REAL ACADEMIA DE CIENCIAS
P2 ACTAS, FISICAS Y NATURALES

EN LA ERA ANTIBIOTICA

DISCURSO .
LEIDO EN EL ACTO DE SU RECEPCION
POR EL

EXCMO. SR. D. FLORENCIO BUSTINZA
LACHIONDO

Y

CONTESTACION

DEL

EXCMO. SR. D. OBDULIO FERNANDEZ
RODRIGUEZ

EL DIA 12 DE DICIEMBRE DE 1962

MADRID
iDomicilio de la Academia: VALVERDE, 22
TELEFONO 221 25 29
19262






DISCURSO

DEL

EXCMO. SR. D. FLORENCIO BUSTINZA LACHIONDO

TEMA:

EN LA ERA ANTIBIOTICA



Excmo. Sr. PRESIDENTE,
ExcMos. SRES. AcCADEMICOS,
SENORAS Y SENORES.

Volo et esse et haberi gratus.

Con esta frase de Cicerén quiero expresar mi profunda gra-
titud a los miembros de esta Real Academia de Ciencias que
tan magnanimos han sido conmigo al elegirme para ocupar
la vacante que dejé al fallecer el eminente biclogo y ejemplar
religioso, Rvdo. P. Jaime Pujiula, S. J., que fundé en Roque-
tas (Tortosa), en 1910, el Laboratorio de Biologia del Ebro, que
al ser trasladado a Barcelona se convirtié en el famoso Institu-
to de Biologia de Sarria, del cual fué Director el P. Pujiula
hasta su muerte. Gozé de tal prestigio, que a sus laboratorios
acudieron a estudiar Biologia centenares de religiosos y de se-
glares; entre éstos, muchos médicos, farmacéuticos y natura-
listas.

Fué el Rvdo. P. Pujiula investigador incansable y escritor
fecundo, autor de numerosas obras que todos hemos consulta-
do, tales como su Citologia, su Histologia, Embriologia y
Anatomia Microscépica Vegetales, sus Elementos de Embrio-
logia del Hombre y demas Vertebrados, sus Problemas Bio-
logicos, etc.

Al tomar posesion de su cargo en esta Real Academia. el
12 de noviembre de 1941, su discursé versé sobre «Fl valor de
los Mecanismos en la Ontogénesis». Contesto el 24 de marzo
de 1943 al discurso de ingreso en esta Corporacién del que
fué para mi entrainable amigo, el religioso agustino Rvdo. Pa-
dre Luis M.* de Unamuno, y preparé la oracién inaugural del
Afio Académico 1950-51 sobre el tema «Los desvios de la vida».

Fué el Rvdo. P. Pujiula Maestro de numerosas generacio-
nes de estudiosos, y derramé con generosidad su saber. Su hu-
mildad ha sido cantada por todos los que le trataron. Su amor
a la verdad queda reflejado en las siguientes lineas suyas :



. porque la verdad es como el sol, que no necesita de
dt]es Yy atavios para parecer hermosa, antes de suyo pinta

v hermosea los objetos que toca.»

Al disponerme a ocupar la vacante que dejé en esta Aca-
demia tan ilustre hombre de Ciencia y de tan excelsas cuali-
dades humanas, lo hago con mi mayor entusiasmo, pero con
toda modestia, consciente de mi insignificante valer, y con
agradecimiento a los miembros de esta docta Corporacién por
la inmerecida distincién de que me han hecho objeio y muy
especialmente a mi querido Maestro, el Profesor D. Obdulio
Fernandez, de quien tantas ensefianzas y tantas pruebas de
afecto he recibido a lo largo de 36 anos de amistad y que

también ahora ha tenido la amabilidad de preparar la con-
testacién al discurso que, sobre el tema

EN LA ERA ANTIBIOTICA,

voy a someter a la consideracién de todos ustedes.



LOS PRECURSORES

«Los grandes héroes no son los que han vencido, sino los
que han caido intentando grandes hazanas, las hazanas qui-
méricas y sobrehumanas que no estd en las fuerzas del
hombre el poder realizar.»

GREGORIO MARANON

Con anterioridad a la publicacién por Fleming, en 1929, de su descubri-
miento de la penicilina, se conocian en la literatura cientifica varios centenares
de trabajos relacionados con los antagonismos microbianos e incluso se ha-
bian realizado ensayos terapéuticos experimentales en animales y en personas
con extractos de bacterias y de mohos, y con productos de su metabolismo.

No es mi propésito presentar aqui a todos los precursores. ya que ello exi-
giria un libro voluminoso. Me limitaré a mencionar a los que estimo mas sig-
nificativos y a dar breve cuenta de sus interesantes observaciones.

* * *

Leeuwenhoek, el iniciador de la Protozoologia y de la Bacteriologia. el
primero en observar al microscopio protezoos y bacterias vivas, fué también
el primero en apreciar el efecto microbicida —que hoy podemos llamar anti-
bidtico— frente a sus animaliculos de los extractos de determinadas plantas :
frutos de pimienta negra, clavo de especia, nuez moscada y del vinagre del
vino (¥).

Por entonces, ni Leeuwenhoek ni nadie capté el significado de aquellos
pequeios seres, su trascendental misién en la naturaleza, la accién patégena
de algunos de ellos y el efecto beneficioso de otros; pero el insigne hombre
de ciencia holandés, con su gran habilidad para construir lentes y para em-
plearlas adecnadamente, y con su insaciable curiesidad intelectual y con su
enorme paciencia, observé en sus sencillos microscopios ¢cémo sus animaliculos
—microbios— dejaban de moverse y morian —decia él— al ponerse en con-
tacto con los extractos y liquidos mencionados.

Para Leeuwenhcek, el cese del movimiento ciliar o flagelar en sus ani-
malcula era sinénimo de muerte. Claro esta, que nosotros hoy no damos por
muerto a un bacilo mévil simplemente porque haya perdido su movilidad;
lo sembramos en medios de cultivo adecuados para ver si prolifera, si crece
y se desarrolla, y solamente le damos por muerto cuando después de determi-
nadas investigaciones y pruebas llegamos a la conclusién de que han cesado
definitivamente, irreversiblemente, todas sus actividades enzimaticas. Pero

(*) Véanse sus cartas de fecha 9 octubre y 7 noviembre de 1676 dirigidas a la Royal So-
ciety de Londres en el volumen 11 (1676-1679) en The Collected Letters of Antoni van Leeu-
wenhoek. Edited illustrated and annotated by a Committee of Dutch Scientists and pu
blished by Messrs. Swets and Zeitlinger. Ltd. de Amsterdam, 1941,



situémonos en los tiempos de Leeuwenhoek y, aun juzgandole con nuestros
conocimientos actuales, no puede uno por menos de asombrarse ante sus ma-
ravillosas cbservaciones y llegar a la conclusién de que debemos también apli-
carle el calificativo del primer observador del efecto antibiético de determi-

nados extractos vegetales.
* ¥ %

En 1802 public6 en Londres el médico francés J. B. Regnault, un traba-
jo (1) en el que se ocupa de las aplicaciones del liquen islandico en el trata-
miento de la tisis pulmonar. Naturalmente Regnault no presenta radiogra-
fias, ni velocidades de sedimentacién, ni recuentos globulares, ni férmulas lew
cocitarias, ni densidad bacilar de los esputos, etc. No olvidemos que se irata
de enfermos estudiados y tratados a fines del siglo xvir y afn el genio de
Laénnec no habia ideado el estetoscopio, ni Villemin habia demostrado la trans-
mision experimental de la tuberculosis, ni Koch habia descubierto el bucilo
que lleva su nombre, ni Forlanini habia inventado el neumotérax artificial
unilateral, ni Roentgen habia descubierto los rayos X...

No hay duda de que el liquen islandico ha gozado de gran reputacién, pero
no pretendo, naturalmente, resucitar la terapia de la tuberculosis pulmonar
con ese liquen, aunque si mencionaré de paso que casi siglo y medio después
de publicarse el trabajo de Regnault, lograron Stoll y colaboradores extraer
de Cetraria islindica una sustancia activa frente al bacilo tuberculoso, el dcido
usnico racémico, y yo he observado la actividad in vitro de extractos de Ce-
traria islandica sobre diversas especies de Mycobacterium (2) (3).

* ¥ *

El 30 de junio de 1958 visité el Museo de Pasteur, en el Instituto Pasteur,
en Paris, y me encontré con una gran sorpresa en el stand dedicado a la fer-
mentacion lactica (1857), pues alli vi: Ballon contenant du jus d’oignon brut
(cru). La leviire lactique s’y dévelope et non la leviire alcoolique, y en las pro-
ximidades habia otro recipiente en el que se habia puesto jugo de cebolla her-
vido, y en dicho jugo la levadura alcooligena se habia desarrollado rapida-
mente. Las experiencias reflejadas en aquellos dos matraces no dejan lugar a
duda de que, en 1857 el insigne Pasteur descubrié el efecto antibiético del jugo
crudo de la cebolla, que selectivamente inhibia a la levadura alcoholigena pero
no al microbio productor de dcido lactico (4).

* %

En la sesion del 6 de agosto de 1860 presenté Claude Bernard a la Acade-
mia de Ciencias de Paris un trabajo de Fordos (5), informando haber obte-
nido cristalizada la piocianina, y hoy podemos decir que fué el primer an-
tibidtico obtenido cristalizado, y tres aiios después, el dia 16 de junio de 1863,
en comunicacién presentada por Dumas, dié también cuenta Fordos (6) de sus
investigaciones sobre la materia colorante del pus azul, y de este trabajo trans-
cribo las siguientes interesantes lineas:

«L’apparition de la pyocyanine dans les produits des suppurations parait étre d’um
pronostic favorable, du moins quand la matiére colorante y existe en quantité notable.
Les cas de suppuration bleue que jai été a méme d observer ont été, en général, suivis
de guérison, bien que plusieurs de ce cas fussent tres graves.»

Debo senialar que Fordos obtuvo la piocianina a partir de gasas y de otro
material de cura impregnado del pigmento azul. Aun no habia sido aislado
el bacilo piocidnico en cultivo puro, Lo haria asi Gessard en 1882.
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En la primavera de 1868 inici6 el famoso ecirujano aleman Billroth sus
investigaciones sobre las relaciones entre esporas de levaduras y de mohos,
bacterias y vibriones, y en la intreduccién a su Monografia «Untersuchungen
iiber die Vegetationsformen von Coccobacteria septicay (7), publicada en
1874, dié cuenta de la existencia de antagonismo activo entre ciertos mjcro-
organismos.

La Dra. Marlene Jantsch, en 1953, ha llamado la atencién sobre las ob-
servaciones de Billroth censiderandole como precursor en las investigaciones
antibidticas, y de ella son (8) las siguientes lineas :

«Zusammenfassend glaube ich sagen zu diirfen, dass Billroth das Verdienst zugesprochen
werden kann, als erster-noch vor Pasteur-auf den Antagonismus von Penicillium und
pathogenen keimen hingewiesen zu haben.y
Coincidiendo con la época en que Billroth realizaba sus observaciones, el

doctor William Roberts, en Manchester, hizo investigaciones (9) relacionadas
también con el crecimiento de bacterias y hengos, y con fecha de 3 de marzo
de 1874 se recibié en la Royal Society su trabajo titulado XII. Studies on
Biogenesis (10), del cual tomo las siguientes lineas :

«The avoidance of air-contamination is important for another reason. The
air is admitted, by most observers, to be highly charged with fungoid germs,
and the growth of fungi has appeared to me to be antagonistic to that of Bac-
TERIA, and VICE VERSA. [ have repeatedly observed that liquids on which the
PENICILLIUM GLAUCUM was growing luxuriantly could with difficulty be artifi-
cially infected with BACTERIA; it seemed, in fact, as if this fungus played the
part of the plants in an aquarium, and held in chek the growth of BACTERIA,
with their attendant putrefactive changes. On the other hand, the PENicILLIUM
GLAUCUM seldom grows vigorously, if it grows at all, in liquids which are full
of Bacteria.

It has further seemed to me that there was an antagonism between the
growth of certain races of BACTERIA and certain other races of BACTERIA.»

El 13 de enero de 1876, John Tyndall presenté una comunicacién verbal
a la Royal Society «que entregé completa para su publicacién el 6 de abril del
mismo afno con el titulo «The optical deportment of the atmosphere in relation
to the phenomena of Putrefaction and Infection.» En dicho trabajo, Tyndall da
cuenta de experiencias realizadas en 1875 con la finalidad de refutar la teoria
de la generacion espontinea de la vida y en el curso de las cuales observé
feuomenos de interferencia o antagonismo entre bacterias y mohos, v de ese
trabajo (11) tomo las siguientes interesantes lineas:

«In every case where the mould — se refiere a un Penicillium-was thick
and coherent the BACTERIA died, or became dormant, and fell to the bottom
as a sediment. The growth of mould and its effect on the BACTERIA are very
capricious...»

«The BACTERIA which manufacture a green pigment appear to be uniformly
victorious in their fight with the PENICILLIUM.»

* * *

Pasteur y su colaborador Joubert comunicaron el 16 de julio de 1877 a
la Academia de Ciencias de Paris, en su trascendental trabajo «Charbon et
Septicémiey (12), de que si un cultivo del bacilo causante del carbunco es con-
taminado por un microbio aerobio (par example une des bactéries communes
—dicen Pasteur y Joubert—), la bacteridia carbuncosa no se desarrolla o lo
hace muy precariamente, y muere en plazo mds o menos largo. También die-
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rTon cuenta de haber observado que la iniroduccién en animales suscepiibles
al carbunco de una suspensién de bacteridia carbuncosa a la cual se adiciona
una de esas bacterias comunes, no provoca el carbunco, y con su visién genial
Pasteur capté la trascendencxa del fenémeno, infiriendo la siguiente deducuon
profética :

«Tous ces faits autorisent peut-étre les plus grandes espérances au point de

wvue thérapeutique.y
; * % %

En 1885, Arnaldo Cantani, en Napoles, empleé un cultivo del microbio
saprefito Bacterium thermo para tratar a una enferma de tuberculosis pulmo-
nar que tenia una gran caverna en el lébulo superior del pulmén izquierdo
(13). Por inhalacién mediante pulverizador se le aplicé un cultivo en gelatina
del B. thermo diluido con caldo de carne, y la enferma respondié bien al
tratamiento : la expectoracién disminuia de dia en dia, los bacilos tubercu-
losos iban desapareciendo de los esputos, siendo reemplazados por el B. ther-
mo, la ficbre iba descendiendo, el peso aumentaba y paralelamente me-
joraba el estado general y finalmente la enferma quedé libre de bacilos en
los esputos al examen microscépico y la ineculaciéon de dichos esputos a ani-
males de experimentacién no provocé sintomas de tuberculosis.

Este fué el primer caso de la aplicacion de bacterias vivas para el trata-
miento de la tuberculosis en el hombre, y Cantani quedé tan impresionado
por el resultado logrado que concibié la esperanza de que otras experiencias
podrian conducir al aislamiento de bacterias que pudieran ser utilizadas en
la lucha contra las infecciones producidas por bacterias patégenas.

En ese mismo ano, 1885, el médico bacteriélogo rumano Victor Babes de-
mostré (14) que determinadas bacterias pueden elaborar in vitro sustancias
quimicas o modificar el medio de cultivo de modo que impiden el desarrollo
de otras bacterias y llegé a decir asi:

«Si Pon était trés avancé dans Uétude expérimentale du conflit des bactéries entre
elles, on arriverait, vraisemblablemeni, a traiter certains maladies bactériennes par
¢’autres bactéries.»

* % %

En 1887 present6 el Dr. C, Garré en Basilea, con motivo de la Trigésimo
Tercera Asamblea de la Unién Central de Médicos en Suiza, un interesante
trabajo sobre A4ntagonismos bacterianos (15), sefialando que muchos micro-
bios al desarrollarse en determinados medios los hacen impropios para el
desarrollo posterior de otros y que el fenémeno no es general, sino limitado a
determinadas especies. Garré ide6 métodos para investigar in vitro el anta-
gonismo, y para ello sembré simultineamente en estrias paralelas y alterna-
tivamente, a cierta distancia unas de otras, por ejemplo, el Bac. fluorescens
putidus y el Staphylococcus pyogenes aureus. El primero crecia mas rapida-
mente y sus preductos de secrecién se difundian por el medio e inhibiun al es-
tafilococo cuando éste habia sido sembrado a corta distancia del B. fluorescens.

Para Garré el antagonismo era debido a sustancias especificas difusibles
que inhibian especificamente a determinadas bacterias.

Este luminoso trabajo de Garré, en el cual se describen técnicas para ex-
plorar los antagonismos, significé un gran pregreso, ya que estimulé a oiros
a proseguir este tipo de investigaciones que en el sentir de Garrée podrian
conducir a resultados de interés terapéutico.
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En 1888, Freudenreich observé que filirado el caldo en el cual se habia
desarrollado el bacilo piocianico no permitia el crecimiento de determinadas
bacterias cuando éstas eran sembradas en él, y al ano siguiente, 1889, Bouchard
observé que el B. piocidnico inyeciado en conejos pocas heras después de la
inoculacién de la bacteridia carbuncosa detenia en algunos casos el desarrcllo
de la infeecion experimental por el B. anthracis,

Charrin y Guignard trataron de penetrar en el mecanismo por el cual se
producia esa proteccion y estudiaren la accién del B. piocianico sobre el ba-
cilo causante del carbunco y publicaron en 1889 su irabajo «Action du ba-
cille pyocyanique sur la bactéridie charbonneuse» (16), del que reproduzcc las
siguientes luminosas lineas:

«Toutefois, ce serait exagérer que de croire Uaction des produits solubles suffisante a
elle seule pour tout expliquer. Ces produits atténuent, ils ne tuent pas, ou du moins
difficilmeni. Il est possible que le phagocytisme profite de cette atténuation pour

remporter une victoire devenue plus facile. Il est probable aussi que d’autres conditions
de ce mécanisme nous échappent.»

Honl y Bukovsky comunicaron el 21 de octubre de 1898 a la Academiz de
Ciencias de Praga sobre la aplicacién en forma de apésitos himedos del liquido
de metabolismo del B. piocidnico en el iratamiento de 100 casos de ulceras
de las piernas, algunas de ellas graves, y al parecer con buenos resultados
clinicos, y al afio siguiente, 1899, Emmerich y Low emplearon (17) un extracto
cbtenido a partir de un cultivo de seis semanas del B. piocidnico y al cual
designaron con el nombre de piocianasa. Esta piocianasa era capaz de lisar
in vitro suspensiones de B. anthracis y estaba dotada de actividad bactericida
frente al bacilo tifico, diftérico y otros, y fué empleada en infecciones ocula-
res, tratamiento de sinusitis, anginas, como preventivo y curativo de la dif-
teria, se inyecto en abscesos, en mastisis bovina, etc.

DBende mayor predicamento gozé la piocianasa fué en Alemania, aunque
también se empleé en Francia, pero los resultados eran discrepantes y poco
a poco fué abandonado su empleo, aunque su aplicacién esporadica llegé
hasta 1936-37, De todas formas, la piocianasa, que realmente era un complejo
de sustancias, fué interesante por su actividad selectiva in vitro é in vivo fren-
te a determinadas bacterias y por estar desprovista practicamentz de toxici-
dad frente a las células animales.

* * *

El Dr. Paul Vuillemin, en 1889, en su trabajo titulado «4ntibiose et Sym-
biose», no solamente emplea por primera vez el término antibiose, sino tem-
bién los términos antibiote, action antibiotique e influences antibiotiques.

Con el término antibiosis designé Vuillemin el fenémeno mediante el
cual un ser se opone a la vida de otro.

Del trabajo de Vuillemin (18) tomo sus ultimas lineas que son signilica-
tivas :

«Puisque les forces directement destructives et les forces directement hypertrophian-
tes, également nuisibles dans ceriain cas. peuvent aussi étre rendues avantageuses par
des influences compensatrices: 'homme par une intervention raisonnée, dominera les ma-
ladies des plantes, des animaux, de sa propre espece, autant qu il connaitra les puissances
symbiotiques ou antibiotiques, qu’il doit renforcer ou neutraliser, pour que tout s’ équilibre
ci se régularise autour de lui.»

