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EDITORIAL

Estimados lectores, desde la editorial de MoleQla os damos la bienvenida al curso
2015/2016 con un nuevo numero de nuestra revista. En este nimero, en el que la revista
cumple ya cinco afios, encontrareis una gran variedad de articulos que nos ofrecen una
amplia panordmica de la ciencia en nuestra sociedad actual. Si te estds haciendo
preguntas como estas: ;Qué es la homeopatia, cuanto cuesta mantener el software, como
podemos obtener energia aprovechando la presion osmotica, por qué es
medioambientalmente inviable el dragado del Guadalquivir, se puede reparar el tejido
0seo con nanoparticulas, serdn estas ultimas la solucion a la resistencia a antibioticos
que amenaza nuestra salud?, y otras muchas mas, los contenidos de este nimero estan
pensados para ti.

Este afio, ademas de nuestro quinto cumpleafios, celebramos la Segunda Edicion de los
Premios MoleQla, que se entregaran en la Ceremonia de Apertura del Curso. Los
galardonados son Javier Becerra Luna, alumno del Master de Técnicas de Diagnostico
del Estado de Conservacion del Patrimonio Historico en la UPO, por su articulo
“Estudio comparativo entre consolidacion por carbonatacion bacteriana y nanoparticulas
de hidroxido de calcio en materiales pétreos”; Diego Montero Larrea, estudiante de
cuarto curso del Grado en Criminologia de la UPO, por su =

articulo “El coctel Molotov”, y la profesora Maria
Marchena y el alumno Miguel Esteban, del Colegio San
Francisco de Paula en la modalidad Premio MoleQla al
mejor articulo escrito por estudiantes de Educacion
Secundaria, por su articulo “Modificacion de un
espectrofotometro de absorcidbn para el andlisis por
fluorescencia de la quinina en una disolucion de tdnica
comercial”.

Desde la redaccion de molécula os deseamos una feliz lectura.
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Principales aportaciones de la técnica LIBS al
estudio de biomateriales

Estrella Martin Castellano

Resumen—La técnica LIBS esta siendo muy empleada en el andlisis del patrimonio histérico por las importantes ventajas que
ofrece. A pesar de que su aplicacion sobre biomateriales no es tan frecuente ni conocida, diversos estudios demuestran la
utilidad del método laser en este campo gracias a la valiosa informacién que puede aportar.

Palabras Claves — LIBS, Biomateriales, Hueso, Fosil, Laser.

1. INTRODUCCION

La aparicion del laser en 1960 supuso una gran revolu-
cion para el desarrollo de diferentes técnicas analiti-

cas que comenzaron a utilizar este elemento en su
metodologia [1]. Su aplicacién al campo del Patrimonio
Cultural se produjo hace unos 20 afios y desde entonces
han sido cada vez mas utilizadas, obteniéndose muy bue-
nos resultados [2], [3]. Dentro de las técnicas basadas en
laser una de las mas empleadas actualmente es LIBS
(Laser-induced breakdown  spectroscopy) al ser un
método prometedor para analisis elementales. Se valora
su capacidad analitica en una gran variedad de materiales
en diferentes condiciones ambientales y con una minima
pérdida de material [3]. Si bien el uso de LIBS esta bastan-
te consolidado en ciertas dreas del patrimonio como pue-
de ser el material pétreo, cerdmico o metaltrgico, en otros
materiales ha sido menos empleado y, sin embargo, posi-
bilita el desarrollo de estudios muy interesantes. Un
ejemplo de ello son los andlisis LIBS realizados sobre
biomateriales (huesos, dientes y fosiles). En el siguiente
articulo se pretende destacar las numerosas ventajas que
presenta esta técnica y relacionarlas con las posibilidades
de informacién que puede aportar en el campo de la pa-
leobiologia.

2. LIBS EN EL ESTUDIO DE BIENES CULTURALES

2.1. Fundamento LIBS

Uno de los motivos de la popularidad de esta técnica es la
sencillez de su metodologia. Realiza un analisis elemental
basado en la deteccion de las radiaciones emitidas por las
especies atémicas presentes en un plasma producido co-
mo resultado de la ablacién laser sobre una superficie [4].
Se parte del uso de un haz laser de alta potencia que se
enfoca, mediante un sistema de lentes, sobre un punto de
la superficie del material a analizar (figura 1). El laser
aumenta la temperatura de esta zona rdpidamente hasta
alcanzar el punto de evaporacion. Si la potencia del laser
consigue sobrepasar un umbral de temperatura critico,
que dependera de la naturaleza de cada material, se inicia

Estrella Martin Castellano. Mdster Diagnéstico del Estado de Conservacion
del Patrimonio Historico, Universidad Pablo de Olavide.
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en la superficie un proceso de ionizacién dando lugar a
una serie de especies (iones, fotoelectrones, moléculas
neutras, etc.) que se separan de la superficie del material
conformando una estructura conocida como plasma o
pluma [3]. El plasma se caracteriza por una elevada tem-
peratura y densidad electrénica, lo que genera una banda
ancha de emisién en la regién UV-visible correspondiente
a las diferentes especies presentes en él. El equipo cuenta
con un detector espectrogrifico que permite analizar la
sefial emitida. En los primeros instantes la emisién es con-
tinua y conjunta, de forma que no se diferencian las emi-
siones correspondientes a cada especie, pero tras la relaja-
cién del plasma los picos de emision producidos por cada
especie comienzan a ser visibles [3].

Laser pulsado
2UECE Espectrografo
Objeto

PLASMA
Figura 1. Esquema simplificado de un dispositivo LIBS. El dibujo ha
sido realizado por la autora basandose en la referencia [2]

Espejo

Lente

Como resultado, se obtiene un analisis cualitativo que
nos informa de la presencia de los diferentes elementos
quimicos presentes en la superficie del material. Ademaés
también pueden llevarse a cabo andlisis cuantitativos ba-
sados en relacionar la intensidad de la emisién de una
especie con la densidad de la misma en el plasma, de
forma que ofrecen la concentracién de los elementos. Para
ello, es necesaria la utilizaciéon de métodos complementa-
rios como la calibracién de curvas [4].

Una de las caracteristicas que hacen a esta técnica dani-
ca es la posibilidad de realizar andlisis estratigraficos en
profundidad sin necesidad de toma y preparacién de
muestras. Aumentando el nimero de pulsos laser en un
mismo punto de la superficie se pueden realizar anélisis a



diferentes niveles de profundidad. Esta propiedad serd
determinante para muchas de las aplicaciones de la técni-
ca en estudios del patrimonio histérico.

2.2. Aplicaciones mas frecuentes en patrimonio

Los andlisis LIBS pueden aplicarse a una gran variedad
de materiales con propiedades diferentes. Dentro de las
funciones de esta técnica de analisis en el campo del Pa-
trimonio Cultural destacan tres vertientes: la caracteriza-
ciéon e identificacion de materiales, la datacién indirecta
[3] v el control de limpiezas laser [4], [9].

La identificacién y caracterizacién de materiales tiene
muchas aplicaciones, desde determinar la composicion
original de las muestras, diferenciar entre materiales ori-
ginales y afiadidos o caracterizar las distintas capas de
deterioro presentes en la superficie. Por ejemplo, es muy
atil en la deteccién de los metales que forman una alea-
cioén, en la identificacion de costras de corrosion o debidas
a la contaminacién, o para el estudio estratigrafico de
obras con varias capas gracias a la posibilidad de realizar
andlisis en profundidad. Los materiales en los que mas se
utilizan estos andlisis son las piedras y sus productos de
degradacién (costras), metales y aleaciones, cerdmicas o
pigmentos.

