson (CP).
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Hipétesis:

Correlacidn negativa entre burnout y engagement.
Correlacién positiva entre burnout y estrés.
Correlacion negativa entre engagement y estrés.

Herramientas:

Version 26 del programa SPSS: Andlisis de las variables y relaciones entre
las variables.

Excel: Tablas.

MultBiplot (Vicente Villardén, 2015): Analisis de las relaciones entre las
dimensiones y los items de las variables sobre la muestra. Se analiz6 el
comportamiento de los items y las dimensiones sobre los estudiantes con

una representacion grafica de ambos simultdneamente usando métodos
Biplot (Gabriel, 1971; Galindo-Villard6n, 1986).

3.5. Categorizacion en grupos

Pasos para comprender los resultados de la encuesta:

Determinar los niveles [p. ej.: 5: muy bajo (MB), bajo, medio, alto y muy
alto (MA)].

Calcular la puntuacién minima y la maxima posible en cada encuesta [p.ej.:
0y 90].

Calcular el rango de resultados. [p. ej.: 90-0 = 90].

Puntuar cada nivel. [p. ej.: 90/5 = 18]

Asociar intervalos de puntuacién a los niveles. [p. ej.: MB: 0-18, B: 19-36,
M: 37-54, A: 55-72, MA: 73-90].

Contar las respuestas de cada nivel para determinar su porcentaje respecto
del total. Se invirti6 la puntuacién de algunos items para cohesionar los
resultados.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

De 323 participantes, el 83 % fueron mujeres. Hubo un niimero de respuestas
parecido en todos los cursos, ligeramente mayor en primero. E1 96 % de la muestra
estudian unicamente el Grado de Farmacia. El resto, dobles grados incluyendo el
de Farmacia. El rango de edad va desde 17 hasta 29 afios, el 94,9 % entre 18 y 23.
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TaBLA 1: andlisis cuantitativo de burnout, engagement y estrés

DIMENSION CALFA DE PunTUuACION PunTuAciON
RONBACH MEDIA MEDIA SOBRE 10
Burnour MBI-SS 0,858 40,13 sobre 90 4,46
AGOTAMIENTO 0,865 21,25 sobre 30 7,08
CINISMO 0,892 6,817 sobre 24 2,84
EFICACIA 0,683 23,94 sobre 36 6,65
Encacement | UWES-S 0,856 57,75 sobre 102 5,66
VIGOR 0,666 17,93 sobre 36 4,98
DEDICACION 0,74 21,19 sobre 30 7,06
ABSORCION 0,647 18,63 sobre 36 5,18
EsTRES PSS 0,887 32,14 sobre 56 5,74

4.1. Analisis del burnout

La fiabilidad del MBI-SS y sus dimensiones es alta (Tabla 1). Tercero y cuarto
es donde hay mayor burnout.

Respecto al agotamiento, por baremos, un 34,7 % del alumnado tiene un
agotamiento “MA” y un 33,1 % “Alto”, es mayor que en los alumnos de Farmacia
de la Universidad Nacional de San Luis (Perd) (UNSL) que fue 5,23 (Benuzzi y
Benuzzi, 2021). Resulté haber mayor agotamiento en mujeres y en cuarto curso
(52,5 % “MA>).

El cinismo resulta menor que en la UNSL que fue de 9,13 (Benuzzi y Benuzzi,
2021). Sin diferencias significativas ni por sexo, ni por cursos.

La variable eficacia académica, €1 71,50% del alumnado la valora como “Alta”
0 “MA”. No hay diferencias significativas entre sexos (p > 0,05). La valoracién
MA es elevada en cuarto (25,4 %).

4.2. Analisis del engagement

El engagement tiene alta fiabilidad (Tabla 1). La puntuacién fue de 5,66/10.
Presenta valores similares entre sexos. Cuarto tuvo los mejores resultados. En la
UNSL, los valores fueron més altos (Benuzzi y Benuzzi, 2021).
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En vigor,un 73,7 % de las mujeres pertenecen al rango “Medio-Alto” (50,0 %
de los hombres). En quinto, el 76,1 % pertenece al baremo “Medio-Alto”.