En 1899, H. Marshall Ward acepté el término de antibiosis propuesto por
Vuillemin y lo aplicé al antagonismo microbiano.



En 1895, el Dr. Vincenzo Tiberio publicé un trabajo de extraordinario
interés : «Sugli Estrati di Alcune Muffe» (19), realizado en el Istituto d’Igie-
ne della R. Universita di Napoli, y en €l da cuenta de haber obtenido extrac-
tos acuosos de diferentes mohos, Penicillium glaucum, Aspergillus flavescens
y Mucor mucedo, y de haber estudiado su actividad frente a diversas bacte-
rias patégenas, tales como B. anthracis, bacilo tifico, colibacilo, vibrion co-
lérico, estafilococo, estreptococo, etc., y también de haber efectuado ensayos
" de proteccion y de curacién en cobayos. Es tan interesante este trabajo ex-
perimental de Tiberio que reproduciré sus propias lineas:

p- 95. «Risulta chiaro da queste osservazioni che nella sostanza celluiare delle muffe

inate son ¢ ti dei principi solubili in acqua, forniti di azioni battericida: soto

questo riguardo sono piu attivi o in maggior copia quelli dell’Asp. FLAVESCENS, meno
quelli del Mu. MUcevo e del PENN. GLAUCUM.»

p- 96. «ll Liquido avuto dall’ Asp. FLAVESCENS é dotato di notevole potere chemio-
tattice.»

p- 98. «ll solo liquido avuto dall’ ASP. FLAVESCENS esercita un’azione positiva nelle
infezioni sperimentali da B. del tifo e V. del colera»;

y a continuacién, refiriéndose al extracto obtenido de Asp. flavescens, dice
que tiene accién preventiva y terapéutica.

Es decir, que debemos considerar al Dr. Vincenzo Tiberio como el primer
investigador que ensayo in vivo, en animales, la actividad terapéutica de
extractos procedentes de ciertos mohos.

* * *

En 1896, otro investigador italiano, el Dr. B. Gosio, refiere el haber
aislado, a partir de maiz enmohecido, un Penicillium que estimé era el
P. glaucum (20), el cual cultivado en medio Raulin o en medio a base de
harina de maiz producia una sustancia de naturaleza fenolica que logré ob-
tener cristalizada en pequena cantidad, y experimentando con ella chservé
que tenia actividad frente al B. anthracis.

Se estima hoy que la sustancia cristalizada per Gosio es el dacido micofe-
ndlico, obtenido —y bautizado asi— por Alsberg y Black en 1913 a partiz de
liquidos metabolizados por Penicillium stoloniferum; y mas recientemente,
Florey y colaboradores, en 1946, dieron cuenta de sus investigaciones sobre
la actividad antibacteriana y antifingica del dcido micofendélico.

Gosio fué el primer investigador que obtuvo a partir de un Penicillium
un antibiotico al estado cristalino.

* ¥* *

El 17 de diciembre de 1897 el médico Ernest Duchesne defendié publica-
mente en la Facultad de Medicina y Farmacia de Lyon su Tesis doctoral
«Contribution a Uétude de la Concurrence Vitale chez les Microorganismes.
Antagonisme entre les Moisissures et les Microbesy, y en ella especilica sus
observaciones y experiencias en relacion con los antagonismos entre mchos
y bacterias, y con visiéon realmente profética vislumbré el alcance terapéu-
tico que pudiera derivarse de la concurrencia entre mohos y bacterias.

Veamos las conclusicnes V y VI —las tltimas— de su Tesis:

V. 11 semble, d’autre part, résulter de quelques-unes de nos expériences, malhereu-
sement trop peu nombreuses et qu’il importera de répéter a nouveau et de contréler, que
certain moisissures (Penicillium gleucum), inoculées a un animal, en méme temps que
des cultures trés virulents de quelques microbes pathogénes (B. coli et B. typhosus
d’Eberth) son capables d’atténuer dans de trés notables proportions la virulence de
ces cultures bactériennes.



VI. On peut donc espérer qu’en poursuivant 1’étude des faits de concurrence bio-
logique enire moisissures et microbes, étude seulement ébauchée par nous et a laquelle
nous n’avons d’autre prétention que d’avoir apporté ici une trés modeste contribution,
on arrivera, peut-étre, a la decouverte d’autres faits directement utiles et applicables
a 'hygiéne prophylactique et a la thérapeutique.

Es decir, que en tres afios consecutivos, 1895, 96 y 97, independientemren-
te e ignorandose sus respectives trabajos, dos cientificos italianes y otro
francés realizaron investigaciones con mohes, y Duchesne vislumbré que lle-
garia el dia en que se descubririan fenomenos de antagonismo entre mohos
v bacterias que tuvieran utilidad terapéutica.

* ¥* *

En 1903, el Prof. A. Lode, del Instituto de Higiene de la Universidad de
Innsbruck, publicé un trabajo sobre Antagonismos Bacierianos (21), senialando
-que habia observado en un cultivo de Micrococcus tetragenus un contaminante
antagonista del anterior y que resulté ser una bacteria Gram positiva que
producia sustancia difusible que inhibia a ciertas bacterias, entre ellas al
B. anthracis y al Staphylococcus aureus. Lode inyecté el liquido con la sus-
tancia activa concentrada a animales de experimentacion y observé que no
era toxica, y esto le hizo concebir la esperanza de que quiza seria 1til para
prevenir ¢ curar enfermedades producidas por microbios sensibles, pero los
ensayos realizados en ratones y con Micrococcus tetragenus fueron poco esti-
mulantes y completamente negativos.

Lode dice asi:

«Die bisher gemachten Tierversuche, die sich nur auf Mdiusse und den Microc, te-
tragenus beziehen, waren entmutigend und véllig negativ.»

Lzs investigaciones de Lode fueron bien planteadas y bien conducidas y
aunque los resultados terapéuticos fueron nulos, su trabajo es realmente no-
table, y de él ha dicho el Profesor Howard Florey (22): Lode’s work could,
in fact, well be a description of some antibiotic investigation of the present

day.»

* * #*

Albert Vaudremer, trabajando en el Instituto Pasteur de Paris, estudié
en los comienzos de este siglo la accion de los liquidos de metabolismo de
diversos mohos, pero especialmente del Aspergillus fumigatus sobre bacilos
tuberculosos virulentos e incluso los empleé en el tratamiento de la tubercu-
losis humana. De su trabajo Action de I’éxtrait filtré d’Aspergillus fumiga-
tus sur le Bacille Tuberculeux, publicado en 1913 (23), reproduzco las si-
guientes lineas expresivas :

«Depuis 1910, nous avons traité plus de deux cents malades avec les extraits d’A. fu-
migatus; le traitement a été appliqué dans plusieurs hépitaux et sanatoriums parisiens.
Des faits que nous avons observés, on peut conclure a I'innocuité de ces injections qui ne
provoguent jamais de réaction fébrile. Parfois méme on voit survenir des guérisons in-
espérées. Dans d’autres cas, on observe une amélioration passagere; mais malhereuse-
ment les faits sont encore nombreux ou la tuberculose poursuit son évolution.»

Pero no solamente empleé Vaudremer en terapéutica extractos de A. fu-
migatus, sino que macer6 durante un mes a 38° bacilos tuberculosos humuros
virulentos en el extracto filtrado de dicho moho y observé que este trata-
miento les privaba de la tuberculina, de su acido-resistencia y de viruleucia.
Con los bacilos asi tratados y muertos por el calor preparé emulsiones qgue
fueron empleadas a partir de 1920 con resultados interesantes en el tratamien-
1o especialmente de las tuberculosis quirirgicas.



El 10 de julic de 1954, en compaiiia del micélogo norteamericano doctor
Ch. Tom y del Dr. Shibata, de la Universidad de Tokio, estuve en e! domi-
cilio que fué del Dr. Vaudremer, en Paris, y alli, en el despacho, su hija,
Mlle Andrea, nos mostré una placa en homenaje a su padre —fallecido en
1943—, en la cual expresaban su gratitud y con sus firmas los enfermos tu-
berculosos curados o mejerados con su tratamiento, y esa era la mejor prueba
de que Vaudremer no habia pasado inutilmente por este valle de lagrimas,
pues habia contribuido a aliviar el dolor a sus semejantes, y en aquella placa
estaba la evidencia con la gratitud de los beneficiados con su tratamiento.

L A R

Es curiosa la circunstancia de que Leonard Colebrook, colega de Fleming
y discipulo como éste de Almroth Wright, publicara en 1915 un trabajo rea-
lizade en el Inoculation Department del St. Mary’s Hospital (24), dando cuen-
ta de que en medio de cultivo sélido el meningococo era inhibido por el es-
treptococo y por el neumococo, y que también el filtrado de un cultive de
este ultimo microbio era bactericida frente al meningococo. Del trabajo de
Colebrook transcribo las siguientes lineas que también son interesantes :

«... it would seem probable that the principle of bacterial antagonism will be found
to have other, and perhaps therapeutically useful, applications in the wide field of mi-
crobic infections.»

* % *

Aunque ya en 1890 G. Gasperini, trabajando en el Instituto de Higiene
de la Universidad de Pisa, habia observado que el actinomiceto Streptothrix
Foersteri era capaz de desarrollarse sobre bacterias y mohos digeriendo sus
membranas celulares, y en 1917 R. Greig Smith observé el efecto antagonista
de Streptothrix del suelo frente a ciertas bacterias, debemos considerar al
Profesor Rudolph Lieske, de la Universidad de Heidelberg, como el primer
investigador que realizé un estudio experimental detenido socbre la accién bac-
teriolitica de los Actinomicetos frente a deierminadas células bacterianas vi-
vas o muertas incorporadas a un medio a base de agua y agar, y sobre cuya
superficie se siembra el Actinomiceto.

En 1921, Lieske publicé su Monografia sobre Actinomicetos (25), en la
cual hay un capitulo titulado «Die Einwirkung von Strahlenpilzen auf das
Wachstum anderer Mikroorganismen (Antagonismus») y en él se especifica
que los Strahlenpilze (Actinomicetos) segregan sustancia especifica, activa,
extracelularmente, produciéndose alrededor de la colonia del Actinomiceto
zona de inhibicién donde las bacterias ensayadas mueren y se lisan.

Lieske, impresionado con sus observaciones, llegé a pensar en que los
agentes responsables de esa lisis bacteriana pudieran tener gran significado
bioclégico en la naturaleza y ademas podrian tener aplicaciones terapéuticas,
y en el capitulo dedicado a «Die Auflosung von Bakterien durch Strahlenpilze
(Bakteriolyse)» se puede leer en la pagina 143 lo siguiente :

«Ob die bakteriolytischen Enzyme der Strahlenpilze einmal von therapeutischer Be-
deutung iverden konnen, ist fraglich, aber inmmerhin nicht aus geschlossen. Die grossen
Erwartungen, die man auf die Pyocyanase, den entsprechenden Stoff des Bacterium pyo-
cyaneum gesetz hat, sind leider bisher nicht erfiillt worden. Dass mit den Enzymen der
Scrahleumlze die jedenfalls eine bedeutende bakterizide Wirkung haben, bei Anwendung

gneter Methoden b e Ergebnisse erzielt werden kiénnen als mit Pyocyanase, ist
kemeswegs unméglich.»

Con independencia de las investigaciones de Lieske, André Gratia y Sara
Dath trabajando en el Instituto Pasteur de Bruxelles, redescubrieron en 1924
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(26) el poder bacteriolitico de los actinomicetos y observaron que una placa
de estafilococo expuesta al aire se contaminé con un Streptothrix blanco, el
cual una vez aislado se desarrollé perfectamente en suspensiones en agua
de microbios, tales como estafilococo o bacilo piocidnico, y a los cuales di-
solvié comipletamente. De su trabajo transcribo las siguientes lineas :

«l doit (se refieren a su Streptothrix), vraisemblablement, intervenir dans la destruc-
tion des Bactéries sur le globe et représenter un chainon naturel du cycle de la matiére
vivante.»

Gratia et Dath en otro trabajo, «Moisissures et microbes bactériophagesy,
publicado en 1925 (*), refieren (27) que:

«D’une culture contaminée de charbon et complétement clarifiée nous avons retiré
une variété de PENICILLIUM cLAUCUM dissolvant la Bactéridie charbonneuse.»

En ese trabajo senalan también que su Streptothrix, ademas del estafilococo
y del b. piocidnico, disuelve a otros microbios como el vibrién colérico, diver-
sas bacterias saprofitas y que dicha lisis se opera merced a un agente litico
muy activo y difusible que se halla presente en los cultivos en caldo de dicho
Streptohrix.

Gratia y colaboradores sacaron partide de esa accién litica para preparar
sus mycolisats, obteniéndolos haciendo actuar el Streptohrix sobre emulsiones
en agua destilada de las bacterias muertas por el calor. Esos micolisados los
filtraban por bujia Chamberland, y como conservaban todo el poder antigé-
nico de las suspensiones de bacterias muertas, pero no tratadas, y con la ven-
taja de ser mucho menos téxicas, las emplearon en terapéutica.

En el mismo afo, 1928, en que Fleming descubrié la penicilina, publica-
ron Papacostas y Gaté su documentado libro «Les Associations Microbiennes-
Leurs Applications Thérapeutiquesy, y al cual en la época en que fué publi-
cado no se le presté toda la atencién que merecia el enorme esfuerzo y la
gran labor de sus autores que analizan mas de 500 referencias bibliograficas.

Transcribo de la Introducién de ese libro, pagina 5, el siguiente parrafo :

«Comme on le voit, le champ a cultiver est irés vaste, et la moisson a venir, riche
en promesses. Cette considération n’impliquait-elle pas que le moment était opportun
pour un inventaire complet de ce que nous ont légué, dans cet ordre d’idées, les expé-
rimentateurs qui nous ont devancés?»

Y refiriéndose al mecanismo de la antibiosis senalan, que esta lizado en
la mayoria de las veces a la secreciéon por ciertas bacterias de productos no-

civos para otras especies.
* * H*

He pasado revista a los trabajos de los precursores que me han parecido
mas interesantes, y resumiendo la situacion antes del descubrimiento de la
penicilina llegamos a la conclusién de que: Numerosos investigadores habian
observado fenomenos de antagonismo y de antibiosis entre bacterias, v entre
bacterias y mohos, y entre mohos, e incluso algunos habian vislumbrado el
alcance que pudieran tener esos fenomenos y de hecho se habian empleado

(*) La referencia bibliografica sobre este trabajo me la facilité el Prof. M. Welsch de la
Universidad de Lieége, que en 1937 designé con el nombre de Actinomycetine al filtrado de
un cultivo en caldo de Actinomyces (Streptomyces) albus G. y que hoy se estima es un com-
plejo bacteriolitico en el cual entran: la actinozima, el sistema estafilolitico, un agente es-
treptolitico y dos agentes pneumoliticos.

WeLscH, MAurice: Activités Bactériolytiques des Microorganismes. Ergebnisse der Mi-
krobiologie Immunititsforschung und Experimentellen Therapie. Dreissigster Band, pagi-
nas 217-279 (1957).



«con finalidad terapéutica extractos de bacterias y de mohos, y la actividad bac-
teriolitica de ciertos Actinomicetos habia sido observada y se habia pensado
en su posible utilidad terapéutica, y la actividad litica de Streptohrix habia
sido empleada por Gratia y colaboradores para preparar sus micolisados.

Permitidme, antes de entrar en el descubrimiento de la penicilina, que
rinda mi modesto homenaje de admiracién y de gratitud a esa pléyade de
investigadores que a pesar de su labor heroica no pudieron en muchos casos
llevar a feliz término sus trabajos. Algunos de ellos no fueron comprendidos
por sus contemporaneos y varies tuvieron la sagacidad y la intuicién para
vislumbrar la trascendencia de sus observaciones y hasta para pensar en sus
posibles repercusiones terapéuticas. Fueron, sin duda alguna, los precursores
ante los cuales debemos inclinarnos con el mayor respeto, porque con e:casos
recursos, con grandes dificultades técnicas y econémicas, lucharon con entu-
siasmo y sin desmayo y descubrieren hechos nuevos, interesantes y en ocasio-
nes trascendentales, Con demasiada frecuencia los precursores son olvidados.
pero los que nos dedicamos a la docencia tenemos el deber de presentar su
obra y de darlos a conocer destacando todo el mérito de la aportacién indivi-
dual de los que sacrificaron y consagraron su vida de trabajo a la bisqueda
de la verdad y, por ende, al progreso universal.
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DESCUBRIMIENTO DE LA PENICILINA
Y SU DESARROLLO

«t is characteristic of science that discoveries are rarely
made except when people’s minds are ready for them.»

Lorp RUTHEFORD

«Dans les champs de Uobservation le hasard ne favorise
que les esprits préparés.»
L. PAsTEUR

Todo ha sido extraordinario y providencial alrededor de la penicilina, y
1odas las etapas de su desarrollo han side trascendentales.

En un pequenio laboratorio, en el St. Mary’s Hospital, en Londres, en el
otono de 1928, Alexander Fleming realizé el descubrimiento mas bello de
nuestro siglo, y de tan enorme alcance que casi parece un milagro: el que un
moho vulgar produce una sustancia con la cual se pueden salvar vidas hu-
manas.

Fué Fleming bacteriélogo-inmundélogo que consagré muchos aiios al estudio
de la fagocitosis, inmunizacion mediante vacunas y estudio bacteriolégico de
las heridas de guerra. Sus escrupulosas y pacientes investigaciones sobre la
accion de los antisépticos sobre las bacterias y sobre los leucocitos, iniciadas
en 1915 y proseguidas sin interrupcién, y su obsesién y su anhelo por descu-
brir una sustancia que no interfiriese con la actividad de los leucocitos y tu-
viera en cambio gran actividad antibacteriana, y que pudiera ser eficaz para
€l tratamiento de las infecciones bacierianas, asi como su importantisimo des-
cubrimiento de la lisozima, realizado en 1921, prepararon su espiritu para el
gran momento de su vida: el descubrimiento de la penicilina, que le condujo
a la inmortalidad.

El 21 de diciembre de 1945 visité (28) por primera vez al Profesor Fleming
en su Laboratorio, y en esa ocasion puso él en mis manos su placa histérica.
La emociéon que me embarga me hace guardar silencio. El también calla. Yo
medito en que aquel hombre lleno de bondad, humildad, sinceridad y encanta-
dora modestia, con su mente preparada por muchos afios de entrenamiento en
investigaciones relacionadas con la acciéon de los antisépticos sobre las bacte-
rias, y con su gran capacidad para asombrarse, y con su curiosidad sin limites.
capt6 inmediatamente la trascendencia de aquel fenomeno de antagonismo na-
tural entre un moho del género Penicillium y determinada estirpe de Estafi-
lococo, microbio causante de diversos tipos de infecciones. Su perspicacia y
su lucidez mental le llevaron a la conclusion de que algo muy importante
ocurria en aquella placa, que ahora tenia yo en mis manos, y que era necvesa-
rio aclarar, y su gran entusiasmo por descubrir la verdad le movié a no de-
jar de lado aquella placa con colonias de estafilococo y que un moho intruso

11



habia contaminado, hasta dilucidar aquel drama biolégico, ya que, alrededor
de la colonia del Penicillium contaminante, las colonias del estafilococo eran
mds pequenias y estaban en franca lisis, y como consecuencia de haberle pres-
tado la debida atencién y-después de realizar escrupulosas y pacientes inves-
tigaciones durante varios meses, pudo llegar a la conclusién de que aquel moho
vertia a los medios de cultivo algo que era difusible, que inhibia especifica-
mente el crecimiento de determinadas bacterias patégenas, tales como : esta-
filococo, estreptococo, neumococo, gonococo, bacilo diftérico, etc., y que no
inhibia el crecimiento de otras, tales como: el Haemophilus influenzae, el
colibacilo, etc., que no era téxico y que no interferia con la actividad de los
leucocitos.