También pueden emplearse analisis LIBS para realizar
dataciones indirectas de ciertas obras basadas en la pre-
sencia y deteccién de algin elemento caracteristico de
una época o localizacién [3]. Por otra parte, esta técnica
estd empezando a utilizarse como medio de control de las
limpiezas mediante laser, con el objetivo de detectar
cuando la superficie esta limpia de material [4], [9].

En muchos casos, se asocia el uso de técnicas laser al
ambito del material pétreo de gran formato y en exterio-
res debido a la posibilidad de realizar este analisis in situ,
pero esta caracteristica también puede ser provechosa
para el uso de LIBS en los materiales procedentes de ex-
cavaciones de caracter paleontolégico como huesos o fosi-
les, tal y como demuestran numerosos estudios [5], [6],

[71, (8], [9].

3. APLICACION DE LIBS EN ANALISIS DE
BIOMATERIALES

La aplicacién de la técnica LIBS al estudio de biomateria-
les (huesos, dientes, fésiles, etc.) ofrece la posibilidad de
obtener informacién relevante a cerca de la vida y el
comportamiento de los seres vivos en el pasado emple-
ando una metodologia sencilla y versatil que, ademas,
minimiza el dafio efectuado sobre piezas tnicas.

3.1. Andlisis de restos 0seos y dientes

Los huesos y dientes, al ser tejidos mineralizados, son los
principales testigos conservados de vidas anteriores en la
tierra de los cuales podemos recuperar datos [5], por lo
que pueden aportar informacién muy importante.

La principal fuente de informacién que aporta la
técnica LIBS es la identificacién de oligoelementos, es de-
cir, elementos presentes en pequefas cantidades (<0,05%)
en los seres vivos. Algunos de estos elementos, como el
Mg, Cr, Ba, Cu, Sn o Va son indicativos de diferentes
habitos alimenticios y de las condiciones de vida y del
entorno [5]. Ademas, con un anélisis elemental y cuantita-
tivo también pueden conocerse las condiciones de ente-
rramiento de los huesos, los procesos de alteracion (qui-
micos, fisicos o mineralégicos) sufridos durante la dia-
génesis de los restos e incluso el tiempo de fosilizacién

[6].

La técnica LIBS puede ser de gran ayuda en estos ca-
sos al ser minimamente invasiva y proporcionar analisis
en profundidad de los restos encontrados. La posibilidad
que ofrece esta técnica para realizar andlisis en diferentes
puntos de una pieza sin necesidad de danarla significati-
vamente es una gran ventaja, pues de esta forma se pue-
den realizar mapas y graficos que permitan visualizar la
localizacién y distribucién de los diferentes elementos
detectados [2], [5]. A esto hay que unir el cardcter estra-
tigrafico de los analisis realizados mediante varios pulsos
[5]; con ellos es posible diferenciar entre los elementos
que fueron ingeridos por el ser vivo y que forman parte
de su composicién (localizados en capas mas profundas)
y aquellas sustancias que han sido transmitidas por difu-
sién a través del suelo de enterramiento (presentes s6lo
en capas mas superficiales) [7].

3.2. Aplicacion en material fosil

Son varias las posibles aplicaciones de esta técnica al es-
tudio y preparacién de fésiles. Por un lado, el analisis de
la composicion elemental de las piezas proporciona in-
formacion ttil para distinguir los diferentes procesos que
tienen lugar durante la fosilizacién.

Por otro lado, D.E. Roberts et al. [9] han desarrollado
en su estudio el empleo de esta técnica como método de
control en limpiezas laser. Se han basado en la bisqueda
de un elemento que funcione como identificador del f6sil
y que permita distinguirlo facilmente de la roca matriz.
De esta forma, tras cada pulso empleado para la limpieza
se realizaria ademds un anélisis elemental que nos indi-
que la naturaleza del material sobre el que esta trabajando
el laser y asi poder controlar de forma mas precisa cuan-
do se acaba la matriz terrosa que engloba al f6sil y cuan-
do comienza la superficie del mismo. Por otro lado, la
técnica LIBS también puede aplicarse a la busqueda e
identificacién de fésiles in situ; sin necesidad de hacer
excavaciones que dejen totalmente al descubierto el f6sil,
podria detectarse la presencia de los mismos gracias a los
analisis en profundidad que nos aporta este método. Esto
supone una gran ayuda en la excavacion, pues al saber la
posible ubicacién de un f6ésil se trabajard con mayor cui-
dado en esa zona, minimizando los posibles dafios que se
le pudieran causar durante la excavacion.



4. VENTAJAS E INCONVENIENTES FRENTE A OTRAS
TECNICAS

La técnica LIBS ofrece la posibilidad de realizar analisis
elementales de forma ventajosa con respecto a otros
métodos de analisis elemental. De sus numerosas venta-
jas, destaca su cardcter minimamente invasivo, sin nece-
sidad de preparaciéon de muestra. Esto la coloca por en-
cima de otros métodos elementales que, aportando la
misma informacién, requieren largos procesos de prepa-
racion de muestra, que en muchos casos suponen su des-
truccién total o parcial [5]. El tamafio de las huellas o
criteres que deja esta técnica sobre la superficie del mate-
rial depende de factores como la calidad y energia del
laser o de la respuesta térmica de la superficie. Suele estar
entre 50 y 200 pm, pero con unas buenas condiciones se
puede llegar a reducir hasta los 10 um [2]. En cualquier
caso, el tamafio no es significativo y las huellas apenas
pueden apreciarse a simple vista.

Otra importante ventaja es su capacidad para realizar
analisis en profundidad que permiten obtener la misma
informacién que se conseguirfa con una muestra estra-
tigrafica pero sin necesidad de dafar significativamente el
objeto y sin el gasto econémico y temporal que supone la
preparacion de estratigrafias.

Ademéds, se estdn desarrollando nuevos equipos que
cuentan con la posibilidad de realizar mediciones in situ e
incluso a distancia [2].

Como desventajas de esta técnica pueden sefialarse la
dificultad que conlleva la interpretacién de sus resultados
y su caracter puntual, si bien esto dltimo se contrarresta
con la posibilidad de realizar andlisis en numerosos pun-
tos sin dafiar el material. Por otra parte, no es aconsejable
su uso para analizar materiales orgénicos, pues se produ-
cen interferencias con materiales similares presentes en la
atmosfera que llevan a interpretaciones erréneas. Estas
interferencias pueden reducirse realizando el andlisis bajo
un ambiente de presién reducida [2], [4].

6. CONCLUSIONES

La técnica de analisis elemental LIBS cuenta con numero-
sas ventajas que la han convertido en una de las técnicas
analiticas mas estudiadas y utilizadas en relacién con el
patrimonio histérico.