La dimensién dedicacion es mayor en mujeres (22,8 % “MA” y 51,7 % “alto”)
que en hombres (20,4 % y 42,6 % respectivamente). En todos los cursos, agru-
pando las respuestas “alto” y “MA”, superan el 70 % del alumnado.

La absorcion es en mujeres mayor, con valores “alto” y “MA” del 26,6 % y
4,1 % frente al 18,5 % y 1,9 % respectivamente de los hombres. En segundo y
cuarto se dan los mayores valores.

4.3. Analisis del estrés

Las respuestas al cuestionario PSS presentan alta fiabilidad (Tabla 1). E174,0 %
del alumnado presenta estrés “regular-alto”, mayor en mujeres que en hombres.
El curso con mis estrés es cuarto y despues, tercero.

4.4. Andlisis de la afectacion de la COVID-19 en los estudios

La afectacion de la COVID-19 ha sido “bastante” para un 36,8 % del alum-
nado y “mucho” paraun 9,9 %. Mayor en mujeres que en hombres. Los cursos
mads afectados fueron segundo y tercero.

El agotamiento incrementd en un 37 % en la mayoria de los alumnos.

La docencia no presencial, por sexo, afecté més a las mujeres que a los hombres.
Por cursos, el menos afectado fue quinto, donde al 45 % de los alumnos le ha
afectado “nada” o “poco”.

El 4,9 % tuvieron “bastantes” o “muchos” problemas de equipamiento
apropiado.

Un 20,7 % tiene afectacién “mucho” de eficacia académica, ligeramente supe-
rior en mujeres, y en tercero (“bastante”, 34,7 % y “mucho”, 20,4 %).

Respecto al cinismo, al 53,2 % del alumnado le afect6é “nada” o “poco”; al
15,5 % le afecté “mucho”. No hay gran diferencia por sexos. Por cursos, cuarto
es el més afectado.

Por dltimo, la generacién de estrés en alumnos que antes no tenfan ha sido
notoria. Al 24,5 % le ha causado “bastante” estrés y al 28,5 % le ha creado “mucho”
estrés. Aumenté mds en mujeres que en hombres. Los alumnos con mis estrés
fueron los de segundo.

4.5. Analisis de la relacion entre burnout, engagement y estrés

Correlaciones (Tabla 2):
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TaBLA 2: correlaciones entre burnout, engagement y estrés

BurnouT | ENGAGEMENT | ESTRES
BurnouT @ 1 -0,578 0,544
Significacién (bilateral) <0,001 <0,001
N 323 323 323
ENGAGEMENT CP -0,578 1 -0,319
Significacién (bilateral) <0,001 <0,001
N 323 323 323
EsTRES CP 0,544 -0,319 1
Significacién (bilateral) <0,001 <0,001
N 323 323 323

e Correlacion negativa entre burnout y engagement con un grado de corre-
lacién medio. Esta hipétesis se ha confirmado en Caballero et al., 2015.

e Correlacién positiva entre burnout y estrés con un grado de correlacion
medio.

e Correlacidon negativa entre engagement y estrés con un grado de correla-
cién bajo.

Aceptamos las tres hipdtesis de trabajo.

4.6. Analisis de la relacion entre las dimensiones de burnout, engagement y estrés

A partir de la Figura 1 interpretamos la relacion entre variables, siendo las
aspas los estudiantes y los vectores de las dimensiones. La distancia entre aspas
indica la similitud entre estudiantes y los dngulos formados entre vectores, la rela-
cién entre variables: agudo, relacion directa, y mayor cuanto menor sea el angulo
(estrés-agotamiento); obtuso, relacién indirecta, y mayor cuanto mayor sea el
dngulo (cinismo-vigor), y recto, variables independientes (agotamiento-absorcién).

No se observaron diferencias ni por género ni por el curso académico en el
que estaban matriculados los estudiantes.

Los resultados, representados en dos dimensiones, retuvieron el 69,6 % de la
varianza total (51,1 % el primer eje y 18,5 % el segundo). El porcentaje de inercia
absorbido por el plano fue siempre superior al 60 %. Los datos se estandarizaron
por columnas y se retuvieron dos dimensiones.
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Figura 1: Analisis de la relacion entre las dimensiones de burnout, engagement y

estrés.