Fleming era ya entonces el primer experto en el mundo en el estudio de
la accion de los antisépticos sobre las bacterias y sobre los leucocitos. Habia
realizado millares de ensayos de este tipo y con el mismo resultado : siempre
los antisépticos tenian actividad antileucocitaria mas marcada que su accion
antibacteriana, por lo que en la mayoria de las ocasiones su empleo resulta-
ba perjudicial. En su larga experiencia en estc campo de la investigacion,
esta era la primera vez que hallaba algo que estaba dotado de una gran ectivi-
dad antibacteriana v desprovisto de accion perjudicial sobre los leucocitos.
Por fin parecia haber dado con el antiséptico soniado : no tenia efecto perju-
dicial sobre los leucocitos y revelaba gran actividad frente al estafilococo y al
estreptococo hemolitico, que emple6 como gérmenes de prueba en ensayos
realizados en slide cells en sangre humana desfibrinada.

Fleming aplicé el caldo en el cual su Penicillium habia vertido el agente
activo sobre zonas infectadas y observé que no era irritante, no era toxico y
en algunos casos obtuvo buenos resultados, Pero pronto se percaté de que el
liquido de metabolismo del moho, al cual llamé penicilina, era muy com-
plejo, pues contenia, aparte de las sustancias del caldo, las resultantes de la
actividad del mohe, y que era importante aislar la sustancia activa antes de
proceder racionalmente a ensayos terapéuticos de envergadura. Y se puso a
ello con la colaboracién de dos jovenes graduados en medicina, Mr. Stuart
Craddock y Mr. Frederick Ridley (¥), a quienes alude Fleming en su trabajo
principe, donde también alude a Mr. La Touche, el micélogo que identifico
como Penicillium rubrum al moho que contaminé la placa.

Los intentos de aislamiento no tuvieron éxito, pero las conclusiones de lzs
investigaciones realizadas resultaron ser tan extraordinarias para un investiga-
dor de la experiencia de Fleming, que no vacilé en darlas a cenocer, y el 10
de mayo de 1929 entregé para la publicacién su trabajo titulado «On the anti-
bacterial action of cultures of a Penicillium, with special reference to their
use in the isolation of B. influenzae» (que se publicé en The British Jour-
nal of Experimental Pathology, vol. X, pag. 226, 1929), y en el cual, refi-
riéndose a su penicilina, dice asi:

(*) Los doctores Ridley y Craddock, a pesar de no ser quimicos, hicieron observaciones
realmente interesantes que no fueron publicadas. Yo las he estudiado en el libro de Labo-
ratorio del Dr. Craddock y entre ellas debo mencionar que llegaron a la conclusién de gue
el pigmento amarillo producido por el moho era diferente de la sustancia antibacteriana;
que sospecharon —aunque no lo demostraron— que habia un enzima elaborado por bacte-
ria: contaminantes que destruia la sustancia antibacteriana del mould juice —como entonces
le llamaban— y que en sus concentraciones del caldo metabolizado por el moho llegaron a
obtener un material que era activo ain diluido varios miles de veces.
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ot is suggested that it may be an efficient antiseptic for application to or
injection into areas infected with penicillin sensitive microbes.»

No se le presté a este luminoso irabajo de Fleming la atencién que mere-
cia, pero el Mzestro sigui6 trabajando con fe, y en 1931 vuelve a insistir (29)
y hace este vaticinio :

«... it is quite likely that it (se refiere a su penicilina) or a chemical of a
similar nature, will be used in the treatmeni of septic woundsy; y al aiio si-
guiente (30) escribe asi:

«lt has been used on a number of indolent septic wounds and has certainly
appeared to be superior to dressings containing poteni chemicals.»

Y en el afio 1936, con motivo del Segundo Congreso Internacional de Mi-
crobiologia, celebrado en Londres, vuelve a hacer una demostracién de la ac-
cion antibacteriana selectiva de su penicilina (31).

* ok %

El Profesor Harold Raisirick, autoridad mundial en Bioquimica de Mohos,
que ha aislade con sus colaberadores, en ¢l Departamento de Bioquimica del
London School of Hygiene and Tropical Medecine, decenas de sustancias como
productos metabélicos de mohos, precisando su estructura quimica e incluso
sintetizando muchas de ellas, en el afio 1930 se interesé en el moho de Fleming.
Por entonces estudiaba el pigmento amarillo del Penicillium chrysogenum, y
al recibir un cultivo del moho de Fleming y realizar con él determinadas: in-
vestigaciones, observé que el pigmento que producia era idéntico al del P. chry-
sogenum y también que su aspecto micrescopico era parecido al de esa espe-
cie, lo cual le indujo a pensar que podria estar mal identificado el moho que
contaminé la histérica placa, y para resolver la duda lo envié en consulta al
doctor Charles Thom (32), primera autoridad mundial en Penicillium, quien
resolvié la consulta sefialando que no era el Penicillim rubrum, sino que se
trataba de una estirpe proxima al Penicillium notatum, dentro de la seric del
Penicillium chrysogenum, y asi quedé identificado correctamente por Thom
el moho que contaminé la placa de Fleming, lo cual tuvo mas adelante (1941-
45) gran importancia para orientar las investigaciones encaminadas al descu-
brimiento (33) de estirpes de Penicillium notatum-chrysogenum, mas produc-
toras de penicilina.

En 1932, Raistrick y sus colaboradores, Clutterbuck y Lovell, publicaron un
trabajo (34), en el cual llaman penicilina a la sustancia antibacteriana de
Fleming y senalan que el P. notatum de Fleming puede cultivarse en medio
sintético a base de glucosa y sales inorganicas, y en el cual produce dicho
moho tanta o mas penicilina que en los medios a base de caldo, lo cual era de
gran importancia practica, ya que el aislamiento de dicha sustancia a purtir
de un medio sintético, de composicién bien conocida, seria mucho mas facil
que a partir del caldo. También dieron cuenta de que la crisogenina (pigmento
amarillo) era diferente de la sustancia antibacteriana y que, acidificando el
liquido metabolizado por el moho hasta un pH de 2, la sustancia activa po-
dia extraerse con éter.

Raistrick y colaboradores obtuvieron preparados mas o menos activos, pero
cuando se marché Lovell, que hacia los ensayos bacteriolégicos, como ni Rais-
trick ni Clutterbuck estaban legalmente autorizados para realizar experiencias
con animales, y como por otra parte los bacteriélogos del London Schoc! of
Hygiene and Tropical Medicine, que si podian hacer ese tipo de investiga-
ciones, no mostraron el menor interés por Ilevarlas a cabo, Raistrick y Clut-
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terbuck no prosiguieron los trabajos de conceniracion y aislawiento de la pe-
nicilina y se consagraron a estudiar otras sustancias del metabolismo de los
mohos. De persistir en la investigacién no dudo de que Raistrick hubiera
aislado la penicilina,

El nombre de Raistrick sera recordado siempre con respeto y admiracién
cuando se hable de «Bioquimica de mohos», y a mi entender su aportacion a
la historia de la penicilina, aunque no se vié coronada con el aislamient: de
dicha sustancia, fué sin embargo de importancia como base para las investi-

gaciones posteriores.
* %k ¥

El 14 de noviembre de 1945, con motivo de la sesién cientifica celebrada en
Baltimore por la Maryland Association of Medical and Public Health Labo-
ratories, tuve la oportunidad de entrevistarme con el Dr. Roger D. Reid, que
fué el primero en interesarse en los Estados Unidos en la sustancia antibacte-
riana producida por el P. notatum de Fleming. Por su importancia reprcduz-
co lo que Reid me dijo:

«Yo estuve interesado en la accién antibacteriana de los filtrados del Penicillium no-
tetum desde 1930 hasta 1935, pues creia que se podrian utilizar para el tratamiento de
las mastitis del gavado cuando eran producidas por gérmenes semsibles a la penicilina.»

«A la Direccion del Agricultural Experimental Station del Pennsylvania College, cen-
tro donde yo trabajaba, expuse mi deseo de desarrollar como tema de tesis doctoral el
trataminento de las mastitis con filtrados del moho de Fleming, pero ni en el Director
pi el el Decano de ese ceniro hallé acogida a mis sugestiones. No tuve, pues, por parte
de ellos ningin estimulo, sino que por el contrario me prohibieron que realizara como
tema de mi tesis doctoral esas investigaciones que proyectaba.»

He aqui, pues, la explicacién del por qué el Dr. Roger D. Reid, que inves-
tigé sobre la penicilina (35), tuvo que desviarse a otro tema para preparar su
tesis doctoral. Si le hubieran permitido llevar a cabo su programa no dude
que hubiera descubierto que los liquidos metabélicos producides per la estirpe
del P. notatum de Fleming tenian cierta eficacia en el tratamiento de las
mastitis producidas por bacterias sensibles a la penicilina, y probablemente
ello hubiera despertado interés en otros investigadores por aislar y purificar
dicha sustancia y estudiar sus pesibilidades terapéuticas sin necesidad de es-
perar a la publicacion en 1940 y 1941 de las trascendentzles investigaciones
de Florey y colaboradores.

* * *

El 15 de febrero de 1935, el Dr. Gerhard Domagk dié cuenta de que el
rrontosil (clorhidrato del 4’-sulfamil-2,4-diaminoazobenceno) protege a los ra-
tenes infectados experimentalmente con dosis mortales de estreptococo hemo-
litico, y simultanezmente se dieron a conocer los primeres casos cliricos de
enfermos afectados de infecciones estreptocécicas y curados con dicho medica-
mento y con ello se abrié dentro de la quimioterapia, fundada por Paul Ehr-
lich, una nueva y fecunda era en el tratamiento de las infecciones bacteria-
nas: la era de las sulfonamidas.

Poco después, los esposos Tréfouél, Nitti y Bovet, trabajando bajo la di-
reccion del Profesor E. Fourneau, demestraron que la funcién azoica a la cual
iban ligadas las propiedades colorantes del prontosil no era responsable de su
actividad antiestreptocécica in vivo, ya que in vitro estaba dicha sustancia des-
provista de esa actividad. Tréfouél y colaboradores también demostraron que
la p-aminobencenosulfonamida, que forma parte de la estruetura del pron-
tosil, era tan eficaz como éste para el tratamiento de la infeecién experimental
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producida en los ratones por el estreptococo hemolitico, lo cual significaba
un gran descubrimiento por cuanto la sintesis de la p-aminobenceno sulfo-
namida era facil y no estaba protegida por patentes cemo lo estaba la sintesis
del prontosil.

Pocos meses después, en Inglaterra, Colebrook y Kenny, y Buttle y cola-
boradores, realizaron importantes investigaciones en el campo de la terapia
sulfamidica, primero con el prontosil y luego con la sulfanilamida, y la qui-
mioterapia antibacteriana se fué afianzando sobre base firme y sucesivamente
se fueron poniendo en evidencia la actividad terapéutica de nuevos productos
de sintesis: sulfapiridina, sulfatiazol, etc.

A partir, pues, de 1936 hay plena evidencia en el campo clinico de que
ciertas infecciones bacterianas son susceptibles de ser tratadas con éxito con el
adecuado empleo de medicamentos sintéticos del grupo de las sulfonamidas.

Fleming se interesa también por este tipo de sustancias antibacterianas y
aporta a la literatura cientifica sobre este particular varios trabajos de inte-
rés, pero no se olvida de su penicilina,

* * *

No dudo de que la afirmaciéon de Raistrick y colaboradores en su trabajo
de 1932, cuando dicen «Penicillin is an extremely labile substance», desanimara
a Fleming en su ilusién porque la sustancia activa de su moho fuera cbtenida,
pues si Raistrick, con toda su experiencia y toda su autoridad en la materia,
no habia conseguido aislarla y decia que era muy labil, ;qué podria él, que
no era quimico, hacer para obtener la penicilina en la cual tenia, con fundado
meotivo, puestas todas sus esperanzas? Sus cuadernos de laboratorio, desde 1935
a 1940, contienen experiencias relacionadas con la penicilina, aparte de otras
investigaciones. Yo he tenido la coportunidad de examinarlos y también de
conversar con personas a las cuales —mencionaré aqui solamente al Dr. L. B.
Helt— habia pedido Fleming que trataran de aislar la penicilina, y puedo ase-
gurar también, por datos que he recogido, que a los que le visitaban durante
el periodo 1930-1940 siempre les mostraba su moho y les daba a conocer el
empleo del liquido que contenia penicilina para el aislamiento de bacterias
no sensibles a esa sustancia y les transmitia su entusiasme y las esperanzas que
él tenia puestas.

Fleming estaba seguro de que sus chservacicnes eran correctas y que lo
que producia su moho debia ser algo muy diferente de los demds antisépticos
conocidos, ya que no interferia con la actividad de los leucocitos. El confiaba,
pues sabia que su verdad, es decir, su descubrimiento, tenia luz propia y que.
aunque quedase arrinconado per el momento, se abriria camino v resplande-
ceria un buen dia con su pristina pureza.

* o *

Antes de analizar la aportacién del grupo de Florey me referiré breve-
mente a las investigaciones de Dubos (36) por cuanto en la historia de los an-
tibiéticos tienen un interés extraordinario.

En 1939, René Dubos di6 cuenta de haber aislado un bacilo aerobio espo-
rulado (37), el Bacillus brevis, con actividad litica marcada sobre bacterias
Gram positivas, como : neumococo, estafilococo, etc, De los autolizados de
ese B. brevis cbtuvo después dos polipéptidos cristalizados : la gramicidina y
la tirocidina, y a la mezcla de ambas sustancias las designé con el nombre de
tirotricina.
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Por fin, después de un periodo de investigaciones aisladas de mas de medio
siglo, en el campo de la antibiosis, se habia conseguido aislar a partir de una
bacteria antagonista de otras, sustancias de naturaleza quimica conocida y al
estado cristalino y que poseian actividad antibacteriana selectiva.

De la Harvey Lecture que pronuncié el Dr. Dubos el 21 de marzo de 1940,
reproduzco por su extraordinario interés las siguientes lineas :

«Finally it is permissible to hope that one will also discover in nature microorganisms
antagonistic to other types of pathogens and that the active substances by means of which
they exert their antagonistic effect will be isolated. These agents may not themselves be
effective in the animal body. An understanding of their chemical structure and of the
mechanism of their action should, however, give the bacteriologist and the chamist useful
information and new compounds for the development of chemotherapy on a rational
basis.»

* * *

La providencia dispuso que los investigadores del «The Sir William Dunn
School of Pathology», en Oxford, Florey, Chain y colaboradores. fueran los
que completaran la obra de Fleming y dieran realidad terapéutica a la Peni-
cilina,

Florey y Chain decidieron acometer el estudio de la penicilina en 1938, y
por lo tanto no influidos por la guerra, que fué iniciada un afio después. Tam-
poco lo hicieron cen el propésito de desarrollar un remedio maravilloso para
el tratamiento de las enfermedades infecciosas, aunque providencialmente re-
sulté asi como consecuencia de sus investigaciones, Lo hicieron movidos por
el interés cientifico para tratar de aislar y averiguar de qué maturaleza qui-
mica podria ser una sustancia que, segin Fleming, estaba dotada de gran ac-
tividad frente al estafilococo y otras bacterias y desprovista de toxicidad fren-
te a los leucocitos.

Florey, en 1944 (38), dijo asi:

«... the begining of the work on penicillin had nothing to do with the war,
but was initiated before the war as a purely academic investigation.»

Y Chain, en la conferencia que pronuncié en Frankfurt (marzo 1954) con
motivo del centenario del nacimienio de Paul Ehrlich (39), se expresé asi:

«The instability of penicillin reported in Raistrick’s work, wich was the
cause of the difficulties encountered in its isolation, particularly atracted my
attention as a biochemist, because it seemed to indicate that the active principle
had an unusual chemical structure that was not present in any of the known an-
tibacterial substances. The fact that the principle was active against the staphy-
lococcus, for which at that time no other remedy was known, particularly
atracted Florey’s interest as a pathologist.»

No pretendo, ya que ello es imposible, en pocas lineas analizar la ingente
labor realizada en The Sir William Dunn School of Pathology en los aiios
1939, 40 v 41. Solamente me referiré a algunas experiencias cruciales. Des-
de el punto de vista de la extracciéon y purificacién de la penicilina, me-
joraron la técnica de extraceién, acidificando a un pH 2, empleando acetato
de amilo en lugar del éter que habian empleado Raistrick y sus colaboradores
y operando, ademas, a temperatura baja y tratando la disolucion de la peni-
cilina en el disolvente organico con disolucion alcalina hasta neutralizacion,
de modo a obtener, por ejemplo, la sal sédica de la penicilina, que pasa a la
fase acuosa y ésta se separa de la fase con disclvente organico, y el pequeno
volumen de la disolucién acuosa, que contiene la sal alcalina de la penicilina,
les proporcioné por liofilizacion un material sélido dotado de gran actividad
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in vitro frente a las bacterias sensibles, y ¢l cuzl, inyectado a ratonzs, esteba
desprovisto de toxicidad.

He tenido el privilegio de examinar y repasar con el Dr. N. Heatley {(que
formé parte del equipo de Oxford y estuvo encargado de la produccién de
penicilina y de su valoracién) los detalles de la experiencia crucial, histérica,
del 25 de mayo de 1940, que constituy6é uno de les ensayos mas dramatices en
la Historia de las Investigaciones Médicas.

La experiencia fué planeada para ensayar por primera vez el efecto pro-
tector de la penicilina y esta registrada en cuatro paginas del Libro de Labora-
torio de Heatley, y su fotocopia guardo como un tesoro en mis archivos.

Inocularon por vie intraperitoneal a ocho ratones, con dosis mortzles de
estreptococo hemolitico, y a cuatro de ellos se les aplicé penicilina por via
subcutanea (40). Los cuatro ratones no tratados con penicilina fueron murien-
do sucesivamente : el primero a las 12 horas y 57 minutos, y el cuarto a las
16 horas y 28 minutos después de la inoculacién. Los cuatro ratenes tratados
con penicilina sobrevivieron.

El dia 13 de abril de 1950 tuve el honor de recibir en mi domicilio al Pro-
fesor Florey y hablé desde alli para Radio Nacional, y a mi pregunta sobre
cual habia sido para él el momento de mayor emocién en sus investigacivnes
sobre la penicilina, me contesté asi:

ot is difficult to say but for me probably the most exciting experiment
was that in which it was definitely shown that penicillin, would protect mice
against certain death caused by Streptococci.»

La experiencia a que me he referido, aunque realizada con pequefio nu-
mero de animales fué lo suficientemente significativa para permitir deducir
que la penicilina poseia propiedades quimioterapicas, y cuando dispusieron
de mayor cantidad de penicilina repitieron las experiencias con mayor ni-
mero de animales y pudieron llegar a la cenclusién de que con dosis adecua-
das la penicilina actuaba como agente quimioterdapico sistémico frente a las
infecciones producidas por Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus y
Clostridium sepiicum (41).

Los investigadores de Oxford se hallaban, pues, ante un potente agente
quimioterapico y nada toxico. Ellos pudieron medir inmediatamente el alcan-
ce de sus experiencias, ya aue el estafilococo y el estreptococo eran gérmenes
patégenos causantes de graves infecciones y ambos microbios y el Clostridium
septicum, los tres sensibles a la penicilina, eran tres de los agentes que con
mayor frecuencia provocan infecciones en las heridas de guerra. Era por lo
tanto necesario acelerar los trabajos de produccién v purificacién de la pe-
nicilina para poder iniciar los primeros ensayos clinicos. Todos coopera-
ron febrilmente en The Dunn School of Pathology, y después de trabajos he-
roicos para obtener la cantidad de penicilina necesaria, por fin el dia 12 de
febrero de 1941 se aplicé por primera vez la penicilina a un enfermo grave
de infeccién mixta estafilocécica-estreptococica; la respuesta fué dramatica,
pero se agoté la penicilina para el dia 17 y pocos dias después recay6 y murié.

Pocos meses después dieron a conocer Florey y sus colaboradores su trabajo
principe : «Further Observations on Penicilliny (The Lancet, August, 16, 1941,
paginas 177-188), en el cual detallan el proceso de fabricacién, extraccion y
purificacién de la penicilina, métodos de valoracién, estudio de su accién an-
tibacteriana, estudio farmacclégico, asi como los primeros éxitos clinicos.