Dentro del campo de los biomateriales su uso esta
menos difundido, pero su aplicacién puede aportarnos
informacién sobre los hadbitos de vida y los entornos natu-
rales del pasado, asi como servir de apoyo a otros trata-
mientos como la excavacién y la limpieza. A pesar de que
presenta algunas limitaciones, su cardcter minimamente
invasivo, sus andlisis en profundidad asi como los nuevos
prototipos que permiten un andlisis in situ o a distancia,
hacen que sea una técnica muy prometedora y con gran
potencial en el estudio y diagnoéstico de bienes culturales.
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Las obras de arte y su descripcion quimica:
el negro de manganeso en la pintura rupestre
paleolitica del arco franco-cantabrico

Olalla T. Canseco Dominguez

Resumen— E | pigmento negro empleado en la pintura paleolitica del arco franco-cantabrico tiene un origen mayoritariamente
inorganico. Entre los minerales de manganeso mas frecuentemente empleados podemos mencionar la hausmanita, hollandita,

pirolusita y la romanechita.

Palabras Claves — Arte franco-cantabrico, Negro de manganeso, Paleolitico, Pigmento, Pintura rupestre.

1. INTRODUCCION

1 dltimo tercio del s. XIX marca el inicio del estudio

cientifico del arte rupestre palelolitico. Tanto los es-

pectaculares descubrimientos de pinturas en cuevas
europeas como el conocimiento més profundo de parale-
los etnograficos bosquimanos y aborigenes australianos
permitieron un rapido desarrollo de esta disciplina.

El andlisis de los materiales y técnicas empleadas en la
ejecucion del arte rupestre fue una linea de trabajo de
importancia desde los primeros estudios. Entre 1902 y
1903 Henri Moissan, premiado con el Noébel en quimica
unos pocos afios mas tarde, realizé una serie de muestre-
os por encargo del Abate Breuil para determinar la natu-
raleza de los pigmentos [1]. Se fijaron ya entonces unas
premisas basicas, los pigmentos rojizos y anaranjados se
identificaban como ocres y los negros y grises como 6xi-
dos de manganeso o carbones vegetales. Estas afirmacio-
nes se mantuvieron durante décadas sin la practica de
nuevas analiticas, hubo que esperar hasta los afios seten-
ta. Serd en ese momento, con la aparicion de nuevas
técnicas en las que el consumo de muestra era menor,
cuando se vuelvan a intensificar los estudios en este cam-

po.

2. EL PIGMENTO NEGRO DE MANGANESO: ESTADO
DE LA CUESTION

2.1. Lineas de investigacion actuales.

Desde los afos ochenta se han multiplicado las publica-
ciones sobre la naturaleza de los pigmentos y su origen
geoldgico. Numerosos “crayons” a los pies de las pinturas
han sido inventariados, catalogados y analizados a través
de diversas técnicas [3]. Los resultados han permitido
desarrollar estudios sobre la procedencia del material e
inferir, a través de ello, las estrategias de aprovisiona-
miento de estos grupos paleoliticos [2]. Los mismos nos
indican una seleccién del material en funcién de su colo-
racién pero también de sus propiedades fisicas y mecani-

Olalla T. Canseco Dominguez. Universidad Auténoma de Madrid, Uni

sidad Pablo de Olzide
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cas [4].

Aunque los estudios en profundidad sobre los minera-
les de manganeso han sido maés tardios que los aplicados
a otros pigmentos, en los ultimos afios han multiplicado
su nimero y contamos con varios proyectos punteros de

investigacién, con dos yacimientos a la cabeza Lascaux y
Ekain [13].

2.2. Los pigmentos en
Paleolitica.

Las evidencias arquelégicas han confirmado que la tesis
enunciada por Leroi Gourhan “la simplicité et, en méme
temps, 'efficcacité du material de l'artiste du Palélithique
superior” [5]. Podemos afirmar que los pigmentos em-
pleados en las pinturas rupestres paleoliticas son mayori-
tariamente de origen mineral, y por tanto de gran estabi-
lidad, aunque innegablemente se hayan producido virajes
en los colores que apreciamos hoy en dia. En cuanto a la
variedad cromdtica, hay dos colores principales en el
repertorio, negro y rojo. Los marrones y amarillos apare-
cen de forma residual, suponen tan sélo el 1% de la mues-
tra [6].

Las propiedades de los pigmentos en ocasiones eran
modificadas por la adicién de cargas, obtenidas de agre-
gados arcillos, con contenido en cuarcita, calcita, feldespa-
tos, biotitas y yeso, con el fin de variar su fluidez, ad-
hesion y conservacién. También se constata la aplicacion
de pigmentos en crudo sobre la pared. El uso de agluti-
nantes parece mds minoritario, al menos en el caso de
pinturas en cueva, siendo el medio mas adecuado para el
pigmento el agua saturada de carbonatos [7].

El color rojo procede del ocre, una arcilla rica en 6xido
de hierro. Menos frecuentemente se da el uso de la hema-
tita, mineral de hierro que estado natural se presenta en
forma de aglomerado de pequefios cristales rojos o gran-
des cristales negros [8].

El pigmento negro puede tener un origen orgénico o
mineral, siendo mas frecuente este ultimo [9]. Entre los
organicos el mas abundante es el carbén vegetal [10]. Este

igmento luminoso y poroso con alto poder cubriente se
\E%%iene de la combustioén de elementos lefiosos [11]. Pero

la pintura rupestre



no debemos dejar de mencionar otros pigmentos organi-
cos cuyo uso es mas ocasional, quizds vinculado al alto
gasto en su produccién. En este grupo se puede enmarcar
el negro de hueso, fruto de la combustion de material
6seo, y el negro de lampara, obtenido por la quema de
grasa animal [12].

2.3. El negro de manganeso en la pintura rupestre
paleolitica.

En estado natural encontramos mas de veinte variedades
de 6xidos e hidroxidos de manganeso. Se dividen en dos
grandes familias, por un lado aquellos sin cationes extra-
flos en composiciéon, como la pirolusita (MnO2) o la
hausmanita (Mn304), y por otro aquellos enriquecidos
por barrio y otros cationes en una estructura tipo ttnel,
como la romanechita (Ba2Mn5016 x H20) o la todorokita
((Ca, K, Na)Mn6012 x H20) [13]. Es frecuente que los
minerales de manganeso se presenten de forma natural
agrupados formando psilomelano, masa botroidal mezcla
de diversos 6xidos, mayoritariamente romanechita, crip-
tomelano y todorikita [14]. Se ha constatado el uso de
hollandita y pirolusita en las Cuevas de la Garenne [15];
romanechita, hollandita, hausmanita, pirolusita, todoroki-
ta y criptomelano en Lascaux [16]; y hausmanita en Ekain
[17].

Por sus propiedades plésticas, debemos destacar dos
variedades, el wad, mena de manganeso formada por una
mezcla de 6xidos hidratados, y la hausmanita. El wad
tiene apariencia amorfa y su habitus puede ser reniforme,
arborescente, en incrustaciones o masivo. Su uso se justi-
fica por tratarse de un material blando de raya parda
oscura-negruzca [18]. La hausmanita, 6xido de mangane-
so poco habitual, formado en las rocas que han sufrido
metamorfismo de contacto y también en los filones hidro-
termales, presenta un color negro parduzco. La apariciéon
de hausmanita en cuevas muy alejadas del lugar de ex-
traccién evidencia su valor para los grupos paleoliticos
[19]. Se ha estudiado la posibilidad de la aplicacion de
tratamientos térmicos para su obtencién. Los primeros
estudios sobre la hausmanita presente en los paneles de
Lascaux han resultado negativos [20], se tratarfa de un
mineral de origen natural no antrépico. Un muestreo més
amplio aclarara en los préximos afios este respecto.