5. CONCLUSIONES

De los resultados concluimos:

Los estudiantes de Farmacia en la USAL tienen burnont medio (agota-
miento alto, cinismo MB vy eficacia media-alta).

Tienen engagement medio (dedicacién alta, absorcién media y vigor
medio-bajo).

El estrés es medio-alto, mayor en mujeres.

La afectacion de la COVID-19 fue alta-MA para casi la mitad del alum-
nado y la docencia no presencial supuso un problema para la mayoria de
los estudiantes y aumento del estrés.

A mayor burnout y estrés, disminuye el engagement y a mayor burnout,
mayor estrés.

Las dimensiones eficacia, vigor, absorcién y dedicacién aumentan y dismi-
nuyen sus valores simultineamente, mientras que agotamiento, cinismo
y estrés tienen un comportamiento opuesto a las primeras.
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RESUMEN: La monitorizacién de firmacos es una estrategia basada
en la determinacion de las concentraciones plasméticas de firmacos en
fluidos biolégicos para individualizar la posologia de firmacos de estrecho
margen terapéutico.

El metotrexato es un andlogo del 4cido félico que se emplea a dosis
altas en el tratamiento de diferentes tipos de leucemias, siendo un proceso
complejo por la multitud de factores que afectan a su comportamiento.

Se ha evaluado un modelo farmacocinético poblacional de metotrexato
en pacientes hematolégicos desarrollado en el Departamento de Farmacia
y Tecnologia Farmacéutica de la Universidad de Salamanca.

El modelo muestra una elevada variabilidad interindividual en el
aclaramiento y semivida de los pacientes evaluados, lo que justifica la necesidad
de la monitorizacién de metotrexato para poder establecer las necesidades
reales de dosificacién. Por otro lado, muestra una variabilidad intraindividual
significativamente inferior a la correspondiente a la variabilidad interindividual,
lo que avala el uso de los pardmetros farmacocinéticos estimados en ciclos
previos para estimar las dosis en los siguientes ciclos con mayor fiabilidad.

Palabras clave: metotrexato; validacién; modelo; poblacional;
farmacocinética.
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ABSTRACT: Therapeutic drug monitoring is a strategy based on
the determination of drugs’ plasma concentrations in biological fluids to
individualize the dosage of drugs with a narrow therapeutic range.

Methotrexate is a folic acid analogue used in at high-dose treatments of
different types of leukemia, being a complex process due to the multitude
of factors that affect its behavior.

A population pharmacokinetic model of methotrexate in hematological
patients developed in the Department of Pharmacy and Pharmaceutical
Technology of the University of Salamanca has been evaluated.

The model shows a high interindividual variability in the clearance and
half-life of the patients evaluated, which justifies the need for methotrexate
monitoring to establish their real dosage needs. On the other hand, it shows
an intra-individual variability significantly lower than that corresponding to
the inter-individual variability, which supports the use of the pharmacokinetic
parameters estimated in previous cycles to estimate the doses in the following
cycles with greater reliability.

Keywords: methotrexate; validation; model; population; pharmacokinetics.

1. INTRODUCCION

La monitorizacién de firmacos (Therapeutic Drug Monitoring, TDM) es
una estrategia basada en la determinacién de las concentraciones plasmdticas de
firmacos en fluidos bioldgicos con el objetivo de individualizar la posologia de
firmacos de estrecho margen terapéutico (Lyashchenko y Cremers, 2021).

Cuando la capacidad predictiva de un modelo farmacocinético poblacional
(PopPK) es lo suficientemente alta, puede ser utilizado a priori para estimar las
concentraciones del firmaco. En caso contrario, se recurre al método bayesiano,
empleando un pequefio nimero de datos de concentraciones séricas del paciente
a distintos tiempos postperfusmn junto a datos poblacionales, para estimar con
precision el comportamiento cinético del firmaco (Rousseau y Marquet, 2002).

El metotrexato (MTX) es un andlogo del 4cido félico que inhibe competiti-
vamente la enzima dihidrofolato reductasa (DHFR), encargada de la biotransfor-
macién del dcido dihidrofélico (FH,) en dcido tetrahidrofélico (FH,). A partir de
FH, se forman coenzimas en la sintesis de purinas y timidilato, por lo que bloquea
la formacién de estos compuestos (Aldaz y Schaiquevich, 2017).