La penicilina que emplearon tenia de actividad 40 u, por mg.. o sea, que
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no llegaba, por lo que luego se ha sabido, a un 2,5 por 100 de pureza y por lo
tanto, aproximadamente, 97,5 por 100 del material empleado eran impure-
zas, y por ello podemos decir que fué realmente providencial que las impu-
rezas no fueron téxicas, ya que de haberlo sido pudieran haber enmascarado
la bondad de la penicilina. '

Las primeras experiencias clinicas, revelaron que la penicilina era agente
eficaz quimioterdpico sistémico, ya que podia circular por la sangre y por los
fluidos del cuerpo animal y humano, y empleada a dosis adecuadas, en com-
binacién con las defensas organicas, podia destruir a los microbios sensibles
sin producir dafio al organismo.

La labor de los investigadores de Oxford fué una pieza fascinadora de
investigacion, fruto del esfuerzo cooperativo. Por fin, después de superar mu-
chas dificultades, llegé el triunfo para Florey, Chain, Heatley y demas cola-
boradores. Ellos completaron la ebra de Fleming, confirmando lo que él de-
cia, dando realidad a sus afirmaciones intuitivas y demostrando sin género al-
guno de duda que la penicilina poseia propiedades quimioterapicas, y asi die-
ron nacimiento con sus primeros éxitos clinicos logrados con la penicilina a
una nueva era en la Terapia de las enfermedades infecciosas: La Era Anti-
biotica, que providencialmente surgi6 cuando mas falta hacia, en plena guerra
mundial.

El mundo médico, al cenocer los trabajos de los investigadores de Oxford,
vibra de emocién, y por la radio y la prensa se entera el vulgo de esta nueva
conquista sobre el dolor y renace la esperanza en el corazén de muchos en-
fermos. Y aunque aquellos dias son de peligro para Inglaterra, este trascen-
dental descubrimiento de sus cientificos constituye un alivio espiritual y con-
solador al ver que sus hombres de Ciencia siguen trabajando en la Universidad
sin desmayo, a pesar de las dificultades, a pesar de los bombardeos y a pesar
de la extraordinaria gravedad de aquellos momentos.

Era necesario dar realidad industrial a la penicilina, pero el P. notatum
era tan perezoso que s6lo elaboraba un par de unidades Oxford per cc. v de
100 litros de medio de cultivo metabolizado por ese moho, sélo se recuperaban
unas 45.000 unidades en forma de producto sélido.

Uno de los colaboradores de Florey, el Dr. A. G. Sanders, ideé e instalé
una planta semi-industrial para la extraccién y purificacién de la penicilina.

Acudieron pronto a Oxford los técnicos de las firmas farmacéuticas ingle-
sas de mas prestigio para informarse directamente del proceso de preparaciém
y aislamiento de la penicilina y para ofrecer su cooperacion. Y asi empezé en
Inglaterra la industrializacién de la penicilina en la medida que permitiam
las circunstancias de la guerra y legiéon de investigadores en los laboratorios
de las Universidades y de las firmas farmacéuticas se consagraron a mejorar
los rendimientos de los cultives, a perfeccionar las técnicas de extraccién, a
proseguir la purificacién de la penicilina y al estudio de su estructura qui-
mica, métodos de valoracién en los liquidos biolégicos, dosificacién y pautas
de tratamiento.

Florey, percatado de que la penicilina seria el arma humanitaria que pres-
taria a su Patria grandes servicios y comprendido que por las dificultades de
la guerra las posibilidades de la industria britanica eran pequeiias en rela-
cion con las cantidades de ese medicamento que estimaba serian necesarias, y
con urgencia, para el tratamiento de las infecciones de las heridas de guerra,
en julio de 1941, bajo los auspicios de la Rockefeller Foundation, acompanado
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de su colaberador Dr, N. G. Heatley, que llevaba consigo el moho productor
de penicilina, se trasladaron a New York. El Profesor Fulton, de la Universi-
dad de Yale, les puso en contacio con el Profesor Dr. Ross Harrison, Chairman
dei National Research Council, el cual les aconsejé que se entrevistasen con el
doctor Charles Thom. Al llegar a Washington se pusieron en contacto con
el Dr. L. H. Weed, mas como éste no estaba muy familiarizado con mchos y
con productos de su metabolismo telefoneé al Dr. Ch. Thom y le dijo asi (42):
«I have a couple of Englishmen with an idea, They call it penicillin. Did you
ever hear of this and of. P. notatum?» Thom contesté a Weed que si y que
tenia interés por el tema de trabajo que habian llevado Florey y Heatley a
los Estados Unidos, y entonces Weed dijo a Thom : «Take them by your hands
and do with them what you please.»

El dia 9 de julio, muy de manana, el ilustre micélogo Dr. Ch. Thom fné
a recogerles al hotel a Florey y Heatley y les condujo a su Laboratorio en el
Departamento de Soil Microbiology en Beltsville, Florey entregé a Thom una
copia del trabajo que se iba a publicar dentro de pocos dias en The Lancet
y le present6 una pequeiia cantidad de penicilina y los cultivos del P. notatum.
Thom leyé las primeras seis paginas del trabajo y no siguié adelante con la
lectura, y formul6 esta pregunta a Florey: «;Cudl es vuestro deseo Profesor
Florey?» Contestando éste asi: «Here is a stuff which can go into the blood
stream and wont kill the patient, but can save him from some kind of sep-
ticaemia.»

Como Thom ya conocia el trabajo criginal de Fleming, publicado en 1929.
y el de Raistrick y colaboradores, publicado en 1931, al oir las palabras ter-
minantes de Florey no vacilé un momento, tomé6 una determinacién rapida y
le dijo a Florey: «Deben ustedes ir lo antes posible a Peoria al N. R. R. L.
(Northern Regional Research Laboratory) del Departamento de Agricultura
donde estan los expertos en fermentaciones y con medios adecuados para ll=-
var este problema a feliz término. ;Me autoriza usted, Florey, a que lo con-
sulte a la Direccion de los Laboratorios en el Departamento de Agricultura?
Y ante la afirmacién de Florey, Thom telefonea a Washington, pero como el
Director Dr. Herrick no estaba, se puso al habla con el Dr. Wells y le dijo
asi: « have two Englishmen here with an idea that Herrick and May would
give their heads to get it.»

Conocia el Dr. Thom muy bien la psicologia de sus amigos Herrick y May,
expertos en fermentaciones producidas per mohos, y sabia que ese asunto no
lo dejarian escapar de las manos.

Florey y Heatley almorzaron con Thom, y a las dos de la tarde estaban los.
tres en Washington en la oficina del Dr. Wells. Thom hizo la presentacion asi :

«Aqui estan los hombres que han aislado la sustancia que Fleminyg descu-
brié en 1929 vy ellos han demostrado que puede pasar a la sangre sin producir
ningiin dafio v que puede salvar a enfermos con determinados tipos de septi-
cemia...»

Wells llamé a su mecanégrafa y redactaron, con la supervision de Thom.
un telegrama histérico dirigido al Dr. O, E. May, Director del N. R. R. L., en
Peoria, dandole cuenta de los deseos de Florey y rogandole que le dieran
facilidades para cultivar en escala piloto el P. notatum, productor de penici-
lina,

Thom, con su clara visién, se habia dado cuenta de que el proyecto que
llevaban los investigadores britanicos solamente podria ser coronado por el
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<xito en el N, R. R. L., donde estaban congregadas las primeras autoridades
de los Estados Unidos en materia de fermentaciones producidas por mechos y
<que, por lo tanto, eran los mas capacitados para llevar a cabo la dificil em-
presa de industrializar la penicilina. ;

También estaba en el N. R, R. L. el Dr. Kenneth B. Raper, el discipulo
predilecto y colaberador de Thom, que tenia a su cargo la conservacién, es-
tudio y custodia de la famosa coleccién de mohos que con tanto entusiasmo ha-
bia reunido Thom en sus 40 afios de pacientes investigaciones. El feliz acierto
del que fué en vida mi amigo, Dr, Ch. Thom, es digno de consignarlo por
cuanto el N. R. R. L. ocupa lugar preferente en la historia del desarrollo in-
dustrial de la penicilina como centro donde se realizaron las investigacicnes
preliminares para la obtencién de penicilina por el métode de cultivo sumer-
gido, donde se realizé una extraordinaria labor de seleccion de estirpes de
P. notatum y de P. chrysogenum, productores de penicilina, donde se me-
joré el medio de cultivo por adicién de C. S. L. (corn steep liquor) y lactosa.
donde se aislaron nuevos tipos de penicilinas, y donde, en suma, se realizaron
gran parte de las investigaciones que hicieron posible la fabricacién en gran
escala de dicho medicamento.

Florey y Heatley se dirigieron a Peoria, y en el N. R. R. L. fueron recibi-
dos por el Dr. Robert D. Coghill, jefe de la seccién de fermentaciones, en la
cual trabajaban bajo su direccién una docena de destacados investigadores,
entre ellos: A. J. Moyer, K. B. Raper y F. Stodola. Coghill recibié la infor-
macién de Florey y Heatley, se entusiasmé con el tema e inmediatamente en-
tré en actividad el equipo de Coghill.

Heatley se quedé tres meses en el N. R. R. L. para iniciarles en los méto-
dos de extraccion y purificacién y valoracién de la penicilina, y luego pasé
a celaborar con los Laboratorios Merck en Rahway.

Florey, antes de regresar a Oxford, visité al Profesor Dr. N. A. Richards,
Presidente del Comité de Investigaciones Médicas, érgano filial del Office of
Scientific Research and Development, informéandole de los resultados logra-
dos con el nuevo medicamento y de las grandes esperanzas que en él tenia
puestas como resultado de las investigaciones realizadas cen sus colaborado-
res, v resaltandole la imperiosa necesidad de que en los Estados Unidos se
diera el impulso industrial en gran escala a la fabricaciéon del nuevo medica-
mento.

El Dr. N. A. Richards, Profesor de Farmacologia en la Universidad de
Pennsilvania (Filadelfia), escucha con emocién y capta inmediatamente la
trascendencia y el alcance del ruego de Florey y comprende la importancia
que puede tener la participacién que le esta reservada a la industria farmacéu-
tica norteamericana en esta realizaciéon grandiosa de dar realidad a un nuevo
medicamento que segin todos los indicios iba a significar una revelucién en
la terapéutica de las enfermedades infecciosas.

El Profesor Richards reunié el dia 4 de octubre de 1941 en la oficina del
doctor Vannevar Bush, y con asistencia de éste, a los Dres. Thom y Weed y a
los Dres. Major, Harrup, Subba Row y Kane, representantes éstos dltimos
respectivamente de los Laboratorios Merck, Squibb, Lederle y Pfizer, y les
expuso el tema que le habia planteado el Profesor Florey, considerandolo él,
personalmente, como del mayor interés y de la maxima urgencia. Sus razona-
mientos convencieron a los asistentes y esas firmas farmacéuticas mencionadas,
y sucesivamente todas las restantes grandes firmas de los Estados Unidos, se
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entregaron con intensidad a investigar sobre la penicilina, su produccion, su
purificaciéon y sus propiedades y a planear y construir y poner en marcha
grandes fabricas invirtiendo en ello muchos millones de ddélares.

En esa primera reunién, y segiin me comunicé el Dr. Thom, su con:zejo fué
el siguiente :

«Es necesario poner a un micologo a aislar el mayor numero posible de
estirpes de Penicillium de la serie notatum-chrysogenum y ver cudles son las
mejores desde el punto de vista de la produccion de penicilina. No limitarse
en las investigaciones de produccion de esa sustancia al moho que contaminé
la placa de Fleming, porque no hay uniformidad en el mundo biolégico y cada
aislamiento hay que ensayarlo separadamente por cuanto puede ser fisiologi-
camente diferente.»

Y siguiendo el consejo del Dr. Thom, hacia finales de 1942 un programa
amplio de investigacién en el aislamiento y seleccién de estirpes mas produc-
toras de penicilina que la original de Fleming estaba siendo realizada por el
doctor K. B. Raper y Miss Dorothy Fennell en el N. R. R. L. de Peoria. Ob-
servaron que el P. notatum NRRL num. 832, de la coleccion del Dr. Thom,
daba buenos rendimientos en cultivo sumergido, pues en el medio a base de
C.S.L. y lactosa introducido por el Dr. Moyer, producia hasta 120 u.o. por cen-
timetro cubico, en tanto que el moho de Fleming, en cultivo sumergido y en
idénticas condiciones, solamente producia de 8 a 12 u.o. por cc, Ese P. nota-
tum 832 fué la primera estirpe empleada para la produccién industrial de
penicilina en cultivo sumergido, pero pronto fué superada. De un frute de
cantaloupe (especie de melén) Miss Dorethy Fennell (colaboradora del doctor
Raper) aislé un Penicillium chrysogenum que se le catalogé asi: NRRIL 1951,
y del cual obtuvo Raper la variante NRRL 1951 B 25, capaz de producir en
cultivo sumergido hasta unos 150 u.o. per cc. Esa estirpe NRRL 1951 B 25, fué
el punto de partida para la obtencién, en la Carnegui Institution, por el doc-
tor Demerec, por mutacion con rayos X, de la estirpe X 1612, que producia en
cultivo sumergido unas 400 u.o. de penicilina por cc. y a partir de ese mutan-
te X 1612, los Dres. Backus y Stauffer, sometiéndole a la accion mutagénica
de los rayos U. V., obtuvieron la estirpe Q 176, que producia unas 900 u.o. de
penicilina por cc., y de esta estirpe Q 176, afios después (43), obtuvieron, esos
mismos investigadores de la Universidad de Wisconsin, con el empleo de los
rayos U.V. y de la mostaza nitrogenada, meiil-bis (3-cloroetilamina), los mu-
tantes de P. chrysogenum llamados pigmeniless, y algunecs de los cuales son
capaces de producir de 6.000 a 7.000 unidades internacionales de penicilina
por ce. de caldo nutritivo y que son los que se utilizan actuzlmente en las fa-
bricas de penicilina.

El esfuerzo de produccién de las firmas farmacéuticas norteamericanas fué
sometido a un plan oficial de coordinacién, y para ello se dictaron disposi-
ciones que habian de regular la bondad del medicamento; y para la distri-
bucién de la penicilina para los ensayos clinicos se constituyé un comité, pre-
sidido por el Dr. Chester Keefer, que fué dando instrucciones para su em-
pleo y emitié en distintos momentos informe sobre los resultados clinicos y
sobre las pautas a seguir y las enfermedades en las que debia o no debia apli-
carse la penicilina. Recordemos que fué en los Estados Unidos donde se des-
cubrié la eficacia de la penicilina para el tratamiento de las infecciones pro-
ducidas por el gonococo (Herrell y cclaboradores), y en el tratamiento de las
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sifilis (Mahoney y colaboradores), y en el tratamiento de la endocarditis bac-
teriana subaguda (Dawson y colaboradores y Loewe).

Merece especial mencién en las investigaciones clinicas el Dr. M. H. Daw-
son y sus colaboradores, Dres. Gladys L. Hobby, Karl Meyer y Eleanor Chaf--
fee, de la Columbia University (N. Y.), pues fueron los primeros que se in-
teresaron en los Estados Unidos (inmediatamente después de la publicacién
del primer trabajo de los de Oxford) en la produccién, aislamiento, estndio
de sus propiedades antibacterianas, protecciéon de animales y primeros ensa-
yos clinicos; y su primer trabajo, «Penicillin as Chemotherapeutic Agent»,
lo dieron a conocer en mayo de 1941 con motivo de la Thirty Third Annual
Meeting de la American Society for Clinical Invéstigation (44).

El Gobierno norteamericano nunca tomé tanto interés por un descubri-
miento de trascendencia médica como en el cazo de la penicilina, y dié toda
clase de facilidades y estimulé la produccién, concedié permisos para las nue-
vas fabricas, dando prioridad al material de urgente necesidad y facilidades
a las empresas para amortizar el capital invertido.

Jamas una industria invirti6 tantes millones de délares en tan poco tiempo,
y todo ello para obtener unos pecos kilogramos de una sustancia cuya com-
posicién era entonces ignota, siendo también desconocido el mecanismo bio-
sintético por el cual el moho la elaboraba, y bien entendido que tuvieron que
resolver sobre la marcha infinidad de dificultades técnicas: esterilizacion de
grandes masas de medios de cultivo, esterilizacion del aire que debia penetrar
en los fermentadores, técnicas de extraccién y purificacién, liofilizacion del
producto final, que ademas debia ser estéril y desprovisto de pirégenos, etc.

Rindamos nuestro tributo de admiraciéon y de gratitud al Dr. Charles
Thom, porque consagré su vida al estudio de los Penicillium e identificé co-
rrectamente al moho que contaminé la histérica placa y porque guié tan sa-
biamente a Florey hacia el N. R. R. L.; al Dr. R. D. Coghill y sus colabora-
dores en el N. R. R. L. del Departamento de Agricultura en Peoria. por su
aportacion investigadora brillante; al Profesor N. A. Richards, que supo con-
vencer a la industria farmacéutica norteamericana para gque acometiera la fa-
bricacion en gran escala de la penicilina; al Profesor Ch. Keefer, que, con
tanto acierto y tacto, dirigié y coordiné el trabajo experimental clinico, que
confirmé y amplié todas las esperanzas puestas en la penicilina por Fleming
y por Florey y colaboradores, y también a tantos y tantos micélogos, bacte-
riélogos, genetistas, quimicos, ingenieros y técnicos norteamericanos, que con
su esfuerzo cooperativo colosal dieron realidad industrial y pusieron a dis-
pesicion de la Humanidad el extraordinario medicamento que tantas vidas

ha salvado.
* * *

No es mi propésito analizar el desarrollo histérico de las investigaciones
encaminadas a dilucidar la estructura quimica de la penicilina. Seialaré, sin
embargo, que se consagraron a dicho tema los bioquimicos, quimicos organi-
cos, fisico-quimicos y analistas mas competentes de Inglaterra y de los Fsta-
dos Unidos, y que se elevaron a varios centenares los trabajos de investiga-
cién que realizaron. Sirvieron de intermediario entre los investigadores bri-
tanicos y norteamericanos el «Medical Research Councily en Londres y el
«Committee on Medical Research of the Office of Scientific Research and De-
velopment» en Washington, y todos los informes se mantuvieron en estricto
secreto de guerra, lo cual, dicho sea en honor de esos cientificos, significé un
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hecho extraordinario, ya que estuvieron implicados algunos centenares de in-
vestigadores. Todos esos trabajos fueron dados a conocer en 1949 en una obra
meonumental : «The Chemistry of Penicilliny (Princeton University Press.)

Esas investigaciones nos han descubierto nueves campos de la quimica or-
ganica, ya que hubo que estudiar a fondo las estruciuras tiazolidinica, beta-
lactamica y oxazolénica, y como consecuencia de ese esfuerzo de investigacion
cooperativo entre britanicos y norteamericanos alrededor de la estructura de
la penicilina, el organico, el quimico sintético y el analista disponen hoy de
técnicas y métodos de sintesis y de analisis totalmente nuevos, los cuales tu-
vieron que ser ingeniados en relacién con les complicados problemas que se
iban planteando alrededor de los diferentes productos que surgian en la de-
gradacion de la penicilina y en relacién con la sintesis de esos productos, asi
como también de toda la molécula.

Jamas volumen tan considerable y tan valioso de investigacién se ha con-
centrado alrededor de una sustancia o, mejor dicho, familia de sustancias,
ya que son varias las penicilinas que el P. notatum o el P. chrysogenum, e in-
cluso otros Penicillium y otros mohos de los géneros Aspergillus, Tricophyton,
Cephalosporium, etc., son capaces de producir cultivados en medios nutriti-
vos convenientes.

Solamente quiero recordar que fueron los Dres. Abraham y Chain los que
iniciaron la dificil empresa de intentar dilucidar la estructura molecular de la
penicilina, y que a ellos se sumaron en Oxford el Prof. Sir Robert Robirson
y el Dr. Baker, y que otro equipo también brillante fué el del Prof. Sir Ian
Heilbron, Dr. A. H. Cook y colaboradores, del Imperial College of Science
and Technology, en Londres, y que en los Estados Unides se llevaron a cabo
las investigaciones en el NRRL por Stodola y colaborzdores, asi como también
en varias Universidades y en los laboratorios de las grandes empresas farma-
céuticas, tales como: Merck, Squibb, Pfizer, Eli-Lilly, Parke-Davis, Abbott,
Upjohn, etec.