Al igual que podemos encontrar diferentes minerales de
manganeso dentro de un mismo panel, éstos pueden
convivir con pigmentos negros de otros origenes. Asi en
Lascaux, dentro del mismo contexto estatrigéfico encon-
tramos “crayon” de negro de manganeso junto con
“débris” de carbén vegetal [21]. En la Cueva de Ekain
también se ha evidenciado el uso de negro de manganeso
y con carbén vegetal [22].

3. CONCLUSIONES

El conocimiento de los constituyentes del patrimonio
histérico es un factor fundamental para su conservacion,
pero también son de gran importancia los datos que pue-
de aportar en el campo de la arqueologia. En la tltima
década los avances en el conocimiento del negro de man-
ganeso han dado como resultado el establecimiento de

protocolos para conocer su preparacion como pigmento,
la identificacién de los minerales empleados y su proce-
dencia. Estos datos pueden ser fundamentales de cara a
establecer la existencia de “recetas”, que nos permitan
inferir la movilidad de estos grupos paleoliticos y la exis-
tencia de contactos entre ellos.
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El Patrimonio Etnografico en metal:
Propuesta de intervencion para una tréebede
y Su sartén.

Gonzalo Fernandez Martinez

Resumen— S e propone en este articulo un protocolo de intervencion para un caso de patrimonio etnografico en metal, una trébede y
una sartén. La propuesta consta de varias fases de limpieza, inhibicion, consolidacion y proteccién. Los estadios de corrosion por los
que se ven afectados estos utensilios pueden limitarse con este tratamiento y conformar una conservacion adecuada a este tipo de

piezas de nuestro patrimonio etnogréfico.

Palabras Claves — Trébede-Corrosion-Oxidacion-Inhibicion-Consolidacion.

1. INTRODUCCION

La trébede es un soporte de hierro formado por un aro
sobre tres patas en cuyo hueco encaja el puchero para

colocarlo directamente sobre las brasas. Hay una va-
riante para sartenes en el que uno de los pies se ha pro-
longado lateralmente a través del corro o se desliza una
pequefia horquilla vertical donde se apoya el mango de
éstas [1].

Se pueden encontrar los primeros ejemplos de trébedes,
en tiempos de los Iberos, como en el poblado ibérico del
Puig de Sant Andreu, al noroeste de la peninsula ibérica,
en Girona, un asentamiento del cual se conservan restos
de construcciones, datados entre el siglo VI a.C. hasta el
siglo II a.C. [2]. Con respecto a la sartén, ésta pieza tam-
bién forma parte del ajuar metalico. Este objeto se puede
observar en multiples documentos antiguos, inventarios y
testamentos, y se caracterizaba por pasar de generacion
en generacion gracias a su estabilidad.

Las figuras 1-2 muestran la trébede y
la sartén objeto de este trabajo antes y
después de su intervencion.

Figura 2. Estado final

* Norberto Diaz-Diaz. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
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2. TECNICA DE MANUFACTURA

La trébede esta formada por seis laminas planas de hierro
trabajadas mediante diversas técnicas de forja, que eran
ensambladas de forma manual a partir de diferentes sis-
temas de union. Estas seis partes corresponden a tres pies,
un aro, un asidero del cual sale el cuarto pie, y una hor-
quilla (figura 3).

1 A0
2 piet
3 Ple2
4 Pie3

5 Horquilla

L

Figura 3. Ensamble e identificacién de cada una de las partes
constructivas de la trébede.

El sistema de ensamble de la trébede, objeto de estudio,
es de unién fija formada por dos ldminas con remachado
(figura 4). La sartén estd formada por dos piezas de hie-
rro: recipiente y mango.

Elaboracién del mango:

El mango de la sartén es una ldmina delgada de hierro
forjado, en la que se emplearon las técnicas de forja como
el estirado, ensanchado y doblado o curvado. Esta tltima
se debi6 usar para realizar la curva que presenta el mango
en uno de sus extremos.

Elaboracién del recipiente:

El recipiente de la sartén se realizé por medio de la técni-
ca del hierro fundido. Esta técnica, denominada vaciado,
requiere en un primer momento de la elaboracion de un
molde.




Figura 4. Gréfico explicativo del tipo de union

3. ESTUDIO DE UNA TREBEDE Y SARTEN DEL MUSEO
ETNOGRAFICO DE REQUENA

Durante el estudio de visu realizado a la trébede, se iden-
tificé que no presenta patologias con pérdidas de material
graves, como fisuras y grietas que estuvieran afectando su
estabilidad estructural, sin embargo poseia una espesa
capa de productos de corrosién en la superficie y picadu-
ras, siendo sus principales sintoma de degradacién (figu-
ras 1, 4-9). El principal problema para la conservacién de
esta pieza son los productos de corrosién que se formaron
en su superficie, y que se mezclan con suciedad superfi-
cial y material biolégico acumulado; patologias relacio-
nadas con el abandono de esta pieza.

B Aoabumas
concRECIONES
B nnosas

HERRUMBRE

[ SUPERFICIEMETALCA.

Figura 5. Mapa representativo de dafios de la superficie de la
trébede

Herrumbre

Concracionas lemosas

Figura 6. Esquema representativo de la trébede, mostrando las
patologias encontradas

Para un mayor conocimiento de los productos de corro-
sién, se realiz6 un estudio con ayuda de lupa binocular de
la superficie (figura 7), que puso de manifiesto material
biolégico adherido que constituye un factor importante
de biodeterioro y también se identificaron productos de
corrosiéon con un aspecto de concrecion terrosa de colora-
cién ocre (herrumbre) y la posible presencia de cloruros
en la parte interna.

Cuando se produce un proceso de corrosién de un ma-
terial de forja aparecen diferentes tipos de productos co-
mo por ejemplo 6xidos o cloruros de Fe(ll) o Fe (III), y
cada uno presenta colores mas o menos definidos. La co-
loracién de los productos observados en la superficie de
la trébede sugerfa dos posibilidades: por un lado que se

trate de goethita, producto de alteracién comun para los
objetos de aleacién de hierro y cloruros de hierro, lo que
se deduce al observar pequefias gotas de color marrén
brillante.
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Figura 7. Mapa de dafios de la sartén

Supsafica malilica Cone racionat I8rORas

Cloruros del hiarrn Sucinoaa supericial

==
I
1

Picaduras

Figura 8. Esquema representativo de los productos que se
presentan en la superficie metalica de la sartén

Uno de los pies del aro, zona mas deteriorada de la trébe-
de presentaba una pérdida del material, que podria ser
consecuencia de la presencia de coluros de hierro.

El estado de conservacién de la sartén, a pesar de que
se encontraba estructuralmente estable, presentaba varios
focos de corrosion que le seguian afectando. En los mapas
de dafios, figuras 7-8, se pueden observar las patologias
que afectaban a la pieza.

La presencia de cloruros de hierro implica generalmente
una corrosion localizada o picadura causada por iones
cloruro, los cuales al estar activos van a reaccionar con la
humedad del medio corroyendo el metal y generando
levantamientos de material, patologia que se observa cla-
ramente en la sartén (figura 9). La presencia de picaduras
es muy frecuente en piezas de hierro y debe ser tratada ya
que el material que emerge de las picaduras genera levan-
tamientos que pueden desplazar la superficie original del
objeto.