Las concentraciones plasméticas de MTX se consideran una variable subro-
gada de su respuesta y constituyen un buen valor predictivo de su toxicidad
dosis-dependiente (Igualada et al., 2016), destacando nefrotoxicidad, mielotoxici-
dad, mucositis, hepatotoxicidad y neurotoxicidad (Aldaz y Schaiquevich, 2017).
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Se recurre a tratamientos con metotrexato a dosis altas (HD-MTX) en pacientes
con leucemia linfobldstica aguda, linfoma no Hodgkin, osteosarcoma... (Aldaz y
Schaiquevich, 2017); asi como a dosis bajas en artritis (Maksimovic et al., 2020),
psoriasis (Puig, 2014), enfermedad de injerto contra huésped o rechazo cortico-
rresistente. La TDM de MTX ha demostrado ser util cuando se administran dosis
superiores a 500 mg/m? (Maksimovic et al., 2020).

El tratamiento con MTX es complejo debido a factores que afectan la evolucién
clinica del paciente, como el tipo y estadio del tumor; una elevada variabilidad en
el comportamiento farmacocinético (Aldaz y Schaiquevich, 2017), esencialmente
en el aclaramiento (CLp) y la semivida plasmatica (t, ,) (Zhang et al., 2022); protei-
nas implicadas en el metabolismo y el transporte de fairmacos, como SLC19A1,
receptor de folato, ABCB1, ABCC2... (Aldaz y Schaiquevich, 2017).

La dosis de MTX necesaria para alcanzar una determinada concentracion plas-

. oy . SS. P .
matica en equilibrio (¢»') esté condicionada por su CLp. Generalmente se admi-
nistran 1-5 g/m* mediante perfusién intravenosa durante 24 horas, y un 10 % de la
dosis en los primeros 30 minutos para alcanzar C»~ desde el inicio del tratamiento.

Los ciclos de quimioterapia con MTX requieren una hidratacién y alcalini-
zaci6n de la orina 12 horas antes, durante y después de la perfusion intravenosa,
debido a la escasa solubilidad del firmaco a pH 4cido y su posible precipitacién
renal (Aldaz y Schaiquevich, 2017). La TDM de los niveles séricos de MTX es
util para prevenir esta toxicidad (Aumente ez al., 2006).

Posteriormente se realiza la perfusién de HD-MTX, acompafada de una
terapia de rescate con leucovorina (LV, N>-formil-FH,), cuya dosis y momento
de administracién estd condicionada por los niveles séricos y la velocidad de
eliminacién de MTX. El rescate debe comenzar a las 36-42 horas postperfusion,
administrando la minima dosis posible de LV hasta alcanzar una CPurx < 0,2 M
(Pitman y Frei, 1997), y evitando la administracién de dosis y periodos excesivos
para no comprometer la eficacia del firmaco (Aldaz y Schaiquevich, 2017).

2. OBJETIVOS

e Implementacién de un modelo farmacocinético poblacional de metotrexato,
desarrollado en el Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Salamanca, en un software
de farmacocinética clinica en desarrollo (WinPKS).

e Caracterizacion de los pardmetros farmacocinéticos de metotrexato en un
grupo de 37 pacientes monitorizados, utilizando algoritmos bayesianos.

e Evaluacién de los errores de prediccion entre las concentraciones obser-
vadas, las predichas poblacionales a prior: y mediante la aplicacion de
algoritmos bayesianos, utilizando WinPKS.
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* Evaluacién de la variabilidad intraindividual e interindividual del aclara-
miento plasmdtico, pardmetro que evalda la capacidad de eliminacién de
metotrexato.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. Biisqueda bibliografica

Se ha realizado una revision de los PopPK de MTX en las bases de datos
Pubmed, Web of Science, Scielo y Scholar Google, acotando la bisqueda a articulos
cientificos publicados en los tltimos 25 afios. Las palabras clave empleadas son
methotrexate, therapeutic drug monitoring, individualized dosing, validation,
pharmacokinetics, population pharmacokinetics y personalized medicine.

3.2. Pacientes

El estudio se ha realizado en 37 pacientes pediitricos hematoldgicos del Hospi-
tal Reina Sofia de Cérdoba. La mayoria recibi6 de 3 a 6 ciclos con HD-MTX,
obteniéndose informacién de multiples concentraciones en cada paciente. El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité de Etica del hospital, incluyendo
el consentimiento informado de los pacientes.