Abraham, Chain, Bzker y Robinson (45) obtuvieron por degradacién de
la penicilina un producto caracteristico: la penicilamina, que mas adelante
resulté ser un nuevo amino-acido, la dimetil-cisteina o (-mercapto-valina, con
la particularidad de pertenecer a la serie D.

Durante mucho tiempo discutieron los expertos sobre si la penicilina te-
nia estructura tiazolidin-oxazolonica o tiazolidin-betalactamica. La intervencién
de los cristalégrafos de Oxford y muy especialmente de la Dra. D. C. Hopkirs
(entonces Miss Dorothy Crowfoot) fué definitiva, pues estudié los diagrama-:
de difraccion obtenidos con rayos X de los cristales de la sal sédica, sal potasica
y sal rubidica de la A” pentenil penicilina por el método de las series de
Fourier, y con la orientacién facilitada por las investigaciones de los organi-
cos logré obtener el esqueleto completo y calcular las distancias aproximadas
entre los atomos en la molécula, y asi quedo. definitivamente establecida para
la penicilina la estructura tiazolidin-betalactamica.

La molécula de la penicilinz, que es un acido organico menocarboxilico, la
podemos considerar formada por: dos amino-dcidos. la D-velina, que con-
serva su grupo COOH intacto, vy la L-cisteina, ligados entre si formando la
estructura tiazolidin-betalactamica v por un radical acilo (R ) copulado al
grupo NH (procedente del NH, de la cicteina) formando un enlace amidico
(—NH—CO—). Esa cadena lateral acilica (R—CO—) varia segtin las penicilinas,
asi : en la bencilpenicilina es C. H,—CH,—CO—, en la A* pe ntc'ml;wmmlmn es
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CH,—CH.—CH=CH—CH,—CO—, en la fenoximetilpenicilina es C.H,—O—
—CH,—CO—, y en la cefalosporina N o D-4-amino-4~carboxi-n-butil-penicili-
na es HOOC—CH(NHZ)—(CH ,),—CO—.

El anillo betalactamico formado por cuatro miembros (vease grupo de for-
mmlas) es poco estable y es susceptible de abrirse por la acciéon de diversos
reactivos, de los cuales mencionaré la penicilinasa, enzima descubierto por
Abraham y Chain en 1940 (46), producido por diferentes bacterias y que ca-
taliza la incorporacién de una molécula de agua a la ligadura —N—CO en la
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estructura betalactamica y la rompe, produciéndose un dacido bibasico, el daci-
do peniciloico, correspondiente a la penicilina empleada, y que esta despro-
visto de actividad antibacteriana. Hoy se conoce otro enzima que es capaz de
romper el enlace amidico de las penicilinas, y me ocuparé de él mas ade-
lante.

La sintesis de la penicilina fué objetivo de varios grupos de investiga-
cion. El dcido peniciloico no era demasiado dificil de obtenerse, pero lo in-
superable era privarle a ese acido de una molécula de agua precisamente entre
su NH y el segundo grupo COOH, y con ello se formaria el anillo betalacta-
mico.

El 8 de noviembre de 1946 publicaron en Science, Vincent du Vigneaud y
colaboradores, de la Universidad de Cornell, un trabajo informando haber lo-
grado sintetizar el isémero D de la bencilpenicilina. No partieron del acido
peniciloico correspondiente, sino que la sintesis, con pequeiio rendimiento,
surgié como resultado de la condensacién del clorhidrato de la d-penicilamina
con la 2-benzil, 4-metoximetilen-5 (4)-oxazolona, a pesar de que esta estruc-
tura oxazolénica no es la que posee la penicilina.

En 1948, Sheehan y colaboradores, en el Massachussets Institute of Tech-
nology, se embarcaron en un programa cuyo objetivo era desarrollar métodos
de sintesis lo suficientemente selectivos para salvar, dicen Sheehan y Logan,
«the diabolic concatenations of reactive groupings», y después de nueve afnos
de investigaciones, el dia 11 de febrero de 1957, comunicaron (47) haber lo-
grado la sintesis completa de la sal K de la fenoximetilpenicilina en su for-
ma D, que era idéntica a la fenoximetilpenicilina o penicilina V natural que
se obtiene por fermentacién mediante la estirpe de moho adecuada y emplean-
do como precursor el dcido fenoxiacético. También obtuvieron la forma L.
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pero apenas tenia actividad, y ésta, segin los autores, pudiera ser debida a
que estuviera contaminada con el isémero D.

El trabajo de Sheehan y colaboradores tiene extraordinario interés acadé-
mico y significa el noble triunfo del entusiasmo, de la voluntad y de la per-
severancia del intelecto humano orientadas al descubrimiento de la verdad.
Las etapas de esa sintesis son varias y el proceso resulta complicado y costoso.
También Sheehan y colaboradores sintetizaron el dcido 6 Aminopenicildnico,
que es el nicleo de todas las penicilinas.

Diversos autores, Hockenhull, Arnstein y colaboradores, Demain, ete., han
investigado en estos tltimos aiios sobre el mecanismo de la biosintesis de la
penicilina por los mohos que la producen (48).

Arnstein y colaboradores han demostrado de forma inequivoca que la L-
cisteina es totalmente incorporada a la molécula de la penicilina, y que tam-
bién a la L-valina le pasa lo mismo. Es decir, el atomo de N de la ligadura ami-
dica y los atomos de S, C y H de la estructura {3-lactamica proceden de la
L-cisteina, y la porcién valinica de la molécula es sintetizada a partir de la
L-valina, pero como en la penicilina esta su componente valinico con la con-
figuracion D, hay que inferir que dispone el moho productor de penicilina de
un mecanismo enzimatico, aun no descubierto, mediante el cual se pasa de la
estructura L a la D. Tampoco se conoce el mecanismo mediante el cual se
condensa la cisteina con la valina para dar lugar a la estructura tiazolidin-be-
talactamica y formarse el dcido 6-amino-penicilanico, cuya acilacion en el gru-
po NH, formandose el enlace amidico, -NH-CO-, se estima que puede ser
la etapa final en la biosintesis de las diferentes penicilinas.

Cuando estirpes de P. chrysogenum o P. notatum, productoras de penicili-
na, se cultivan en medio sintético producen una mezcla de penicilinas: A®-
pentenil, n-heptil, n-butil, n-propil penicilinas, pero cuando se les cultiva en
medios a base de C.S.L. producen mayores cantidades de penicilina y con
predominio patente de la bencilpenicilina, que se interpreta debido a la exis-
tencia en el C.S.L. de sustancias del tipo de la feniletilamina.

Como la bencilpenicilina ofrece ventajas sobre las otras penicilinas desde
el punto de vista industrial y clinice, Moyer y Coghill, del N. R. R. L.. en
Estados Unidos, y casi simultaneamente el Dr. Cook, en Londres, descubrie-
ron que la adicién del dcido fenilacético a los medios de cultivo a base de
C.S.L. incrementaba muchisimo la producién de la bencil-penicilina, y hov es
practica corriente el empleo del fenil-acético o del fenil-acetato potdsico ¢ sé-
dico como precursores, para orientar, para dirigir la biosintesis por el moho
hacia la bencilpenicilina.

Los investigadores de «The Lilly Research Laboratories», Behrens y cola-
boradores, dieron cuenta en 1948 de haber logrado diferentes tipos de penicili-
nas por adicién al medio de cultivo de precursores adecuados, lo cual se designa
con el nombre de biosintesis dirigida o biosintesis controlada (49). Asi se ob-
tiene en la industria la penicilina O o alilmercaptometil-penicilina por adicién
al medio de cultivo del dcido alilmercaptoacético y la penicilina V o fenoxi-
metilpenicilina empleando como precursor, como ya he mencionado, el dcido
fenoxiacético o el fenoxietanol, y recientemente Chain y colaboradores han
obtenido la 4-carboxi-n-butil-penicilina empleando como precursor el dacido
adipico (50).

Antes de ocuparme de las llamadas penicilinas semisintéticas, permitanme
ustedes que les dé cuenta de una entrevista para mi inolvidable. Me informa-
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ron de que un distinguido bioquimico y Profesor de la Universidad de Tokio
habia llegado a Madrid y se alojaba en el Hotel Nacional, a dos pasos del Jar-
din Botanico, donde yo trabajaba. No vacilé y decidi visitar al Profesor Kin-
ichiro Sakaguchi, que ese era su nombre, para cfrecerle mis respetos y po--
nerme a su disposicién si en algo podia yo ayudarle durante su estancia en
Madrid, y en la tarde del dia 26 de enero de 1952 tuve con él la primera en-
trevista en su Hotel, que se repitié al dia siguiente en mi domicilio donde tuve
€l honor de brindarle hospitalidad.

No podia yo imaginarme que a los primeros minutos de conocerncs esta-
riamos el Profesor Sakaguchi y yo poniendo férmulas en un papel sobre una
mesita en el hall del Hetel Nacional.

La Providencia, que siempre ha estado a mi lado, me deparé el privilegio
de conectarme, sin yo saberlo de antemano, con la primera autoridad en Fer-
mentaciones en el Japén y por anadidura interesado como yo lo estaba en 1odo
lo relacionado con la penicilina, y en el transcurso de nuestra primera entre-
vista el Dr. Szkaguchi me informé que, en colaboracién con el Dr. Murzo {51),
habia descubierte un nuevo enzima al cual llamaban penicilin-amidasa, que
actua sobre el enlace amidico de la bencil-penicilina y lo rompe dando ori-
gen al acido fenil-acético y a un nuevo aminoacido, al cual llamaban penicin,
y éste, a pesar de tener intacto el anillo betalactamico de la penicilina, estaba
desprovisto practicamente de actividad antibacteriana (¥).

La penicilin-amidasa la obtenian a partir del micelio del Penicillium chry-
sogenum () 176 y también a partir de la Takadiastasa (cbtenida del Aspergillus
oryzae).

También me informé que la penicilinasa puede actuar scbre la penicina
abriendo su anillo 3-lactamico con formacién de un acido bibasico parz el
cual habian propuesto el nombre de penicic acid.

Inmediatamente capté la trascendencia del descubrimiento de Sakaguchi y
me hice esta reflexion: Si la penicina que tiene el anillo betalctamico intacto
est@ desprovista practicamente de actividad antibacteriana, la actividad de la
bencilpenicilina y de las demds penicilinas no se debe exclusivamente al anillo
betalactamico, sino que exige al mismo tiempo la presencia dzl encadz ramicn-
to amidico, -NH-CO-, ya que al romperse éste por la accion de la penicilin-ami-
dasa se produce la penicina.

En aquel entonces estaba yo interesado en el éster dietilamino-etilico de la
bencil-penicilina (52) sintetizado por los investigadores daneses Nielsen y Fre-
deriksen a partir de la bencil-penicilina, y que el Profesor K. A. Jensen y co-
laboradores habian demostrado que se acumulaba selectivamente en el tejido
pulmonar, y por la circunstancia de haber realizado yo algunos ensayos con
dicho éster, en colaboracion con el Dr. J. de la Torre y también con el doc-
tor A. Zugaza, se me ocurrié sugerir al Profesor Sakaguchi lo sigviente:
«Serig interesante averiguar si su penicilin-amidasa rompe también a la mo-
lécula del éster aietilamino-etilico de la bencil-penicilina por el enlace ami-
dico, en cuyo caso resultaria el éster dietilaminoetilico de la penicina».

Aquel cambio de impresiones con el Profesor Sakaguchi y el recibir direc-
tamente del Maestro el fruto de su gran descubrimiento no se borrzra nunca
de mi mente, y tanto me impresicné que en el mes de marzo de 1952 preparé
un articulo dividido en dos partes y titulado «Trascendencia terapéutica del

(*) Recientemente Rolinson y Stevens han estudicdo en detalle la actividad antibacteriana
del deido 6-aminopenicilanico (Proc. of the R. Society, B., vol. 154, pags. 509-513, 1961).
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&ster (-dietil-aminoetilico de la bencilpenicilina y Trascendencia Cientifica de
da penicilin-amidasa.» Se iba a publicar en New York, pero tardaron algunos
meses en componerlo. Recibi las pruebas de imprenta, y las conservo, perc me
parecié que mi entrevista con el Prof. Sakaguchi habia perdido actualidad y
rogué el Dr. Félix Marti Ibanez, Associate Editor of Antibiotics and Chemo-
therapy, que no lo publicara, Y fué una verdadera pena que yo tomara esa
determinacién por cuanto en aquel articulo figuraban las siguientes lineas :

«Los resultados del Prof. Sakaguchi hacen pensar en que puede haber
bacterias, mohos y Actinomicetos que deban en parte su resistencia a la peni-
cilina, no solamente porque producen penicilinasa, sino también porque puz-
dan disponer de un sistema enzimdtico del tipo de la penicilin-amidasa.»

* % ¥

El 5 de marzo de 1953, en un trabajo titulado «Occurence of Penicillin-
Nucleus in Culture Broths», comunicé el Dr. Koichi Kato que una estirpe de
Penicillium chrysogenum —Q 176 pigmentless substrain—. en ausencia de
precursor, producia como producto metzbélico fisiolégico una sustancia des-
provista de actividad frente a bacterias sensibles a la penicilina, y que le pa-
recia ser el niicleo de la penicilina y la relacionaba con la penicina de Saka-
guchi-Murao. De su muy interesante trabajo (53) reproduzco las siguientes
lineas :

«The experimental results described so far have presented a strong evidence for the
ocurrence of a subst Ppos. ing a molecular structure similar to the nuclear part of
penicillin proper, being a necessary and sufficient condition for substrate of penicillinase.
As soon as phenylacetic acid is added to the medium, this substance is not produced and

in place penicillin comes up almost cuantitatively. Therefore, it may be called to be the
Penicillin -Nucleus.»

* e *

El 26 de noviembre de 1958 los investigadores de Beecham Research Labo-
ratories, Ltd., Dres. Batchelor, Doyle, Nayler y Rolinson, a quienes tuve la
oportunidad de visitar el 7 de julio de 1961, comunicaron (54) haber ais-
lado del medio de cultivo sin precursor, metabolizado por el P. chrysogenum
estirpe W. 51.20, el dacido 6-amino-penicilanico (6 APA) al estado puro, cris-
talino. Dicho 6 APA, por fenilacetilacion in vitro, produce la bencilpeniciling.

Lo logrado por los citados investigadores se ha esiimado como una gran
proeza: Aislaron y dieron realidad al producto que no consiguié aislar Kato.
A partir del 6 APA, que es el componente clave, es decir, la sustancia basica
de las diferentes penicilinas, se pueden obtener por sintesis infinidad de de-
rivados, o sea, de nuevas penicilinas —las llamadas semisintéticas— cuyas pro-
piedades antibidticas y cuyas particularidades farmacolégicas y terapéuticas
pueden variar de unas a otras.

Los investigadores de Beecham Research Laboratories, a cuyo frente esta
€l Dr. J. Farquharson y que como asesores cooperan el Profesor E. B. Chain
y el Dr. A. H, Cook, han abierto con su descubrimiento un campo de inves-
tigacion potencialmente fecundo. Pero ya no hay necesidad de aislar el 6 APA
a partir de los medios de cultivo, aunque los rendimientos logrados por los
de Beecham son bastante buenos, puesto que es mucho mas facil obtener esa
sustancia, el 6 APA, que viene a ser la penicina de Sakaguchi (55), a partiv de
la bencilpenicilina, que es barata, desdoblandola en fenil-acético y 6 APA me-
diante la penicilin-amidasa, enzima que se ha descubierto lo producen muchas
bacterias, tales como Escherichia, Bordetella, Nocardia, etc. (56), y muy es-
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pecialmente Escherichia coli, Alcaligenes faecalis y Streptomyces lavandulae
(57 y 58).

Rolinson y colaboradores han dado cuenta (57) de que hay dos tipos de
activilad penicilin-amidasica, es decir, que en muchos actinomicetos y hongos
filamentosos existe una penicilin-amidasa que hidroliza facilmente a la peni-
cilina K, a la dihidro-penicilina F y a la penicilina V, y lentamente a la pe-
nicilina G o bencilpenicilina, y, en cambio, la penicilin-amidasa de cicrtas
bacterias, tales como Escherichia y Alcaligenes, hidroliza mucho mas rapida-
mente a la bencilpenicilina que a la fenoximetil-penicilina. También son muy
interesantes las observaciones de Rolinson y colaboradores (57) y de Kaufmann
y colaboradores (59), de que la penicilin-amidasa tiene accion reversible. es
decir, que puede catalizar la sintesis de la bencilpenicilina a partir del 6 APA
y del dacido fenil-acético, aunque las condiciones de pH varian segin se trate
de catalizar el proceso hidrolitico o inversamente el sintético.

Es decir, que la pencilin-amidasa descubierta por Sakaguchi y Murao ha
pasado en estos ultimos afios a un primer plano en investigaciones no sola-
mente de tipo académico, sino también de tipo industrial.

Se han obtenido ya en los Laboratorios Beecham centenares de penicilinas
semisintéticas, y me consta que eso mismo esta ocurriendo en los laboratorios
de otras firmas farmacéuticas de Inglaterra, Estados Unidos, Alemania y Japén.

Los organicos tienen grandes recursos para incorporar zl 6 APA por el
grupo NH, diferentes cadenas laterales muchisimo mas variadas que las que
puedan introducir los mohos productores de penicilina en las condiciones de
fermentacion, ya que los mohos solamente son capaces de utilizar muy limi-
tado nimero de precursores para sus sintesis bioquimicas.

Entre las penicilinas semisintéticas obtenidas hasta ahora en Beecham Re-
search Laboratories mencionaré las que destacan por su interés terapéutico :
la a-fenoxi-etil-penicilina, de espectro antibacteriano similar al de la z-fenoxi-
metil-penicilina y también acido-resistente como ésta, pero se absorbe mejor;
la 2-6 dimetoxi-fenil-penicilina, de gran interés por su resistencia a la penici-
linasa de los estafilococos y eficaz para el tratamiento de procesos estafiloco-
cicos resistentes a los tipos corrientes de penicilina, pero como no es acido-
estable no puede administrarse por via oral; la z-amino-bencil penicilina, de
espectro amplio y con actividad frente a Haemophilus, Proteus y Salmonella,
pero no es resistente a la penicilinasa; y la 5-metil-3-fenil-4-isoxazolil-penici-
lina, que reune las caracteristicas de acido resistencia y estabilidad frente a la
pencilinasa (60, 61, 62 y 63).

Nos hallamos en un momento de gran fiebre de investigacién alrededor de
las grandes posibilidades en este campo de la sintesis organica que ha desper-
tado enorme interés por las penicilinas, y si fué extraordinario el despliegue
de investigacion para dilucidar la estructura de la penicilina durante los afios
1941 al 1943, no sera menos extraordinaria la labor que les esta reservada a
los quimicos especializados en la sintesis organica para acoplar en el grupo
NH, del 6 AP A y por enlace amidico las distintas e innumerables cadenas
laterales posibles y obtener asi millares y millares de cuerpos nuevos, el estu-
dic de cuyas propiedades quimicas, fisicas y fisico-quimicas, antimicrobianas
y farmacolégicas ocupara durante muchos aios la atencion de analistas y fi-
sico-quimicos, de bacteriélogos y farmacélogos.

Este campo de investigacién es de gran porvenir por la posibilidad de ha-
llar entre esas miles de nuevas penicilinas semisintéticas alguna que tenga um
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espectro antimicrobiano excepcional, que, aunque pueda resultar limitado,
puede ser muy diferente del espectro clasico de la penicilina, e incluso cabe
esperar que se descubra alguna penicilina semisintética con propiedades anti-
tuberculosas, o antifiingicas, o anti-Virus...

No quiero terminar esta parte de mi discurso sin evocar un pensamiento
del investigador del St. Mary’s Hospital, el cual con su genial descubrimiento
sent6 los cimientos de este grandioso edificie cientifico construido alrededor de
la penicilina y en cuya edificacién han colaborado centenares de investiga-
dores.