Por otro lado, es posible que presente una corrosiéon in-
tergranular en el borde de la sartén, en la zona donde se
aprecia el parche més grande (figura 9).

Esta pieza también presentaba cloruros de hierro (figura
7-9). Estos productos se han podido identificar en la parte
inferior de la base de la sartén, ya que se aprecian peque-
fias gotas de color marrén brillante, apariencia caracteris-



tica de este producto de corrosién. En esa zona de corro-
sién localizada, se han identificado picaduras causadas
por los iones cloruros, los cuales son muy activos, reac-
cionando con la humedad y generando levantamientos de
material. Por otro lado, se observé una posible corrosion
intergranular, en el borde de la sartén.

n 1. Fotopratia macroscépion de n
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Figura 9. Fotografias macroscépicas de detalles de la sartén

4. INTERVENCION

Dado la presencia de productos de corrosiéon y de picadu-
ras, se llevaron a cabo los siguientes pasos para restaurar
ambas piezas (figura 2):

Pre-consolidacién en el borde de la sartén, dénde pre-
sentaba pérdidas de material con una resina acrilica a baja
concentraciéon en disolvente organico, aplicandolo por
inyeccion.

Limpieza mecanica con cepillos y brochas de cerdas du-
ras y aspiradora para eliminar suciedad superficial que
presenta la pieza.

Para la eliminacién de los diferentes productos de co-
rrosién se realiz6 una segunda limpieza, alternando un
proceso mecanico con bisturis o lapices de fibra de vidrio
y una limpieza quimica mediante disolvente organico
(alcohol etilico) aplicado con hisopo. Con esta limpieza
mixta, combinando y alternando disolvente con tiles
mecanicos, se consigue un nivel homogéneo cercano a la
superficie metalica.

Por dltimo, una tercera limpieza, en la que se rebaja al
minimo el estrato sobrante mediante el uso de microtorno
con un cabezal de hilos de alambre finos, a una velocidad
5 rpm.

Se realiz6 una inhibicién de la pieza con una disolucién
de acido tanico a pH de 2.5 ajustado con acido otrofosfé-
rico en solucién hidro-alcohélica. Esta solucién se aplicé
mediante brocas. El acido tanico se usa para el manteni-
miento de metales inestables ya que proporcionara una
estabilidad iénica combinandose con el hierro y formando
una barrera protectora que evita la penetracién de nuevos
agentes medioambientales agresivos [3]. Esta disolucién
debe ser aplicada sobre una superficie totalmente desen-
grasada y seca. Por este motivo, antes se sumerge la pieza
en un bafio de acetona y luego se deja secar en una estufa
de aire forzado durante 45 minutos.

Se llevaron a cabo dos protecciones: la primera capa se
realizé con una resina acrilica en disolvente organico, y se
aplicé con brochas sobre toda la superficie de la pieza e
inyeccién en el remache del borde de la sartén. Por dltimo

se aplic6 una segunda capa de proteccién con cera micro-
cristalina. Las resinas sintéticas son muy utilizadas, ya
que son estables en el tiempo y reversibles. Ademds, es un
producto transparente que no altera las propiedades 6pti-
cas de la superficie original del objeto. La segunda capa
de proteccién de cera microcristalina, tiene propiedades
hidro-repelentes y dota a la superficie con un brillo
homogéneo, matizando las zonas brillantes causadas por
la resina sintética. Este tipo de ceras son irreversibles [4] y
nunca deben aplicarse directamente sobre la superficie
sino sobre un estrato intermedio.

5. CONCLUSION

El patrimonio etnografico en metal, como la trébede y la
sartén presentadas en este trabajo, aunque es relativamen-
te abundante y valioso, su naturaleza lo hace susceptible a
graves problemas de corrosiéon. La combinaciéon de lim-
pieza mecanica a varios niveles, con otra quimica, prepara
las piezas para la necesaria inhibicién que conseguira su
estabilidad. La durabilidad de este tipo de piezas se pue-
de conseguir mediante dos capas complementarias de
proteccién con resina acrilica y cera microcristalina.

Con el protocolo propuesto de actuacién se han obteni-
do excelentes resultados y se consigue una conservacién
6ptima para estas piezas de nuestro patrimonio etnografi-
co.
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Calidad Software

Manuel Benitez Sanchez

Resumen—Con el aumento de la demanda software, presente en todo tipo de dispositivos, sistemas de gestién, transporte,
banca o comunicaciones, entre otros, ha crecido exponencialmente el nimero de empresas de software, y con ellas la
necesidad de estandares, normas y modelos que ayuden a producir un software de mayor calidad.

Palabras Claves— Desarrollo, software, calidad, Ingenieros software.

1.INTRODUCCION

n los dltimos afios la demanda software se ha dispa-
Erado. El software estd presente en todo tipo de dis-

positivos personales, profesionales o del hogar. Este
aumento de demanda crea una serie de necesidades muy
caracteristicas.

Se empieza a hablar de factorias de software (empresas
encargadas de desarrollo software), parte del desarrollo
son muy especificas y con lo que se requiere especialistas
para esas tareas. Esto ha despertado un interés por la
calidad y que crece de forma continuada a medida que
crecen las exigencias rechazando productos poco fiables.

Ahora bien. ;Qué es la calidad software?

La Calidad Software es una disciplina dentro de la Inge-
nierfa Software que busca el equilibrio entre los requeri-
mientos funcionales y los requerimientos de rendimiento
explicitamente establecidos, basandose en normas o es-
tdndares genéricos y en procedimientos particulares [1].

A nivel organizativo, las normas o estandares softwares
(descripciones técnicas detalladas, elaboradas con el fin
de garantizar la interoperabilidad entre elementos cons-
truidos independientemente) facilitan a los profesionales
moverse entre proyectos y productos reduciendo el es-
fuerzo requerido de formacién, por el hecho de que todos
los miembros conozcan y entiendan la forma estandar de
desarrollo y mantenimiento de productos software que
permiten una metodologia uniforme para la revisién del
estado del producto y del proyecto.

A nivel industrial, los estdndares permiten profesiona-
lizar una disciplina proporcionando el uso de buenas
practicas tal y como son definidas por los expertos en la
industria del software, ayudando a introducir nuevas
tecnologias y métodos en la industria como, por ejemplo,
los estandares UML ayudaron a introducir una metodo-
logia consistente para el modelado de los requerimientos
OO (Orientado a Objetos) y disefios en la industria soft-
ware.

Vamos a ver cémo estdn organizados estos estandares

Manuel Benitez Sdnchez. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide. Mbenitezsan@gmail.com.

detallando alguno de ellos y viendo el impacto de los
mismos en la calidad software.

2. ¢ COMO PODEMOS MEJORAR LA CALIDAD DEL
SOFTWARE POR MEDIO DE CERTIFICACIONES,
NORMAS O MODELOS?

En términos de calidad, podemos distinguir tres puntos
de vista en los que centrar nuestros esfuerzos de mejora.
Hablamos de calidad del producto, calidad del proceso y
la calidad de las personas involucradas en el proyecto [1].

2.1. Proceso

Los procesos podemos definirlos brevemente como un
conjunto de actividades, métodos, practicas, etc. [3] que
las personas usamos para desarrollar el software. Un
ejemplo puede ser los planes de proyecto o la documenta-
cién del disefio.

Es decir, si mejoramos la calidad de los procesos estamos
mejorando la calidad del producto también.