Las concentraciones plasméticas de MTX se determinaron mediante inmu-
noensayo de polarizacién de fluorescencia (FPIA) [sistema TDxFLx, Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, EE. UU.]. El limite de sensibilidad fue 0,02 pmol/L,
con una precision interdia del 8,89 %, 3,75 % y 4,19 % a concentraciones de 0,07,
5y 500 pmol/L, respectivamente.

El nimero medio de ciclos por paciente fue de 3,54 y el nimero medio de
concentraciones por ciclo fue de 6,79. E1 48,65 % de los pacientes recibieron al
menos 3 ciclos.

3.3. Modelo farmacocinético

El modelo empleado en el estudio ha sido desarrollado en 293 pacientes
hematolégicos del Hospital Reina Sofia de Cérdoba y tratados con HD-MTX
(0,5-8 g/m? en perfusiones endovenosas de 4-24 h), en los que se han anali-
zado 6 197 niveles plasmdticos de este firmaco, procedentes de 1 033 ciclos de
tratamiento.

El anilisis de los datos se ha realizado utilizando NONMEM® versién 7.5.
El modelo final desarrollado es el siguiente:
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GFR (L/h) = CKDEPID/97
TVCL (L/h) = 2,55 + 5,51 - GFR-(TBW/70)>73
TVV1 (L) = 32,6 - (TBW/70)
TVQ (L/h) = 0,244 - (TBW/70)%7>
TVV2 (L) = 5,78 - (TBW/70)

3.4. Andlisis farmacocinético

El PopPK ha sido implementado en el software WinPKS, que permite estimar
los pardmetros farmacocinéticos de MTX utilizando tnicamente el PopPK
(método a priort); y mediante la aplicacion de algoritmos bayesianos, que utilizan
informacién del PopPK y procedente de las concentraciones plasmiticas de MTX
obtenidas en cada paciente.

3.5. Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se ha realizado con el programa Microsoft
Excel® 2023. Se han estimado los errores de prediccién al comparar los valores
observados con los estimados utilizando los métodos a priori y bayesiano, segiin
las siguientes ecuaciones:

Ea = Co - Cpred
E, = ((/Cobs pred/) / Colﬂ) 100

CV(%)=(SD/X) - 100

4. REsuLTADOS

La incorporacién del PopPK, junto con las concentraciones plasmdticas de
MTX en cada paciente, permite estimar sus parimetros farmacocinéticos mediante
algoritmos bayesianos y, de acuerdo a ellos, predecir las concentraciones a cualquier
tiempo y las dosis precisas para obtener valores diana de los mismos.

LaTabla 1 muestra las concentraciones plasmaticas medias de MTX observadas
en cada paciente en el primer ciclo de quimioterapia, junto con las concentraciones
estimadas aplicando el método a priori y el bayesiano, incluyendo los errores de
estimacion de ambas estrategias.
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Tasra 1. Concentraciones plasmdticas medias de MTX observadas y predichas
aplicando los parimetros farmacocinéticos del modelo poblacional a priori y
los estimados con el método bayesiano, y los errores absolutos y relativos de las

predicciones
MODELO POBLACIONAL METODO BAYESIANO

PACIENTE (prggT7L) E E, E,
(pmo’[/L) (pmol/L) | (%) (pmoT/L) (pmol/L) | (%)

Media 18,18 33,60 -15,43 183 19,91 -1,73 38
SD 32,12 60,77 41,58 316 35,99 14,81 34
CV(%) 1,77 1,81 -2,70 172 1,81 -8,54 88
Min. 0,01 0,00 -355,03 1 0,00 -97,40 0
Max. 181,15 485,41 120,53 | 3730 | 227,78 102,41 300

C,,, concentracion observada; C,,, concentracion predicha con elmodelo poblacional;
bares CORCENtTACION predicha con el método bayesiano; E , error absoluto; E , error
ayes

relativo; SD, desviacion estandar; CV, coeficiente de variacion; Min., valor mmzmo

Mix., valor maximo.