El pensamiento lo transcribo del discurso «Nobel Lecture on Penicilliny,
que pronuncié Fleming en Estccolmo el dia 11 de diciembre de 1945 y como
apreciaran ustedes también ha sido profético :

«And we are not at the end of the penicillin story. Perhaps we are only just
at the begining. We are in a chemical age and penicillin may be changed by the
chemists so that all its disadvantages may be removed and a newer and better
derivative may be produced.»
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SINFONIA ANTIBIOTICA

«lLes édifices chimiques qui savent construire d humbles
cellules, comprennent, non seulement les opérations les
plus savantes de nos laboratoires, mais beaucoup d’eutres
plus difficiles encore gue nous ne saurions imiter.»

GustavE LE Bon

Les extraordinarios resultados terapéuticos logrados con la penicilina mo-
vilizaron la investigacién para la bisqueda de nuevos antibiéticos en escala
realmente gigantesca y catalizaron la serie de descubrimientos en cadena que
nos han conducido a esa maravillosa y grandiosa sinfonia que significa la in-
corporacion al arsenal terapéutico de los nuevos medicamentos del grupo de
les antibiéticos,

En este campo de la investigacién debe destacarse en primer plano al Pro-
fesor Selman A. Waksman, primera autoridad mundial en microbiologia del
suelo y antibidticos, que estudié las relaciones entre los microbios que vi-
ven asociados tanto en cultivos mixtos artificiales como en las poblaciones
naturales complejas y analizé sus antagonismos tres afos antes de la apari-
cion del primer trabajo de Florey y colaboradores, ya que en 1937 publicé un
trabajo en colaboracion con Foster y otro en colaboracion con Hutchings so-
bre los antagonismos micrebianos (64). Al interpretar Waksman el resultado
de sus investigaciones, iba concibiendo la idea de que de aquellos micioor-
ganismos del suelo que participan en la destruccién de la materia organica y
que se antagonizan unos a otros en el suelo y en las placas de cultivo, se pedria
sacar algin partido desde el punto de vista de su empleo en la lucha contra
los microbios patégenos, muchos de los cuales, entre ellos el bacilo causante
de la tuberculosis, no sobreviven mucho tiempo en el suelo.

El descubrimiento por Dubos en 1939 de la gramicidina y de la tirocidina,
producidas por un bacilo aerobio esporulado del suelo, el B. brevis (36), sitvié
de estimulo y de acicate al Profesor Waksman para proseguir sus invesliga-
ciones sobre antagonismos, y el 23 de abril de 1940 dié cuenta a la Academia
de Ciencias de Washington (65) del aislamiento de un antibidtico cristalizado,
el primero obtenido a partir de Actinomicetos, grupo de bacterias en cuyo es-
tudio estaba él especializado y del cnal en los aiies subsiguientes tantos anti-
biéticos iban a ser obtenidos por él y sus colaboradores, y por otros grupos de
investigadores en diferentes partes del mundo.

El antibiético obtenido por Waksman y Woodruff, la actinomicina, era pro-
ducido por el Actinomyces (= Streptomyces) antibioticus (66), estaba dotado
de gran actividad antibacteriana, pero era muy toxico (67).
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La palabra antibiético, en su acepcién actual, fué propuesta por Waksman
en 1941 (*) y empleada por él y sus colaboradores en 1942, y per su interés
transeribo la definicién (68) del citado investigador :

«An antibiotic is a chemical substance, produced by microorganisms, which
has the capacity to inhibit the growth and even to destroy bzcteria and other
microorganisms, in diluie solutions.»

Como también se obtienen de cierto niimero de animales y de muchas
plantas (algas, liquenes, musgos, helechos y fanerégamas) que no son bacte-
rias, ni mohos, sustancias capaces de inhibir el crecimiento de ciertos micro-
bios en disoluciones diluidas, propone Waksman llamar a esas sustancias an-
tibiotic-like substances.

Es conveniente recordar que en ese ano, 1941, empez6 en los Estados Uni-
dos el movimiento de investigacién en gran escala relacionado con el desarro-
1lo industrial, estudio de su composicién quimica y aplicaciones clinicas de la
penicilina. y ello constituyé otro motivo de estimulo para el Profesor Waks-
man que intensificé sus investigaciones para explorar las actividades anixgo-
nistas y antibiéticas de los Actinomicetos, y a partir de ese aiio los descubri-
mientos en el Laboratorio del Profesor Waksman, en la Rutgers University,
¢e suceden sin interrupeién: micromonosporina, clavacina, fumigatina. chae-
tomina, estreptotricina, estreptomicina, griseina, neomicina, estreptocina, fra-
dicina, etc.

No es mi propésito analizar la trascendencia del descubrimiento de la es-
treptomicina, antibiético producido por el Sireptomyces griseus, y activo [ren-
te al Mycobacterium tuberculosis.

La providencia me deparé la inmensa fortuna de hallarme presente en el
domicilio del Profesor Waksman, en New Brunswick, el dia 16 de octnbre de
1945 pasando una velada (70) en un ambiente musical, en el cual los recuerdos
giraron alrededor de los musicos rusos y espanoles: Glinka, Borodin, Mous-
sorsgky, Rimsky Korsakow, Albéniz, Granados y Falla. Al escribir estas lineas
no puedo por menos de evocar a Chopin, Mozart, von Weber, Bellini, Paga-
nini, Juan Criséstomo Arriaga, Usandizaga y tantos otros genios musicales
victimas de la peste blanca. Precisamente durante esa velada, a las 9,30 de la
noche, hablé el Profesor Waksman por la radio al mundo. por primera vez,
acerca del descubrimiento de la estreptomicina, el antibiético que tanto iba a
significar en la lucha contra la tuberculosis, v las primeras palabras que pro-
nuncié el Maestro, con toda modestia y sinceridad, fueron las que siguen :

«The discovery or isolation of streptomycin following that of several otl:er
antibiotics was not the result of the efforts of any one scientific worker. It
came out of years of ardous effort by several investigators in our laboratory.»

Las investigaciones que demostraron la eficacia antituberculosa de la estrep-
tomicina fueron realizadas en la Clinica Mayo por los Dres. Hinshaw y Feld-
man, quienes también fueron los que realizaron los primeros tratamientos de
enfermos tuberculosos con dicho antibiético.

Con la experiencia adquirida en la fabricacién de la penicilina no resulté

(*) En 1951 el Prof. P. Mascherpa dié (69) la siguiente definicién de antibiético :

«Antibiotici sono sostanze prodotte spontaneamente da organismi viventi (oppure otte-
nute per sintesi, ma con struttura analoga a quella dei predotti naturali) aventi azzione
antibatterica selettiva con meccanismo anti-biometabolico.»
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demasiado dificil la cbtencién de la estreptomicina, aunque en su purificacion
se plantearon problemas especificos como era privarle de la histamina, ete.

Desde el punto de vista quimico y en contraposicion a la penicilina, que
ya hemos visto que es un acido orginico, la estreptomicina es una base orga.
nica y su estructura quimica fué dilucidada en un par de anos de investiga-
cienes llevadas a cabo, principalmente, en The Merck Institute for Therapeu-
tic Research, en el Squibb Institute for Medical Research y en el Departamen-
to de Bioquimica del Noyes Laboratory of Chemistry en la Universidad de
Illinois, en Urbanna.

La molécula de la estreptomicina esta integrada por la esireptidina, que
es una diguanidina y que esta unida glicosidicamente a un disacarido la es-
treptobiosamina formado per dos monosas: la estreptosa y la N-metilgluco-
samina.

La eficacia de la estreptomicina en el tratamiento de ciertos tipos de tu-
berculosis y también de otras enfermedades, ya que el espectro antibacteriano
de dicho antibiético es amplio, avivé aiin mas el interés, que ya era grande, y
que habia sido despertado de un lade, por los éxitos clinicos obtenidos con la
penicilina, y de otre, por las investigaciones de Dubos sobre la gramicidina y
tirocidina, y sucesivamente, a partir de 1945, se han obtenido, especialmente
con el concurso de los Streptomyces, varios centenares de antibiéticos de los
cuales se emplean actualmente en terapéutica una treintena, tales como: clo-
ramfenicol. clorotetracilina, oxitetraciclina, tetraciclina, eritromicina, neomi-
cina, kanamicina, vancomicina, nistatina, sarcomicina, mitomicina, actinomi-
cina C y paromomicina entre los antibiéticos producidos por Sireptomyces;
bacitracina, polimixina y colimicina entre los preducidos por bacterias, y
griseofulvina, fumagilina, xantocilina y variotina entre les antibiéticos produ-

ducidos por mohos.
* * *

Si bien solamente un corto niimero de los antibiéticos descubiertos hasta
el presente forman parte del arsenal terapéutico, todos ellos ofrecen extraor-
dinario interés académico y su estudio quimico ha revelado estructuras nue-
vas, insospechadas,

En el fraccionamiento de alguncs antibiéticos se han aislado amino-acidos
nuevos, algunos con la configuraciéon D, y en la hidrélisis de otros antibiéti-
cos se han obtenido nuevos azicares, algunos con la configuracién L.

Entre las estructuras nuevas, aparte de las de la penicilina y estreptomici-
na ya mencionadas, senalaré las siguientes :

La Cefalosporina C, descubierta por Abraham y Newton (71), tiene de co-
mun con la cefalosporina N (que es una penicilina) la cadena lateral deriva-
da del acido D-z-aminoadipico, pero el niicleo no es el 6 APA, sino el 7-ami-
ne-cefalospordnico, un nicleo nuevo en el que el anillo betalactamico estad
fusionado con una dihidrotiazina.

El cloramfenicol tiene de particular un grupo nitrobencénico y un grupo
dicloroacetilaminico. Los antibiéticos de la familia de las tetraciclinas: cloro-
tetracicling, oxitetraciclina, tetraciclina y 7-cloro-6-demetil tetraciclina, tienen
un niicleo especial llamado tetraciclinico, formado por cuatro anillos.

Los antibiéticos del grupo de las macrélidas, poseen anillo lactonico graude,
formado por varios miembres unidos glucosidicamente a restos de azicares.
Entre ellas estan: la picromicina, eritromicina, oleandomicina, espiramicina
y carbomicina.
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Los antibiéticos poliénicos, muchos de los cuales tienen actividad antifiin-
gicz, poseen cuatro ¢ mas enlaces dobles, y entre ellos estan: la nistatina,
candidina, ascosina, tetrina, etc.

Los antibiéticos derivados de la serina, tales como la cicloserina y la aza-
serina.

Entre los antibidticos glucosidicos mencionaré la paromomicina, formada
por glucesa y un disacarido ligado a un derivade del inositol. Fué descubierta
y desarrollada en los Laboratorios de Investigaciones de Parke-Davis and Co.,
y es muy interesante porque aparte de su actividad antibacteriana es activae
frente a Entamoeba histolytica, por lo que se emplea con eficacia en el trata-
miento de todas las fases de la disenteria amebiana producida por E. histoly-
tica.

Entre los antibiéticos de niicleo esteroide estan : la tomatina y el dcido fu-
sidico. La tomatina es un gluco-alcaloide cuya aglicona es un esteroide bd-
sico unido a un reste de tetrasacarido formado por dos moléculas de glucosa,
una de galactosa y otra xilosa. Se extrae de las hojas y tallos de la tomatera,
y aparte de su actividad antifingica (72) es reactivo de precipitacion del co-
lesterol y mas selectivo y especifico que la digitonina.

El dcido fusidico ha sido dado a conocer en marzo del presente aiio por
los investigadores Godtfredsen y colaboradores, de los Laboratorios Leo de
Copenhague. Se trata de un acido de naturaleza esteroide cbtenido a partir de
los liquidos de fermentacion de determinada estirpe de Fusidium coccineum.
Su sal sédica es muy soluble en el agua y es muy activa frente a los estafilo-
cocos resistentes a otros antibidticos, Es eficaz por via oral y sus aplicaciones
clinicas estan en estudio (73).

Les antibiéticos polipeptidicos, tales como : la tirocidina, gramicidina, las
bacitracinas y polimixinas. En algunos de estos polipéptidos la cadena pep-
tidica es ciclica.

Interés especial ofrecen los antibioticos cromopeptidicos constituidos por
un nucleo croméforo «fenosazona» unido a dos cadenas peptidicas cortas. Son
las actinomicinas, las cuales difieren entre si por la estructura de sus cadenas
peptidicas.

La actinomicina C, obtenida en 1946 por el Dr. H. Brockmann, fué estu-
diada por el Dr. Chr. Hackmann, el cual observé su efecto citostdatico en ani-
males con tumores malignos, especialmente scbre el sistema linfatico, y esto
abrié el camino a su empleo por el Prof. Dr. G. Schulte en casos de enferme-
dad de Hodgkin y con éxito en algunos de ellos. El Profesor Dr. Hans Brock-
mann, autoridad mundial en la quimica de las actinomicinzs, opina que hay
esperanzas de poder obtener por transformaciones quimicas derivados de las
actinomicinas de mayor actividad y de menor toxicidad (74).

* * *

Aspecto importante, aun no bien conocide, aunque se ha progresado en
estos ultimos aiios, es el posible mecanismo de accion de los antibioticos.

Hay que consignar cue las investigaciones en este campo han obligado a
estudiar detenidamente la composicion quimica de la pared celular de las bac-
terias, y censecuencia de ello ha sido el descubrimiento de nuevas sustancias,
como el dcido murdamico y el dcido diaminopimélico.

El citoplasma de la célula bacteriana esta limitado por una envoltura fina
lipoproteica que actia de barrera osmdética, regulando el intercambio entre
el medio exterior y el interior, Dicha membrana citoplismica es fragil v se
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halla protegida por una estructura rigida, la pared celular, a la cual debem
su forma las células bacterianas.

En 1949, Park y Johnson descubrieron que en las células de Staphylococcus
aureus inhibidas por la penicilina se acumulaba determinado uridin-nucleérido’
que Park lo identificé en 1952 con el «uridin-5"-pyrophosphate muramic acid
peptide». En 1957, Park y Strominger (75) sefialaron la existencia de una re-
lacion intima entre el nucledtido de Park y el mucopolisacirido de la puared
celular, y opinaron que la penicilina actuaria sobre las células bacterianas sen-
sibles interfiriendo con la sintesis de nucleétidos y con su encadenamiento para
formar los mucopéptidos de la pared celular, y como las células sobre las que
actiia la penicilina deben hallarse en fase de proliferacién, al faltarles material
para la pared celular, falta la rigidez y la membrana citoplismica se rompe
y el material citoplasmico sale y es ya vulnerable.

La toxicidad selectiva de la penicilina se debe a que interfiere con la se-
cuencia metabélica relacionada con la biosintesis de la pared celular bacte-
riana, estructura de la que no hay parecido en las células de nuestro orga-
nismo.

Salton, en su libro Microbial Cell Walls (1960), en relacion con este par-
ticular, dice asi:

«... it is perhaps fortunate for mankind that nature saw fit to encase bacteria in @

wall containing amino-sugar and amino-acid structures, not normally encountered im

higher organisms, for this undoubtedly accounted for the great selective toxicity of the

cniibiotic penicillin and probuably some of the subsequent antibacterial agents.»

La Bacitracina A y la cicloserina actiian de forma parecida a la de la pe-
nicilina, interfiriendo con la sintesis de los componentes de los que depende
la rigidez de la pared celular bacteriana.

Hay antibiéticos que actian directamente sobre la membrana citoplasmi-
ca alterando su permeabilidad. Por ejemplo: la tirotricina, la gramicidina S
y las polimixinas.

La griseofulvina, cuya accién deformante de las células funginas fué des-
cubierta por Brian y que es eficaz medicamento en ciertas dermatomicosis, se
cree que quiza actiie selectivamente sobre las peredes quitinosas de los hongos
susceptibles,

Las tetraciclinas se estima que bloquean a determinados iones metdlicos
—de Fe, Cu, Zn, Mn, Co, oligoelementos que tan necesarios son para deter-
minadas reacciones enzimaticas—, ya que forman con ellos ligaduras de que-
lacién, o sea, quelatos (76).

La accién de otros antibiéticos se interpreta por interferencia con la sin-
tesis de las proteinas o de los acidos nucleinicos, procesos que, como es sabido,
estdan en intima relacién.

El cloramfenicol ha sido el primer antibiético con el cual, a determinada
concentracion, se consiguio interferir con la sintesis total de las proteinas sin
interferir con la sintesis del acido ribonucleico.

Segin el Profesor Dr. E. F. Gale, el cloramfenicol evita la transferercia
de residuos amino-acilicos del acido ribonucleico soluble al acido ribonucleico
de las ribosomas, y como consecuencia cesa la sintesis de las proteinas (77).

En cuanto a los antibidticos antitumorales, la mitomicina parece ser que
interfiere con la sintesis del dacido ribonucleico destruyendo a los genes bajo
cuyo control son sintetizadas las variadas clases de acidos ribonucleicos celu-
lares. En cambio, la gctinomicina D dejaria intacto el material genético, pues-
to que la duplicacién del desoxiribonucleico no es abolida, pero si suprime
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selectivamente, irreversiblemente, la biosintesis del ribonucleico en cultivos
de células de mamiferos.

Reich y colaboradores, que han estudiade (78) los efectos de la actincmi-
cina D, dicen asi :

«Actinomycin thus appears to block the expression of genetic potentialities by inter-
fering with that portion of RNA synthesis which is dependent on or governed by cellular
or viral DNA.»

Lo mas notable es que las investigaciones para dilucidar el mecanismo de
accion de los antibidticos, estan contribuyendo a dilucidar un problema tan
fundamental en la biologia cual es el mecanismo de la sintesis de las proteinas.

* % *

Otro problema que preocupa a los especialistas es: ;Cudl puede ser la
significacion de los antibiéticos en la naturaleza? ;Les serviran para algo los
antibioticos a los microbios que los producen?

La mayoria de los antibidticos se cbtienen con el concurso de bacterias,
actinomicetos o mohos aislados del suelo, pero operando en cultivo puro. en
condiciones determinadas de pH, aireacién y temperatura, y en medios nutri-
tivos muy especiales, por ejemplo, a base de CSL, lactosa y sales en el caso
de los mohos productores de penicilina.

En las condiciones naturales los suelos, aunque alberguen micelio de mohos
productores de penicilina, contendran muy poca o ninguna penicilina, aun en
el caso de que las condiciones nutritivas del medio fueran adecuadas, porque la
penicilina seria inactivada inmediatamente de ser producida por las innumera-
bles bacterias, actinomicetos y mchos que hay en el suelo capaces de producir
penicilinasa o penicilin-amidasa o ambas enzimas a la vez.

Desde luego hay otros antibiéticos que son mas estables que la penicilina,
como son la gliotoxina, el cloramfenicol y la misma estreptomicina, pero los
Streptomyces productores de este ultimo antibiético exigen medios nutritivos
ricos en proteinas y que se opere en cultivo puro, y en las condiciones natura-
les de los suelos no parece que se producira estreptomicina porque de ordi-
nario no reiine las condiciones nutritivas necesarias, y aunque se produjera
algo de estreptomicina seria fijada por adsorcién sobre la arcilla.

Cabe admitir que en determinados rinconces, o nichos, ricos en materia-
les organicos a base de fragmentos de hojas, tallos, semillas, frutos, etc., se
puedan producir pequefias cantidades de algunos antibiéticos. Asi, Brian y
colaboradores han demostrado (79) que en manzanas averiados por el Peni-
cillium expansum se produce patulina (= clavacina) y en tomates estropeados
por Alternaria solani se produce dcido alterndrico, sustancias ambas que alli
donde se formen ejerceran indudable influencia antibiética local, por lo que
el Dr. Brian opina (80) que algunos antibidticos se producen en condiciones
naturales y que ejercen efecto ecolégico en varios tipos de antagonismos mi:
crobianos.

El Profesor Waksman opina que la capacidad de algunos microbios para
producir antibiéticos es un fenémeno puramente fortuito y que no estd rela-
cionado con ningiin mecanismo esencial para su nutricion y crecimiento (81)
y que la habilidad para producir antibiéticos debe ser considerada como una
de esas propiedades biolégicamente en potencia que el investigador descubre
y de las cuales saca provecho por adecuada seleccion de estirpes, empleo de
medios nutritivos adecuados y condiciones ambientales convenientes para ob-
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‘tener un preducto que puede utilizarlo en provecho suyo, en su propia lucha
por la existencia (82).