Para este tipo de mejoras estdn los estandares
1S09001:2000, ISO/IEC 15504, CMMI, TickIT, ISO 20000,
etc., entre otros. Dos de las maés importantes:

2.1.1. CMMI

Tiene como finalidad proporcionar una tnica guia unifi-
cada para la mejora de mdltiples disciplinas tales como
Ingenieria de Sistemas, ingenieria del Software y el desa-
rrollo integrado del Producto y del Proceso.

Es un modelo, es decir, refleja una abstraccion de la reali-
dad que permite a las organizaciones adoptar précticas
ttiles para alcanzar sus objetivos. Es una referencia, no un
proceso en si.

Considera dos enfoques para adoptar las mejoras: [1]

e  Continuo. Permite seleccionar en qué areas espe-
cificas queremos mejorar y asi centrarnos en las
metas y practicas de esa drea, siendo muy dtil
para organizaciones interesadas en la mejora de
determinados aspectos de desarrollo.



e  Escalonada. Divide las areas en 5 niveles de ma-
durez (Inicial , Gestionado, Definido, Cuantitati-
vamente gestionado, Optimizado)

Tabla 1 - Listado de certificaciones CMMI-DEV afio
2013, por pais. [6]

1 China 31 26 558 6 621
2 EEUU 20 2 157 72 251
3 India 36 0 115 4 155
4 México 4 1 27 17 49
5 Brasil 3 1 18 14 36
6 Espafia 4 0 10 21 35
2.1.2 1509000

Esta familia de estandares se identifica con 8 principios de
gestion de la calidad que conduce a la organizacién hacia
una mejora en el desemperfio en diferentes aspectos: En-
foque al cliente, Liderazgo, Participacion del personal,
Enfoque basados en procesos, Enfoque de sistema para la
gestiéon, Mejora continua, Enfoque basado en hechos para
la toma de decision, Relaciones mutuamente beneficiosas
con el proveedor.

Se basa principalmente en la motivacion, tanto en los de
los trabajadores activos en el proyecto como en la de los
clientes.

2.2. Producto

Al igual que para los procesos también hay estandares
que se centran en la calidad del producto, mejorando la
usabilidad, funcionalidad, fiabilidad, eficiencia, mante-
nimiento... Una mejora de estas caracteristicas mejorara
la calidad de nuestro producto.

Algunos estdndares enfocados a la calidad del producto
son: TPI/TMAP, Modelo de Bohem, Modelo de Gilb,
Modelo de Dromey, norma ISO 9126-1, Modelo de
McGall, ISO 25000 etc.

2.2.11S0-9126-1

Describe un modelo de calidad del producto software
compuesto por varios conceptos bdsicos: caracteristicas,
subcaracteristicas, atributos y métricas. [1]

Propone dos modelos de calidad: modelo de calidad para
la calidad interna y externa y un modelo de calidad en
uso
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e Calidad externa evaltia que el software satisfaga
las necesidades del usuario teniendo en cuenta
las condiciones especificas.

e Calidad interna evalda el total de atributos que
un software debe satisfacer teniendo en cuenta
condiciones especificas.

e Calidad en uso permite ver la interrelacién entre
usuario y el producto desde el punto de vista de
la eficiencia y la satisfaccion.

2.3. Personas

Al fin y al cabo por muy buenos estdndares y normas que
usemos para los procesos y productos, la clave en los
proyecto son las personas. Las personas son las que hacen
al software y esto es un hecho.

Para optimizar este recurso (las personas) se podria ha-
blar de dos formas, informales y formales. Usando técni-
cas de coaching podemos mejorar la actitud (mejor com-
petencias) y habilidades de las personas.

Otros modelos mas formales pueden ser TSP (Team Soft-
ware Process), este modelo se basa en la creacién de equi-
pos a primera hora del proyecto y estos definen conjun-
tamente sus objetivos, roles y demads. De esta forma se
consigue que todo el equipo se sienta parte del proyecto.

Por dltimo, contamos con el PSP (Personal Software Pro-
cess), que pretende formar a los ingenieros softwares con
métodos disciplinarios para mejorar sus habilidades de
estimacién y planeacién, comprometerse con objetivos
que se puedan cumplir y administrar la calidad de sus
procesos.

3. IMPACTO DE LA CALIDAD SOFTWARE

En 2012 el ratio de que un proyecto terminase satisfacto-
riamente era del 39 %, es decir, s6lo el 39 % de los proyec-
tos llevados a cabo fueron terminados y no solo termina-
dos, decir que fueron terminados a tiempo con los reque-
rimientos y funcionalidades exigidas.

Un 43 % tuvieron que ser modificados durante el proceso,
tiempos, costes, requerimientos, funciones... y un 18% fue
cancelado.

Si estos datos los comparamos con afios anteriores debe-
riamos pararnos a pensar cuan de importante es mejorar
la calidad del software que hacemos, podemos ver cémo
con el paso de los afios se estd tomando conciencia y hace
que mejore poco a poco, aun asi se estamos lejos de unos
porcentajes de éxito razonables.
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TABLA 2 Resumen afios y porcentajes de proyectos [6] http://rcs.cicipn.mx/2014_79/ Analisis%20del %20estado

terminados, modificados y fallidos. [2] %20actual %20de %20certificaciones % 20CMMI-
DEV %20ver_%201_3%20ano %202013 %20y %202014.pdf

Manuel Benitez Sanchez, Estudiante de la

1994 16% 53% 31% Universidad Pablo de Olavide, Cursando 4°
del titulo de Ingenieria Informatica en sis-

1996 27% 33% 40% temas de informacion. Interesado en el
andlisis de datos.

1998 26% 46% 28%

2000 28% 49% 23%

2002 34% 51% 15%

2004 29% 53% 18%

2006 35% 46% 19%

2008 32% 44% 24%

2010 37% 42% 21%

2012 39% 43% 18%

4. CONCLUSIONES

Sin Calidad, el software no progresaria, es necesario una
evolucién en las técnicas y en la forma de pensar para su
mejora, sin planificacién, cada uno a su libre albedrio, los
costes y tiempos se multiplicasen a la vez que la usabili-
dad, eficiencia, mantenibilidad, etc. del mismo bajasen.

Ademas, bajo mi punto de vista, las personas involucra-
das en el proyecto software son las mas interesadas en
este tipo de practicas, pues les hace mucho mas facil la
inserciéon a nuevos proyectos sin dedicar tiempo en
aprender un nuevo modo de trabajo y centrandose en lo
que saben hacer.
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Ingenieria de requisitos

Estefania Lépez Garcia

Resumen— La ingenieria de requisitos es muy importante a la hora de satisfacer las necesidades de los clientes, hay que
seguir una serie de directrices para poder intentar realizar un buen estudio de los requisitos. Como vemos esto es una tarea
muy dificil de realizar debido a que los propios usuarios no tienen un conocimiento amplio en este sector y resulta muy dificil de

transmitir a los expertos lo que verdaderamente necesitan.

Palabras Claves— Ingenieria, requisitos, funcional.