5. Discusion

Se han estimado los pardmetros farmacocinéticos de los pacientes incluidos en
el estudio utilizando algoritmos bayesianos basados en el PopPK, evaluado junto
con las concentraciones plasmaticas de MTX observadas experimentalmente en
cada uno de los pacientes.

Estos pardmetros pueden utilizarse para determinar las dosis necesarias para
alcanzar concentraciones seguras y eficaces. La capacidad predictiva de las concen-
traciones plasmaticas de MTX utilizando el método bayesiano es significativamente
superior a la utilizacién a priori de los pardmetros del PopPK, ya que permite
reducir el valor del error relativo medio desde 183 % a 38 %, confirmando asi la
utilidad de este algoritmo para estimar los pardmetros farmacocinéticos de este
farmaco (Tabla 1).

La relacidn existente entre las concentraciones observadas en cada paciente,
las predichas a priori y las estimadas con el método bayesiano en el primer ciclo
de quimioterapia se muestra en la Figura 1.

Se pone de manifiesto grificamente la mejor capacidad predictiva de las
concentraciones de MTX cuando se recurre a la estimacidn de los parimetros
farmacocinéticos mediante el método bayesiano respecto al método a priori, lo
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cual se confirma con el aumento del coeficiente de correlacion establecido entre
concentraciones observadas y predichas aplicando ambas metodologias (0,8019
vs. 0,9398).

a R =0,8019 b R =0,9398
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Figura 1. Correlacién entre las concentraciones observadas frente a concentraciones
predichas de MTX a partir de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos mediante (a)
el modelo poblacional a priori y (b) el método bayesiano. La linea morada representa
la linea de identidad de los datos.

La aplicacion a priori del PopPK sobreestima las concentraciones observadas,
indicando que el modelo por si solo no predice adecuadamente las concentraciones
y, por tanto, no podria ser aplicado con éxito en la individualizacién posoldgica.

Sin embargo, la aplicacién de algoritmos bayesianos mejora significativamente
la prediccién, observindose una buena correlacién entre las concentraciones
observadas y las predichas en un margen de concentraciones inferiores a 80 mM.
Para valores mayores se observa una sobreprediccidn, aunque el nimero de datos
para esta situacidn es insuficiente para establecer conclusiones.

Las concentraciones predichas por el método bayesiano se han obtenido a
partir de los pardmetros farmacocinéticos estimados con esta metodologia.

Las variabilidades interindividuales de estos pardmetros farmacocinéticos
estimados en los pacientes evaluados presentaron valores del 45,48 % y el 37,5 %
para CLp y t,, respectivamente, confirmando la elevada variacién de estos
pardmetros de unos pacientes a otros. Este hecho justifica la necesidad de TDM
de HD-MTX para establecer una dosis adecuada que garantice la eficacia y la
seguridad del tratamiento.

Los resultados relativos a la variabilidad interindividual de CLp y t, , en los
tres primeros ciclos de los pacientes del estudio se observan graficamente en la
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Figura 2. Los valores de CLp durante el primer ciclo oscilan entre 2,48 y 23,70
L/h; y, en concordancia con ello, los valores de t, , oscilan entre 6,08 y 17,89.

CLpwmx (L/h)

1 2 3 4 5
Pacientes Namero de ciclo

—e—Ciclol —#—Cido2 —e—Ciclo3 —e—Paciente 1 —#—Paciente 2 —#—Paciente 3 Paciente 4
—e—Paciente 8 —#—Paciente 12 —8—Paciente 14 —e—Paciente 15

Figura 2. Variabilidad interindividual en los tres primeros ciclos de los 37 pacientes del
estudio (izquierda) e intraindividual enlos pacientes sometidos a 5 ciclos de quimioterapia
con MTX (derecha) de los valores de (a) aclaramiento y (b) semivida plasmadtica.

Sin embargo, su valor se reduce significativamente cuando se evalda su
variabilidad intraindividual dentro del mismo paciente en los diferentes ciclos
administrados, alcanzando valores del 21,88 % y el 13 % para CLp y t, , respec-
tivamente (Figura 2).

Esta situacién avala la importancia de estimar los pardmetros farmacocinéti-
cos individuales en los ciclos iniciales con el fin de predecir las dosis necesarias
para alcanzar las concentraciones diana requeridas en los ciclos posteriores con
mayor fiabilidad.