Lefévre y colaboradores han demostrado gue en algunos estanques de agna
dulece, en condiciones naturales, ciertas algas (por ejemplo, Spirogyra) produ-
cen sustancias antibiéticas que en determinadas circunstancias impiden el des-
arrollo en ese estanque de otras especies de algas (83).

Hace un par de anos el biélogo norteamericano Dr. J. Me Neill Sieburth,
en misién en la regién antartica, observé que el tubo digestivo de ciertos pin-
gitinos (Pigoscélidos) estaba desprovisto de bacterias; entonces tuvo la idea
de estudiar su régimen alimenticio y observé que el contenido de su estémago
-estaba constituido a base del crustaceo Euphasia superba y de un alga muci-
laginesa del género Phaeocystis, de la cual se alimenta ese Eufdsido. Pues bien,
a partir de esa alga obtuvo una sustancia muy sencilla desde el punto de vista
quimico. ya que se trata del acido acrilico (84), el cual esta dotado de actividad
frente a bacterias Gram positivas y Gram negativas, y estima Sieburth que ese
dgcido acrilico puede ser el factor de la antibiosis gastro-intestinal de esos pin-
giiinos y, posiblemente, de otros animales pclares.

Sirvan los trabajos aue he seleccionado para destacar el interés grande que
tiene el tratar de penetrar en las implicaciones ecoldgicas gque pueden deri-
varse de la produccién de antibiéticos en condiciones naturales, y hasta cabe
pensar en que en alguna circunstancia especial natural, determinado antihié-
tico haya podido ser crigen de mutaciones dentro del mundo microbiano.

#* % ¥

El hecho de que Fleming prestara atencién a una contaminacién providen-
cigi y analizara a fondo el fenémeno de su placa y lo interpretara correcta-
mente, nos ha conducido, a través de la serie de etapas que sucintamente he
analizado, a la era de los antibiéticos en que nos hallamos actualmente, joven
aun, pero que tiene en su haber, no solamente la revolucién producida en la
terapéutica de las enfermedades infecciosas con los millones de vidas salvadas
y con la esperanza de que se podran descubrir antibiéticos que puedan ser
empleados en la lucha contra microbios y virus frente a los cuales aun no dis-
ponemos de recursos terapéuticos eficaces para ayudar a nuestro organismo en
sus mecanismos defensivos, sino por el impresionante impacto que las investi-
gaciones en el campo de los antibidticos ha producido en diferentes ramas del
saber. Nueva savia ha sido inoculada a la Bacteriologia, Micologia y Genéti-
ca orientadas actualmente dentro del campo de la Bioguimica, la cual ha en-
trado en su «etapa de oroy.

Se ha proporcienado un estimulo enorme a la quimica organica que tantas
y tantas estructuras nuevas e interesantes ha descubierto entre los centenares
de antibiéticos obtenidos al estado puro.

La tecnologia de las fermentaciones ha experimentado grandes perfeccio-
nzamientos y ha alcanzado un desarrollo extraordinario. Hoy se obtienen in-
dustrialmente los antibiétices por centenares de toneladas y por valor de cen-
tenares de millones de délares.

Ha surgido un nuevo campo de la Ingenieria: la Ingenieria Bioquimica,
cuya finalidad es obtener econémicamente productos valiosos por procesos bio-
l6gicos controlados, y aparte de la variada gama de antibiéticos citaré la ob-
tencién de la vitaming anti-anemia perniciosa o vitamina B ,, y la obtencién
semisintética, con el concurso de ciertos mohos, de la cortisona a partir de
esteroides vegetales.
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Las investigaciones relacionadas con el descubrimiento de nuevos antibié-
ticos, aislamiento al estado puro, estudio de su estructura quimica y de sus
propiedades farmacolégicas y desarrollo industrial del mismo, son muy labo-
riosas y exigen el esfuerzo ccoperativo de diferentes especialistas : bacterio-
logos, micélogos, genetistas, organico-quimicos, analistas, bioquimicos, farma-
cologos e ingenieros, y muchas veces ha costado varios millones de dolares fa
realizacion de un selo medicamento antibiético.

En el campo de la Medicina el impacto producido por los antibiétices ha
sido altamente beneficioso. No cabe duda de que la penicilina, la estreptomi-
cina y los demas medicamentos antibiéticos son una bendicién del Cielo que
la hemos recibide a través de investigadores excepcionales, escogidos por la
Providencia para hacer el bien y para zhorrar lagrimas y sufrimientos z la
Humanidad.

jCuantos miles y miles de soldados y civiles se beneficiaron durante la ul-
tima guerra mundial con los efectos terapéuticos de la penicilina, salvandose
no selamente sus vidas, sino evitando que sus miembros fuesen amputados!
iY qué bien lo expresé el inolvidable don Gregorio Maraién en el prélogo
que puso en 1945 a mi libro sobre la penicilina :

«.. este nuevo medicamento —se referia a la penicilina— que en nuestras
horas luctuosas redime al hombre del pecado de su crueldad; porque entre
los canones y los lanzallamas se insiniia, como un milagro de misericordia. su
benéfica, callada y salvadora accion.»

Recordemos que con el empleo adecuado, racional y con responsabilidad,
de les medicamentos antibiéticos, las infecciones producidas vor el neumococo,
estreptococo, estafilococo, bacilo tifico, etc., pueden ser dominadas, y que las
enfermedades producidas por el gonococo y el Treponema pallidum ya no
constituyen plaga social, y que la endocarditis bacteriana subaguda ya no es
enfermedad sin esperanza, y que el pronéstico de la tuberculosis ha cambiado
por completo.

Se ha reducido la duracién de las enfermedades infecciosas, se evitan las
complicaciones y se han reducido las cifras de mortalidad en muchas enfer-
medades, y nuestra vida media probable se ha prolongado, entre otros factores,
porque disponemes de antibiéticos. Clarc esta que esto también ocasiona pro-
blemas sociales, porque al aumentar el nimero de individuos por encima de
los 65-70 afos se produce el consiguiente aumento de la duracién del tiempo
del pago de retiro a los jubilados, y las familias tienen miembros mas ancia-
nes que se resisten a estar inactivos, que quieren trabajar, y, naturalmente,
tienen derecho a hacerlo en alguna actividad adecuada a su condicion fisica,
y también se aumenta el nimero de los que consumen alimentos, pero no lo
recibamos como un mal porque, ;qué mayor dicha puede proporcicnar a los
jovenes que el poder disfrutar de la compaiiia y de los consejos v de la pro-
teccion de los mayores durante el mayor tiempo posible? No dudo que la
Ciencia que nos ha traide a las sulfonamidas y luego a los antibidticos hallara
también la solucién para estos problemas que han surgido como consecuercia
de los efectos beneficioses de dichos medicamentos.

Algunos antibigticos también se emplean en Medicina Veterinaria, por
ejemplo, para el tratamiento de las mastitis; otros se incorporan a la racién
alimenticia de cerdos, pollitos, etc., como factores de precocidad, y otros se
emplean en la conservacion de ciertos alimentos : carnes de pescado y de aves,
preparados lacteos, conservas de frutas, etc. Entre los antibidticos empleados
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en la conservacién de alimentos figuran: las tetraciclinas y la nisina, polipép-
tido que se obtiene con el concurso de determinada estirpe de Streptococcus
lactis (Hawley —85—). ~

Hay antibiéticos que se emplean, aunque en pequefia escala por el mo-
mento, como tratamiento preventivo o curativo de determinadas infecciones
bacterianas o fiingicas en plantas, tales como: el manzano, guisante, taba-
quera, tomatera, etc. Entre los antibiéticos empleados en Patologia Vegetal
mencionaré: la estreptomicina, cicloheximida, griseofulvina, antimicina, etc.

Y finalmente, senialaré que el empleo de ciertos antibiéticos para mante-
ner los cultivos de tejidos libres de contaminacién bacteriana y fiingica, ha
hecho posible el aislamiento de nuevos virus relacionados con la etiologia de
ciertas enfermedades respiratorias.

iQué consecuencias a priori insospechadzs pueden surgir de un descubri-
miento cientifico! ;Qué satisfaccién mas inmensa tiene que proporcionar a
los que durante su vida han podido apreciar que han servido de instrumento
a la Providencia para hacer el bien a sus semejantes! [Qué extracrdinario
resulta el que de seres tan humildes en la escala biolégica, de aquellos seres
microscépicos que contemplé con asombro por primera vez en el campo de
sus lentes Leeuwenhoek, se hayan podido obtener sustancias de tan extraordi-
nario interés cientifico y terapéutico!

Ya lo dijo San Agustin: «Deus magnus in magnis, nec parvus in minimis»
o «Deus magnus in magnis, maximus in minimis». Dios es grande en las cosas
grandes sin ser pequeiio en las pequeiias, o Dios grande en lo grande y mas
grande aun en lo pequeiio,

El fenémeno de la antibiosis es universal y todos los microbios, en medio
adecuado, son capaces de producir algiin antibiético especifico frente a de-
terminadas células. Estamos ain en los albores de esta nueva era de los anti-
biéticos potencialmente fértil y, como diria Séneca, «Multum adhuc restat»,
y su sentencia sigue atin valida, a pesar del enorme progreso logrado desde los
tiempos del filésofo cordobés; pero a los que se dediquen a este campo de
la investigacién tan apasionante les recordaré la frase de Horacio: «Nihil
sine magno vita labore dedit mortalibus.»

Se ha dicho, y creo que fué Pasteur el primero que lo dijo, que la Ciencia
no tiene fronteras, no tiene Patria, porque el conocimiento y ¢l saber perizne-
cen a la Humanidad y constituyen la antorcha que ilumina al Mundo.

No dudo que en los ainos venideros se realizaran nuevos descubrimientos
y que alguno de ellos nos hara elevarnos otro poco hasta una cima desde donde
podremos vislumbrar entre tinieblas nuevos horizontes a los que probable-
mente nosotros no llegaremos, pero si lo lograran los que nos sucedan, a quie-
nes tenemos el deber de entregar la antorcha luminosa que representa este
esfuerzo cooperativo colosal de investigaciones realizado en estos iltimos afios
alrededor de los antibiéticos y coen el mandato de que la mantengan siempre
ardiendo como una deuda de gratitud que tenemos contraida con la pléyade
de investigadores que con su esfuerzo y sacrificio han descubierto nuevos me-
dicamentos para aliviar en su dolor a la Humanidad, meta que debe ser nues-
tro objetivo, ya que como bien dijo Pasteur: La vida no merece la pena de
ser vivida, sino por el bien que podamos hacer a nuestros semejantes.
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EXCELENTiSIMO SENOR PRESIDENTE,
EXCELENTiSIMOS SENORES ACADEMICOS,
SENORAS, SENORES :

La senectud con sus penalidades tiene satisfacciones incomparables: la
facultad de poder girar la visién hacia épocas pretéritas permite distinguir
lo agradable de enire tanta naderia acumulada en el transcurso del tiempo,
y justamente esa facultad de percibir lo grato enire lo chabacano y lo indatil,
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bilidad de contestar a su discurso de ingreso en nuestra casa, y que debo ex-
poner su largo historial académico.

El giro de la visién a que aludi alcanza a la época en que Bustinza fué
alumno brillante de las Facultades de Ciencias y de Farmacia y cuando siendo
todavia discipulo mio, en el Doctorado de Farmacia, gané por oposicion, y
en buena lid, en 1926, la Catedra de Agricultura y Tecnologia Industrial del
Instituto de Salamanca, y ecuatro afos después, y también por oposicién, la
misma Catedra en el Instituto del Cardenal Cisneros de Madrid, en donde se
destaca pronto su amor a la docencia y su entusiasmo por hacer comprender
a sus discipulos temas mas o menos complicados empleando esquemas y sen-
cillos aparatos accesibles a los que se interesaban por conocer la base de la
agricultura y de la tecnologia espaiiolas. Quedé demostrada en este periodo
azaroso de la vida espafiola la entrega completa de Bustinza a la ensenanza
de una juventud distraida por los acontecimientos politicos, reflejando en to-
dos sus actos el anhelo de la verdad, de desinterés y de amor a una evolucién
pedagégica que capacitaba a sus alumnos para comprender los dificiles pro-
blemas econdémicos y técnicos que se cernian sobre nuestro pais maltrecho
y abandonado a las contingencias de los partidos politicos.

Pero un buen dia las combinaciones ministeriales de aquel entonces ponen
la cartera de Instruccién Piblica en manos de un ministro que no considera a
la Agricultura y Tecnologia Industrial como disciplina necesaria en el Bachi-
llerato y suprime esta asignatura instituida en buena hora con el propésito de
que los alumnos conociesen cual es el substrato en que se fundamenta la vida
de la nacién, es decir, los fundamentos en que descansa la agronomia, la téc-
nica forestal, la ganaderia racional y la técnica industrial moderna y como
base para iniciarles en los problemas fundamentales de la economia.

El edificio que levanté Bustinza con tanto esfuerzo mo cae sin protesta.
la cual consistié en una vibrante defensa que hizo de la Agricultura y de la
Teenologia Industrial ante el Consejo Nacional de Cultura y en la Revista
de Institutos.
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Bustinza ha publicado tres libros de caracter pedagégico relacicnados con
la Agricultura y la Técnica Industrial, titulados Elementos de Técnica Indus-
trial, en 1931; Agricultura e Industrias Agricolas, en 1933, y Elementos de
Agricultura, Técnica Industrial v Economia, en 1935, los cuales fueron infor-
mados favorablemente por esta Academia, sirviendo por lo tanto cemo mérito
en la carrera de su autor. Ellos acreditan al Profesor Bustinza como escritor
facil y brillante, como pedagogo de excepcionales cualidades, puestas de re-
lieve en sus larges anos de convivencia con la juventud escolar; mas su lzbor
pedagogica y literaria se acrece con otros libros mas recientes, desinteresada-
mente escritos, entre los que debo destacar: De Pasteur a Fleming: La peni-
ciling y los antibicticos antimicrobianos, y De Koch a Walsman: La estrep-
tomicina vy la lucha contra el (Mycobacterium tuberculosis», ambos prologados
por nuestro compafiero el Dr. D. Gregorio Maraiién. Del prélogo que puso
el ilustre endocrinélogo al libre de la estreptomicina son las siguientes lineas :

«Bustinza ha vivido, uno a uno, cada cual de los capitulos de esta historia
maravillosa que se lee con apasionado interés, no sélo por la magnitud del
argumento, sino por el arte con que lo desarrolla el autor. Muy pocos entre
dos biologos actuales serian capaces de realizar esta sintesis, tan clara y tan
copiosa en datos. Porque es, ciertamente, dificil reunir los valores que se dan
en nuestro autor; la completa informacion bibliogrdfica, el conocimiento vivo
de los aspectos intimos del problema recogidos y comentados de boca de sus
propios autores; y, en fin, la personal experiencia del escritor, que ha apor-
tado ya contribuciones importantisimas a la materia.»

La obra de Bustinza scbre la penicilina fué traducida al francés y publi-
cada en Neuchatel (Suiza). Su extenso trabajo Contribucién a la historia de
la penicilina, publicado en 1946, fué encomiasticamente elogiado en ¢l extran-
jero, y de él se ha escrito que se trata de «una pieza fascinadora de docu-
mentacion cient fica de unico y permanente valor historico.» Estas publica-
ciones y sus valiosos trabajos de investigacion en el campo de los antibiéticos
explican el merecido prestigio de que goza Bustinza en el ambiente interna-
cional : Fué elegido y actué como vicepresidente en la seccion de Greiwth
Inhibitors en el Congreso Internacional de Microbiologia celebrado en Roma
en septiembre de 1953; fué ponente sobre Antibiotics from Lichens en el
Congreso Internacienal de Botanica celebrado en Paris en julio de 1954. Por
eso el libro The Antibiotic Saga, de los Dres. H. Welch y F. Marti-Ibanez,
escrito en inglés y publicado en 1960 en los Estados Unidos, esta dedicado a
Bustinza con estas palabras:

«Al Dr. Florencio Bustinza, de Madrid, cientifico, educador y hombre de
buena voluntad, en la linea de la gran tradicion humanistica espaiiola, que
‘tanto y tan bueno ha hecho en la investigacion antibidtica y ¢n cretr una
cooperacion internacional entre los cientificos investigadores en este campo.»

De intento he dejado aparte un libro muy bello de Bustinza titulado Diez
anos de amistad con Sir Alexander Fleming, en el que el autor rinde culto
fervoroso a la amistad con el sabio descubridor de la penicilina; no pretendo
derivar nada de su lectura, porque el .prologuista, Profesor Lain Entrzalgo,
dice lo bastante : «La amistad requiere darse al amigo, regalarle un fragmen-
to de nuestra vida y de nuestro ser»; por cumplir esa condicién califica jus-
tamente a Bustinza de vir bonus physiologizandi peritus. Mas no sélo acre-
‘¢ita el libro de «vir bonus» a su auntor; lo acredita también de peztriota, por
que Bustinza llevé el peso de la organizacién de les actos culturales en ho-
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menaje a Fleming en Madrid cuando el insigne bacteriélogo vino para reci-
bir la investidura de Doctor honoris causa en Ciencias Naturales por nuestra
Universidad en aquella ceremonia inolvidable que tuvo lugar el 12 de
junio de 1948 y en la cual pronuncié Bustinza un emocionante discurso de
presentacion.

Al relatar su estado de animo al despedirse de Fleming cuando éste se
marché de Madrid, se expresa asi:

«Como espafiol siento gran satisfaccién al haberle oido decir que se marcha
encantado de haber venido a nuestra Patria. Aqui experiinenté por primera
vez la emocion del homenaje de gratitud sincero y espontineo de todos los
espanoles. Alli por donde pasé dejo una estela de bondad, de sencillez y de
simpatia, y en todas partes pulsé el entusiasmo, la vibracion y el clamor po-
pular, Al realizar este homenaje justo, el pueblo espaiiol, tan sensible sicm-
pre vy tan hidalgo y generoso, ha contribuido al prestigio de nuestra Patria.»

Pero ademas Bustinza ha acogido con frecuencia en su hogar a cientificos
extranjeros: Thom, Raistrick, Waksman, Florey, Chain, Lehmann, Skutts-
berg, Sakaguchi, Sumiki y tantos otros, acompaiiando incluso a algunos por
nuestra Patria, mostrandoles sus bellezas naturales y arquitecténicas y las
particularidades del pueblo espaiol, contribuyendo asi a que se llevaran de
Espaiia un concepto mas amplio de nuestro pueblo, tan amante de la verdad.
del orden y de la paz.

Su libro Diez arnos de amistad con Sir Alexander Fleming es la revelacién
del caracter tenaz de Bustinza: no le duelen molestias ni dificultades; por
eso un dia se oye decir que esta en Londres o en Peoria (EE. UU.), v a las
pocas semanas o meses presenta una comunicacién cientifica o desarrolla una
conferencia en Copenhague, en Lisboa, en Rema, en Paris o en New York;
pero el mejor ejemplo de su tenacidad investigadora es el del hallazge de
Cyclotellas en un esputo. Encontrar ejemplares de Cyclotella en el esputo de
un presunto tuberculoso era evento imprevisto, pues se trata de un género
de diatomeas que comprende especies actuales vivientes en aguas dulces y
saladas y otras fésiles, a cuya presencia, por inusitada, habia que buscarle
explicacién en relacion a la posible existencia de una silicosis.

La escrupulosidad ejemplar de Bustinza como analista clinico le obligé a
esclarecer el origen de dichas diatomeas, Una conversacién con el interesado
demostré que éste no habia tenido centacto con atmésferas que pudieran
contener particulas siliceas. Nuevos analisis efectuados con muestras cuida-
dosamente recogidas revelaron la ausencia de Cyclotellas; entonces fué cuando
Bustinza pensé que pudiera tratarse de una contaminacién precedente del
jabon empleado para la limpieza del recipiente donde se recogio el esputo
para el primer analisis, v su curiosidad cientifica no le permitié descanso
hasta dilucidar su sospecha. Logré averiguar que en Madrid alguien utilizaba
tierra de diatomeas par fabricar ciertos jabones, y después de una labor ar-
dua logré dar con el fabricante, quien le facilité una muestra de tierra de
diatomeas llamada féosil de caracolillo, cuye examen microscopico revels la
presencia de Cyclotellas. Bustinza consulté la coleccion de preparaciones de
diatomeas del ilustre especialista D. Florentino Azpeitia, que pertenecié a
esta Corporacién, observando que la preparacion correspondiente a Cyclote-
lla sexpunctata coincidia con algunas de las Cyclotellas de los esputos. El
reverendo P. Luis Maria de Unamuno y D. Primitivo Hernandez Sampelayo.
miembros de esta Academia, opinaron también que se trataba de es:a especie.