1. INTRODUCCION

aingenieria de requisitos o Ingenieria de requeri-

mientos comprende todas las tareas relacionadas con
la determinacion de las necesidades o de las condiciones a
satisfacer para un software nuevo o modificado. La inge-
nieria de requisito toma en cuenta los diversos requisitos
de las partes interesadas que pueden entrar en conflicto
entre ellos. Muchas veces se habla de requerimientos en
vez de requisitos, esto se debe a una mala traduccion del
inglés. El propodsito de esta ingenieria es hacer que los
requisitos alcancen un estado 6ptimo antes de alcanzar la
fase de disefno en el proyecto. Los requisitos deben ser
medibles, comprobables, sin ambigiiedades o contradic-
ciones, etc.

Lo mas dificil en la construccion de un sistema softwa-
re es decidir, precisamente, qué construir. La ingenieria
de requisitos puede ser un proceso largo para el que se
requiere de habilidades psicoldgicas. Los nuevos sistemas
cambian el entorno v las relaciones entre las personas, por
ello es importante identificar a todos los actores involu-
crados, considerar sus necesidades y asegurar que en-
tienden las implicaciones de los nuevos sistemas.

Los analistas pueden emplear varias técnicas para obtener
los requisitos del cliente. Historicamente, esto ha incluido
técnicas tales como las entrevistas, o talleres con grupos
para crear listas de requisitos, aunque actualmente exis-
ten técnicas mas actuales como Concept Mapping, son gra-
fos en los que los vértices representan conceptos y las
aristas representan posibles relaciones entre dichos con-
ceptos. Estos grafos de relaciones se desarrollan con el
usuario y sirven para aclarar los conceptos relacionados
con el sistema a desarrollar. Las estrategias recomenda-
das para la especificaciéon de requisitos software estan
descritas por IEEE 830-1998. Este estandar describe las
estructuras posibles, contenido deseable, y calidades de
una especificacion de requisitos del software [1].

Estefanin Lopez Garcia. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide.

Los problemas que podemos encontrar a la hora de
realizar los requisitos son diversos, los usuarios no saben
lo que realmente necesitan, un sistema tiene muchos
usuarios y ninguno tiene una vision de conjunto, no sa-
ben que parte de su trabajo puede transformarse en soft-
ware.

Los analistas han de tomar en consideraciéon a todos
los implicados para que se obtengan y depuren sus requi-
sitos de la forma mas fidedigna posible. Entre los sta-
ckeholders [2] hay que considerar:

¢ Organizaciones que integran la organizacion del
analista que estd disefiando el sistema.

¢ Organizaciones o sistemas de respaldo, direccion
y usuarios.

2. TIPOS DE REQUISITOS

2.1. Requisitos funcionales

Los requisitos funcionales de un sistema describen lo que
el sistema debe hacer, en algunos casos también declaran
explicitamente lo que el sistema no debe hacer.

Muchos de los problemas de la ingenieria de software
provienen de la imprecision en la especificacion de requi-
sitos. Para un desarrollador de sistemas es natural dar
interpretaciones de un requisito ambiguo con el fin de
simplificar su implementacién. Sin embargo, a menudo
no es lo que el cliente desea vy se tienen que estipular nue-
vos requisitos, por lo tanto se debe hacer cambios al sis-
tema, retrasando la entrega de éste e incrementando el
costo [2].

2.2. Requisitos no funcionales

Los requisitos no funcionales, como su nombre lo indica,
son aquellos requisitos que no se refieren directamente a
las funciones detalladas que realiza el sistema, sino a las
propiedades de este como el tiempo de respuesta, la ca-
pacidad de almacenamiento y otros aspectos como el di-
seflo, aspectos éticos, legales, de seguridad y ese tipo de
cosas que no tienen que ver directamente con funciones
del sistema. De forma alternativa, definen restricciones


http://es.wikipedia.org/wiki/Stakeholder
http://es.wikipedia.org/wiki/Requisito_(sistemas)

del sistema como la capacidad de los dispositivos de en-
trada/salida y las representaciones de datos que se utili-
zan en las interfaces del sistema.

Los requisitos surgen de la necesidad del usuario, de-
bido a las restricciones en el presupuesto, a las politicas
de la organizacién, etc. [3].

3. COSTO DE LOS REQUISITOS EN DIFERENTES
ETAPAS
Boehm y Papaccio en 1988 [4], realizan una cuantificacion

del costo de corregir los errores asociados a requerimien-
tos en las diversas etapas del software.

Tabla 1

Etapa en la que se encuentra el error Costo
Analisis y Esp. Requisitos 1
Disefio 5
Codificacion 10
Prueba Unitaria 20
Produccién 200

4. PROCESO DE ANALISIS DE REQUISITOS

Se trabaja en conjunto con los usuarios y los clientes.

Problemas comunes:

» Los requisitos estan en sus términos y con co-
nocimientos implicitos de su propio trabajo.

» Distintos usuarios tienen distintos requisitos,
se deben encontrar todas las fuentes.

> Influyen factores politicos.

» La importancia de los requisitos varia en el
tiempo.

» Aparecen nuevos requisitos.

El proceso de anélisis sigue diferentes etapas:

» Comprension del dominio: el analista debe
desarrollar su propia comprensiéon del domi-
nio de la aplicacion. Ej.: Si fuera un sistema
para supermercado este debe evaluar cémo
funciona un supermercado.

» Recolecciéon de requisitos: este es el proceso de
interactuar con los clientes y usuarios para
descubrir sus requisitos.

> Clasificacién: considera la recoleccién no es-
tructurada de requisitos y los organiza en
grupo coherentes.

» Resolucién de conflictos: de forma inevitable,
cuando existen muchos stakeholder (cualquier
persona o grupo que intervengan en el pro-
yecto) involucrados, los requisitos estardn en
conflicto. Pues esta fase se refiere a resolver
estos conflictos.

»  Priorizacién: Descubrir la importancia de cada
requisito. Es ttil separarlos en tres categorias:

¢ Requisitos que deben ser absolutamente
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satisfechos.

¢ Requisitos que son muy deseables pero
no indispensables.

e Requisitos que son posibles, pero que
podrian eliminarse.

» Verificacién de requisitos: los requisitos se ve-
rifican para descubrir si estan completos, son
consistentes y acorde con lo que realmente
quieren los stakeholders.

5. CONCLUSIONES

A pesar de la importancia que tiene la ingenieria de re-
quisitos, ha costado mucho que se le preste una atenciéon
adecuada, aun quedan muchos desafios que deben ser
mejorados tales como la integracién de requisitos funcio-
nales y no funcionales para la mejora del sistema.

Hay que prestar mucha atencién y tener mucho cuida-
do a la hora de realizar la toma de requisitos como hemos
visto en la tabla 1 en fases més avanzadas tiene un costo
mayor debido al impacto que estos tienen en dichas fases.
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Mantenimiento Software. Su Importancia y
Repercusion en Costes

Juan Antonio Lopez Cano

Resumen—El mantenimiento software es la fase de mayor coste econémico de un proyecto software. Existen procedimientos
para llevar a cabo una aplicacién, que deben ser analizados al maximo para evitar un coste superior al estimado en el anélisis
ya que un mal analisis puede hacer que nuestro proyecto no funcione. En este articulo se recogen algunas medidas para
reducir este alto coste y la importancia que tiene seguir dichos pasos en la elaboracién de nuestro proyecto.

Palabras Claves— Aplicacion, Coste, Desarrollo, Mantenimiento, Software.