6. CONCLUSIONES

Se han evaluado los errores de prediccion de las concentraciones predichas
a partir de los pardmetros farmacocinéticos poblacionales obtenidos a priori y
mediante estimacion bayesiana, observindose una reduccién significativa cuando
se utiliza esta segunda estrategia.
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Se observa una elevada variabilidad interindividual en el aclaramiento de los
pacientes evaluados (CV =45,48 %), lo que justifica la necesidad de la monitorizacién
de metotrexato para poder establecer las necesidades reales de dosificacién que garan-
ticen la eficacia y la seguridad del tratamiento en cada paciente de forma individual.

La variabilidad intraindividual en el aclaramiento de metotrexato presenta
un CV = 21,88 %,

significativamente inferior al correspondiente a la variabilidad interindividual.
Este resultado permite el uso de los pardmetros farmacocinéticos estimados en
el paciente en ciclos previos para estimar las dosis en los siguientes ciclos con
mayor fiabilidad que cuando se utiliza un aclaramiento poblacional promedlo,
demostrando la utilidad de los métodos bayesianos en la monitorizacion de este
firmaco de elevada toxicidad.
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Don Santiago Ramén y Cajal es el padre de la neurociencia moderna. Fue un
polimata que se interesé por la naturaleza, la pintura y la fotografia, el culturismo,
el hipnotismo, el ajedrez la escritura, la medicina, el pensamiento critico, la inves-
tigacién y la gestion educativa y cientifica. Ademds de gran cientifico —algunos
estudiosos de su obra le sittian entre los tres cientificos mds revolucionarios de
la ciencia mundial- fue también un ser humano excepcional. Hoy sigue vivo en
el inconsciente colectivo universal, para animar al mundo a seguir la senda del
conocimiento, la ciencia, el desarrollo humano y tecnoldgico, con el elevado
propésito de hacerlo més préspero, solidario, armonioso vy feliz.

Salamanca es conocida en el mundo como una de las cunas del conocimiento,
destacando por su tradicién universitaria al servicio de la cultura y la historia. Sus
dos miximos exponentes son la Universidad, la mds antigua de Espafia, con més
de ocho siglos al servicio del conocimiento, y la Pontificia, fundada en 1940 por
el papa Pio XII, quien restaur las facultades de Teologia y Derecho Canénico,
estudios que tuvieron un fuerte auge en los siglos XVI y XVIL. Su casco antiguo
fue declarado Patrimonio de la Humanidad por la Unesco en 1988.

La insigne escritora gallega dofia Emilia Pardo Bazan definié a la Universidad
de Salamanca, con motivo de una visita que realizé a la ciudad el 26 de marzo de
1905, con estas bellas palabras: “La mds espafiola, la mds libre y democritica de
las universidades es la de Salamanca”; y, en abril de 1912, se refiri6 a don Santiago
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Ramoén y Cajal de este modo: “... tiene Vd. ante Europa y su voto de Vd. aurea
con el peso dulce de la gratitud, el ya magno caudal de respeto y simpatia que
siempre tuvo para su nombre y persona, gloria de Espafia. Viva Vd. mil afios, para
honrarnos y créame su buena, sincera, invariable amiga. Condesa de Pardo Bazan”.

Por lo tanto, Salamanca y Cajal representan una simbiosis perfecta entre el
hombre de ciencia y el saber y la ciudad cuna del conocimiento y la cultura, asi
como la fusidn de la visién humana orientada al descubrimiento de todas las
potencialidades inmersas en su propio ser y el espacio para hacerlo posible. Don
Santiago nos transmite valores intemporales y eternos como son el entusiasmo,
la voluntad, la atencién prolongada, la perseverancia y la independencia de juicio.

Hoy —inmersos en un mundo cada vez mds interconectado— constatamos el
hecho indiscutible de que todas las transformaciones socioecondmicas van ligadas
a la ciencia y la tecnologia; de ahi la necesidad de continuar promoviendo, con
esfuerzo, dedicacidn y entusiasmo, una cultura de la ciencia y el conocimiento.

Por eso necesitamos un magnifico Museo Cajal y que el 17 de octubre, fecha
de su fallecimiento, sea considerado el Dia de Cajal y la Ciencia.
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