47



En la tierra fésil de caracolillo existian igualmente ejemplares de Cyclotella
sexpunctata. Bustinza se preocupé por conocer la localidad de donde proce-
dia esa tierra de diatomeas y result6 ser Elche de la Sierra, que ne figuraba
como yacimiento de Cyeclotellas en la Diatomologia Espaiiola. del Sr. Azpei--
tia, He aqui un hecho extraordinario, dice el Sr. Hernandez Sampelayo : el
de un investigador que estudiando unos esputos desde el punto de vista bac-
teriolégico y después de un minucioso trabajo llega a sefialar un nuevo yaci-
miento paleontolégico en este caso de Cyclotellas.

Desde las primeras practicas de laboratorio sintié el joven Bustinza la cu-
riosidad y el deseo de conocer las téenicas enzimolégicas para poder profun-
dizar en el estudio de la Fisiclogia Vegetal, y siguiendo mi corsejo decidi6
estudiar con el Profesor Dr. Robert Chodat, de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Ginebra, a donde se trasladé en octubre de 1927. Por entonces
Chodat gozaba con Bach de reputacién internacional en el campo de los fer-
mentos oxidantes. Era el maestro Chedat, mas que botanico profesional un
biogquimico, y ademas, por su hispanofilia, resultaba para Bustinza persona
altamente grata. Chodat habia herborizado en el Sur de Espafia y conservaba
con las plantas recogidas inolvidables recuerdos de nuestra Patria, Con Cho-
dat se adiestré Bustinza en el aislamiento y cultivo de levaduras, mohos y
bacterias y en la obtencién y caracterizacion de ciertos enzimas, asistiendo
también a sus cursos de Fisiologia Vegetal, Enzimologia y Fermentaciones
Industriales. Llevado de la mano de tan ilustre fisilogo publicé, en colabo-
racion con €l, su primer trabajo de investigacién, titulado Sur la pseudopero-
xydase, un nouveau ferment oxydant indirect, agissant par le moven du per-
oxyde d’hydrogéne, que se publicé en 1928 en Compte Rendu des Séances,
de la Société de Physique et d’Histoire Naturelle de Genéve.

Durante su estancia con Chodat en Ginebra se interesé Bustinza muy es-
pecialmente por la catalasa, enzima que por su distribucién universal en los
seres vivos ofrecia gran interés biolégico v sobre la La catalasa y sus aplica-
ciones a la Farmacognosia, Bromatologia e Higiene versé su tesis doctoral en
Farmacia, que la leyé en octubre de 1928, y al afio siguiente, en mayo de
1929, ley6 su tesis doctoral en Ciencias Naturales, Coniribucion al estudio
bioquimico de la chufa, ganando en 1930 por oposicién los premios extraor-
dinarios de Dr. en Farmacia y de Dr. en Ciencias Naturales. Ambas tesis doc-
torales fueron publicadas en la Revista de esta Real Academia.

Desde 1928, la principal preocupacién cientifica de nuestro colega se
concentr6 en la moderna quimurgia y publicé diversos trabajos en relacién
con la distribucion de enzimas en los vegetales y sobre otros temas que figu-
ran distribuidos ordenadamente en su Curriculum Vitae publicado en 1959.

Con preparaciéon cientifica tan extensa como presupone el material acu-
mulado con tanto entusiasmo desde 1927 se presenta Bustinza en 1943 a las
oposiciones a la Catedra de Fisiologia Vegetal de la Facultad de Ciencias de
Madrid, vacante por fallecimiento de nuestro companero D. Antonio Garcia
Varela, y después de brillantes ejercicios gana la citada Catedra. Pocos meses
antes habia sido elegido para la Real Academia de Farmacia, versando su
discurso de ingreso sobre Importancia de la Enzimologia y aplicaciones de
las enzimas.

El advenimiento de la penicilina encontré a Bustinza especialmente pre-
parado para captar la trascendencia del descubrimiento y del amplio campo
de exploracién que se abria como consecuencia de aquél. En los comienzos
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del 1944 inicia sus investigaciones en el dominio de los antibiéticos y hasta el
presente ha publicado medio centenar de trabajos de investigacién y otros
tantos de divulgacién y ha pronunciado mas de sesenta conferencias sobre
antibidticos, Entre esos trabajos destacan los relacionados con el acido tsnico
y la usnimicina, actividad antimicrobiana del Penicillium funiculosum y ac-
tividad antibacteriana del jugo de la parte carnosa de las semillas de la gra-
nada. Muy especialmente se ha interesado en la exploracién de la actividad
antibidtica de los liquenes de los géneros Usnea, Cladonia y Lichina, asi ccmo
también del vulgar liquen islandico, cuya actividad terapéutica era conocida
de antiguo, y él personalmente ha recogido algunos de los liquenes que ha
estudiado, entre ellos la Usnea canariensis en la isla de la Palma.

Sobre el tema Antibicticos de liquenes dié varias conferencias. Una de
ellas el dia 29 de julio de 1950, en Abisko (Laponia Sueca), ante un selecto
grupo de liquendlogos de diferentes nacionalidades, que habian asistido al
Congreso Internacional de Botéanica celebrado en Estecolmo, y poco después
desarrollé ese mismo tema con caracter de divulgacién en San Sebastian (Tns-
tituto de Penaflorida) y en Bilbao (Junta de Cultura de Vizcava). Presumo
que el novel académico, en estas dos conferencias en dos capitales vascas,
dedicaria un recuerdo a aquella Institucién famosa a la que tanto debe la
cultura nacional, la Real Sociedad Vascongada de Amigos del Pais y a la
Academia de Ciencias, Inscripciones y Bellas Artes de Tolosa, v de donde
salieron los célebres quimicos de Vergara y otros que sin dejar estela de cele-
bridad contribuyeron con sus estudios a la explotacion de las riquezas mine-
ras de Vizcaya v a la evolucién de la industria hoy tan floreciente de Gui-
puzcoa.

Bustinza, con sus conferencias, libros y trabajos sobre antibiéticos, ha
mantenido vivo en nuestra Patria el entusiasmo producido por la eficacia te-
rapéutica de la penicilina y de los demas antibiéticos que sucesivamente han
sido descubiertos, hasta el punto de interesar al gran publico en términos
tales que en honor de Fleming se han dedicado bustos y estatuas en diferentes
ciudades espafiolas, lo que no se hizo para el eminente investigador ¢n otros
paises que recibieron como el nuestro el fruto de su trabajo desinteresado.

Es obra altamente meritoria ofrecer a la posterioridad el recuerdo de una
persona aue empleé su vida en proteger del dolor y de la muerte la salud del
préjimo. En este respecto resulta Bustinza un popularizador cientifico que
con ansia apostdlica interesa al gran piblico en pro de la Ciencia, contribu-
yends a la finalidad que nuestro compaifiero Artigas denomina socializacién
cientifica en tedas las zonas sociales, v que excluye todo problema de pro-
piedad.

La figura moral de los hombres, como la de muchos hechos interesantes y
aun familiares, queda en el animo de los demas cuando se los compara con
otros conocidos: la de Bustinza admite un punto de comparacién con la de
otro investigador en su propia especialidad. Bustinza es un gran melémano,
tanto que, ante dificultades de trabajo, o antes de dar una conferencia, se
sienta al piano y ejecuta un vals de Chopin, o Liebesfreud de Kreissler. o
fragmentos de la Invitacion al vals de Weber, o de Coppelia de Delibes, vor-
que estima como Cervantes que la musica clarifica la inteligencia. enturbiada
por obsesiones muy frecuentes en la tarea investigadora. Entre nosotros pocos
han sido, en los tltimos afos, los cientificos amantes y ejecutantes de la musica;
quiza Urios, de la Universidad de Oviedo, y Esteve, de la de Madrid. fueron
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pianistas tan buenos como Bustinza. El profesor melémano cuya semblanza
cientifica y artistica se asemeja en cierto modo a la que os estoy trazando es
Borodin, hecha la salvedad de que éste fué ademas insigne compositor, Al
preparar estas lineas y pensar en gue Bustinza es profesor de Fisiologia Ve- -
geial y gran amante de la musica, por asociacién de ideas ha acudido a mi
memoria el recuerdo de Borodin, el bioquimico investigador de la clorofila,
que alcanzé la fortuna de aislar la succinimida de los productos de transfor-
macion de la clorofila, precursora de los pirroles que sintéticamente se agru-
pan en torno del magnesio para construir la gran molécula base de la exis-
tencia, por ser captadora de las radiaciones solares.’

Voy ahora a comentar brevemente el interesante discurso que acabais de
aplaudir Es una historia completa del descubrimiento de la penicilina, en
que todos los episodios estan matizados, en particular aquellos de que el
conferenciante ha sido testigo.

En principio, el hallazgo de la penicilina se atribuy6é como tantos otros a
la casualidad. porque realmente fué casual la intromisién de un ser extraio,
un moho, en la caja de Petri en que Fleming tenia un cultivo de estafilococo,
puesto que todo bacteriélogo pone especial cuidado en evitar contaminacio-
nes de sus cultivos, cuidado encomendado al operador, al que nuestro antiguo
expresidente Carracido comparaba al de oficial de Aduanas. Antes que Fle-
ming, muchos bacteriélogos habian visto sus cultivos de bacterias contami-
nados por mohos, e incluso alguno habia prestado atencién a esas conta-
minaciones; pero Fleming, especialmente interesado en el estudio de la ac-
tividad antibacteriana de los antisépticos, al ver que las colonias del estafilo-
coco en las proximidades del Penicillium estaban en franca lisis, decidié ana-
lizar y estudiar con detenimiento el fenémeno, y después de varios meses de
investigacion pudo llegar a la conclusién de que el moho elaboraba una :us-
tancia que se difundiz al medio de cultivo y que era responsable de la in-
hibicién del estafilococo y de otros microbios y que estaba desprovista de
toxicidad frente a los leucocitos.

La lucha por la existencia la han mantenido siempre brutalmente las es-
pecies zooldgicas y de modo callado e imperceptible las vegetales; he cono-
cido un monte que en mi nifiez estaba cubierto por dos especies del géuero
Eriea y hoy esta planta ha sido expulsada por el boj, mas apto para la vida
en terrenos calizos que las Ericas; para imaginar la lucha entre una bacteria
y un moho en un medio de cultivo artificial hay que ser muy perspicaz al
suponer un antagonismo entre dos seres invisibles que no poseen en la apa-
riencia medios de defensa o ataque; quiza por este motivo los bacteriélogos
se refieren a un drama biolégice, que lo es en realidad, porque uno de los
contendientes perece.

Por tal motivo, con indiscutible acierto se dedica la primera parte del
discurso al estudio de los precursores, incluyendo en ellos al que dispuso en
primer término de lentes Leeuwenhoek, quien gracias a medio de visién tan
podereso observé animaliculos en extractos de diversos vegetales; a Regnault,
que conocié la actividad antituberculosa de los extractos del liquen islandi-
co y del cual siglo y medio después aislaron Stoll y colaboradores el acido ts-
nico activo frente al bacilo causante de la tuberculosis; a Pasteur, que ob-
servé la accién del zumo de la cebolla sobre la levadura de cerveza, hasta
Vuillemin, que en 1839 empleé por primera vez el término de antibiosis.
Los trabajos publicados en este sentido no se multiplicaban como ahora ocu-
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rre cuando se ofrece un filén a explotar, pero no se abandonaron los prece-
dentes, aunque siempre con finalidad terapéutica. El afio 1897 senala una
etapa mas fructifera que las anteriores al publicar Duchesne su tesis doctoral
relativa z] antagonismo entre mohos y microbios, aunque siempre orieatada a
una posibilidad de uso terapéutico,

El antagonismo tampeco ha pasado inadvertido a nuestros contempora-
neos, y el trabajo realizado por el Profesor A. Lode en 1903, esta tan bien
planteado que Florey lo ha czlificado como una investigacion actual en el
campo de los antibiéticos.

He aqui la razén del calido homenaje que el nuevo compaiiero rinde a
esos precursores, que sin los recursos actuales, sin técnicas adecuadas y sin
ayuda de otros especialistas, lograron formar un cuerpo de doctrina corto, si,
pero ejemplar, v que ha servido para explicar los hechos conseguidos en los
ultimos anos.

La exposicién del descubrimiento de la penicilina y su desarrollo esta bien
fundamentada en el capitulo siguiente; ahora, dice Bustinza, todo ha sido
extraordinario y previdencial : extraordinario, si, porque, al menos en la apa-
riencia, se ve la adaptacién de la mentalidad britanica al tipo actual de in-
vestigacion cientifica; a mediados del siglo X1X nos hallabamos ante dos ten-
dencias en este orden: la britanica que esperaba el éxito del rayo de inspira-
cién y la de otros paises que procedian con l6gica hasta lograr, como decia
un comentarista, que el razonamiento anulase a la razén.

Anade Bustinza que la demostracion de las propiedades terapéuticas de la
penicilina fué también providencial porque en momentos bélicos inusitados
aparecia un medio de salvar de la muerte a multitud de heridos:; mas no fué
tarea sencilla el aislamiento de la penicilina. Era indispensable acudir a los
quimicos para aislar dicha sustancia de los medios de cultivo hasta conseguir
un producto suficientemente puro; luego habia que obtenerla en cantidades
lo bastante elevadas para ensayar sus efectos trapéuticos y probar que en la
practica sucedia lo que Fleming habia descrito, o sea, que la penicilina no
interferia con la actividad delos leucocitos. Con las investigaciones de Florey,
Chain, Heatley y demas colaboradores, que demostraron las propiedades qui-
mioterapicas de la penicilina, comienza la era antibiética entre bombardeos
y desolaciones.

Inglaterra, a pesar del descubrimiento del radar, que fué un alivio extraor-
dinario, no esta, por las circunstancias de la guerra, en condiciones para mon-
tar una industria de la envergadura que exige la penicilina. Se impone la ur-
gencia de trasladarse a los EE. UU., en donde como es légico habria que de-
belar muchas dificultades y prevenirse contra toda sorpresa; para ello hay
que buscar los mas expertos técnicos en fermentaciones, los modernos qui-
miirgicos, y alli el equipo de Ceghill, de Peoria, con la participacién de la
gran industria farmacéutica yanki y con las rapidas decisiones del Gobierno,
se emprende la formidable tarea de obtener en gran escala la penicilina.

Hasta estos momentos intervienen micologos, bacteriélogos, quimicos de
fermentaciones, farmacoélogos y clinicos; desde ahora el nimero de los la-
borantes en este problema ha de ser acrecido porque se necesita conocer la
estructura quimica de la penicilina, evaluarla en los medios de cultivo para
seguir la marcha de la produccién, sintetizarla si fuera posible, puesto que
la sintesis confirma la exactitud de la estructura. Las primeras figuras de la
quimica inglesa van a participar en esta obra formidable, dandose el ejemplo
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mas notorio de colaboracién, del feliz resultado del trabajo en equipo y hasta
del silencio impuesto como censecuencia de las actividades marciales. Nunca
una sustancia orgamica, por importante que haya parecido, se ha disecado y
se ha recompuesto con tanta celeridad como la penicilina, gracias a la cola--
boracion estrecha de los quimicos del Imperial College of Science and Tech-
nology, entre ellos Heilbron y Cook; los de la Universidad de Oxford, con
Abraham, Chain, Robinson y Baker; los de varias Universidades de los Es-
tados Unidos, y los de los laboraterios privados de las empresas farmacéuti-
cas norteamericanas: Merck, Parke-Davis, Squibb, etc.

La molécula de la penicilina puede considerarse formada por dos amino-
acidos y una cadena lateral acilica variable segiin el tipo de penicilina, Los
amino-acidos son la D-valina y la L-cisteina, ligados entre si no por enlace
peptidico, sino formando la estructura tiazolidin-betalactamica, especifica de
las penicilinas y alrededor de la cual se ha desplegado un volumen de traba-
jo extraordinario que ha abierto y despejade nuevos campos de investigacién
en la quimica de las sustancias organicas heterociclicas.

Voy a referirme brevemente al primer producto obtenido por degradacién
de la penicilina mediante hidrélisis con acidos minerales; se trata de un
nuevo alfa-amineacido, la D-penicilamina o D-3-dimetilcisteina o D-8-mer-
‘capto-valina, que se ha sintetizado por diversos métodos, sustancia que por
su grupo SH tiene la propiedad de formar quelatos con los iones de metales
divalentes, especialmente de cecbre, plomo y mercurio. Hace pocos afios, en
1956, Walsh sefialé la utilidad de la penicilamina para favorecer la excrecién
del cobre en los casos de degeneracién hepato-lenticular o enfermedad de
Wilson, en la que hay depésito excesivo de cobre en el cerebro v en el higado.
En ese sentido se emplea actualmente por via oral el clerhidrato de la D-pe-
nicilamina y no se utiliza en cambio la forma L, por cuanto resulta téxica
debido a gue provoca deficiencia aguda y crénica de piridoxina o Vitami-
na B,.

La obtencion industrial del acido 6-aminepenicilanico por la accién de la
penicilin-amidasa de origen microbiano sobre la bencilpenicilina, abre a los
especializados en la sintesis organica un campo potencialmente fértil y pric-
ticamente inagotable, ya que a partir del 6-aminopenicilanico se pueden ob-
tener por sintesis una variadisima gama de cuerpos nuevos, las penicilinas
semisintéticas, cuyo radio de accién terapéutica puede ser mas amplic o dife-
rente del de la bencilpenicilina, de uso corriente hasta estos iltimos afios.

En el capitulo final, que titula «sinfonia antibiética», el nuevo colega
describe algunos de los mas medernos antibiéticos elaborados por Streptomy-
ces, bacterias y mohos, y ofrece dos temas, uno el modo de accién de los an-
tibiéticos y otro de indole mas filoséfica, ;para aué les sirven esas sustancias
a los seres que las sintetizan?

En cuanto al primero, hay mucho que estudiar ain, pero no dejo de ver
con cierta satisfaccién cémo se sustraen los actuales investigadores al concepto
de la semipermeabilidad celular y van directamente a la bisqueda de los counsti-
tuyentes de la pared de las células bacterianas, logrando aislar nuevas sustan-
cias, entre ellas los dcidos diaminopimélico y muramico, y hoy se interpreta
que la penicilina interfiere con la sintesis de los mucopéptidos de los jue de-
pende la rigidez de la pared de la célula bacteriana, rompiéndose la membra-
na celular y dejando indefenso al citoplasma.

He advertido de la indole filoséfica del segundo tema planteado, porque
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de muchas especies vivientes se sabe cual es la finalidad de las variadas sus-
tancias que sintetizan: lo que se mantiene casi en firme acerca de los alca-
loides en las plantas, ;es asimilable a los antibiéticos? En parte es cierto
porque censtituye para aquéllas y para los microbios productores de antibié-
ticos un medio de defensa; pero si se ha deducido algo 1til para el hombre y
los seres que colaboran en su vida, pues gracias a los antibiéticos la nuestra
se prolonga. No le dudo, pero creo con mas firmeza que la moderacién en
los habitos alimenticios, la calefaccion y el ascensor tienen tanta parte en la
prolongacién de la vida humana como los antibiéticos.

En lo que estoy de acuerdo absoluto con el recipendiario es que en 2nos
venideros lograran los que nos sucedan disipar las dudas que hoy mantene-
mos con tanta angustia. No creo improbable que el Profesor Bustinza se halle
entre esa pléyade de hombres que iluminen en la oscuridad los nuevos hori-
zontes que prevé al final de su discurso, y ello sera nuevo motivo de alegria
por haberlo recibido en esta Casa, en nombre de la que le ofrezco el saludo
mas apasionado, con el deseo de que honre a la Academia con sus investiga-
ciones futuras,
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