1. INTRODUCCION

1 mantenimiento software es después del disefio el

proceso mas importante de una aplicacion [3]. Este

proceso refleja si nuestro proyecto es rentable ya que
estd estadisticamente comprobado que el coste del man-
tenimiento software en su vida ttil duplica el del proceso
de desarrollo [3].
Podriamos definir mantenimiento software al conjunto de
actividades destinadas a proporcionar soporte econémi-
camente rentable para un determinado producto software
[1]. Estas actividades se realizan tanto antes como des-
pués de la entrega del producto. Las actividades previas
incluyen la planificacién, anticipacion y preparacién de
acciones de mantenimiento que se llevaran a cabo poste-
riormente. Las actividades posteriores a la entrega inclu-
yen modificaciones del producto software, formacién y
asistencia al usuario [4].
Las causas de un alto coste del mantenimiento software
son variadas como, cambios incontrolados, escasez de
métodos, técnicas y herramientas, complejidad de los sis-
temas, documentacién del sistema inexistente o defectuo-
sa. Por todo esto en la actualidad podemos encontrar sis-
temas con escasa calidad debido a: estructuras de datos
con un disefio pobre, mala codificacién, 16gica defectuosa
y documentacion escasa o errénea. Estas mismas razones
provocan que el coste de solucionar un defecto en la etapa
de mantenimiento sea mucho mayor que en la etapa de
analisis [3].
Hemos de cuidar que los programas especificos que utili-
za una empresa, especialmente si ha sido creado para la
empresa, cumplen los objetivos que prometen. Después
de satisfechas las fases de implementacion y verificacion,
lo proximo en desarrollo de software serd adoptar me-
didas de diferentes tipos para comprobar su rendimiento
y posibles mejoras. Existen diferentes tipos de manteni-
miento software: perfectivo, adaptativo, correctivo y pre-
ventivo [6].

2. TIPOS Y FUNCIONES DE MANTENIMIENTO
SOFTWARE

Con el tiempo las aplicaciones software tienen que ser
sometidas a modificaciones que extiendan su vida ttil o

mejoren sus caracteristicas. Adaptaciones a nuevos siste-
mas operativos, agregar funcionalidad son las tareas
principales del mantenimiento software, las cuales se lle-
van a cabo mediante diferentes tipos de mantenimien-
to[5].

Mantenimiento preventivo. Consiste en la revisiéon cons-
tante del software para detectar posibles focos de pro-
blemas que puedan surgir en el futuro.

Mantenimiento predictivo. Evaltaa el flujo de ejecucién
del programa para predecir con certeza el momento en el
que se producira la falla, y asi determinar cuando es ade-
cuado realizar los ajustes correspondientes.

Mantenimiento correctivo. Corrige los defectos encontra-
dos en el software, y que originan un comportamiento
distinto al deseado. Estas fallas pueden ser de procesa-
miento, rendimiento (por ejemplo, uso ineficiente de los
recursos de hardware), programacion (inconsistencias en
la ejecucioén), seguridad o estabilidad, entre otras.

Mantenimiento adaptativo. Si se requiere cambiar el en-
torno de uso de la aplicacién (que incluye al sistema ope-
rativo, a la plataforma de hardware o, en el caso de las
aplicaciones web, al navegador), puede ser indispensable
modificarla para mantener su plena funcionalidad en es-
tas nuevas condiciones.

Mantenimiento evolutivo. Es un caso especial donde la
adaptacion resulta practicamente obligatoria, ya que de lo
contrario el programa quedaria obsoleto con el paso del
tiempo. Por ejemplo, el cambio de versién en un navega-
dor (muchas veces impuesto sin el consentimiento del
usuario) suele obligar a realizar ajustes en plugins y apli-
caciones web.

Mantenimiento perfectivo. Por distintas razones, el usua-
rio puede solicitar el agregado de nuevas funcionalidades
o caracteristicas no contempladas al momento de la im-
plementacion del software. El mantenimiento perfectivo
adapta la aplicacion a este requerimiento [2].


http://www.gadae.com/desarrollo-software.html

El constante mantenimiento asegurara su funcionalidad,
ahorrando tiempo y coste econdémico de una migracién
total hacia otra aplicacién.

3. COSTE, IMPORTANCIAYY SOLUCION

Las fases de una aplicacién software constan de cinco
estados [3]: andlisis, disefio, implementacién, pruebas y
mantenimiento (Figl).

f ; il

Fig. 1. Fases de una aplicacion software.

El mantenimiento es un proceso de suma importancia por
su repercusién econémica, temporal y de recursos. Estu-
dios como el desarrollado por Pressman [7] nos indican
que el mantenimiento es la fase mas costosa del ciclo de
vida de una aplicacién software (Fig2). A la hora de plani-
ficar los costes de mantenimiento, los analistas se encuen-
tran con el llamado Efecto Iceberg (no saben cuales seran
los costes). Este efecto hace percibir el mantenimiento
como algo descontrolado por problemas y costes encu-
biertos. Algunas de las causas del alto coste son los cam-
bios incontrolados. Los programas necesitan migraciones
a nuevas plataformas o sistemas operativos, experimen-
tan mejoras y adaptaciones para satisfacer las nuevas ne-
cesidades de los usuarios.

Uno de los problemas a los que nos enfrentamos en el
mantenimiento es el del cédigo heredado. La mayor parte
del software en la actualidad esta formado por cédigo
antiguo. Una posible solucién al coste elevado del mante-
nimiento seria la utilizacién de técnicas como ingenieria

inversa, reingenierfa, reestructuracién y transformacion

[3].

Pruebas Pruebas
modulares de integracion

codigo £
£

Disefio

Andlisis
de requisitos |

Mantenimiento

Fig. 2. Porcentaje del costo de las fases de una aplicacion software.

La ingenierfa inversa consiste en la reconstruccién del
proceso de ingenierfa de un producto a partir de ciertos
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artefactos de dicho producto.

La reingenierfa consiste en examinar y modificar un sis-
tema para reconstruirlo de nuevo, puede precisar de un
proceso de ingenieria inversa para reconstruir el proceso
de ingenieria del producto.

La reestructuraciéon es la modificacion del software para
hacerlos mas facil de entender y cambiar o menos suscep-
tible de incluir errores en cambios posteriores.

La transformacién es el proceso de manipulaciéon por me-
dio de transformaciones automaticas ejecutadas por un
ordenador, del c6digo o modelo de un sistema para afia-
dirle, modificarle o eliminarle elementos [4].
Con estas soluciones se estima que podemos recortar en
un 50% el coste de mantenimiento software.

4. CONCLUSIONES

En el mundo en el que nos toca vivir actualmente, lleno
de tecnologia a nuestro alrededor es necesario hacer més
hincapié en las fases de desarrollo de software. El disefio
es fundamental pero debemos exprimir al médximo qué
futuro es el que queremos para nuestra aplicacién, asi el
coste en mantenimiento se reducird muy considerable-
mente. Para ello debemos aplicar nuevos métodos de ana-
lisis y recalcar la importancia que tiene el mantenimiento
en nuestra aplicacién y sobre todo el coste.
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Metodologias de Desarrollo Software.
¢, Tradicional o Agil?

Ismael Morales Garcia

Resumen—En este documento se abordara el concepto de metodologias de desarrollo software, analizando diferentes
alternativas para ello. En este sentido se comparara la aproximacion tradicional con las metologias agiles, las cuales estan
basadas en un desarrollo iterativo e incremental siendo muy importante la actitud y la iniciativa de todos los implicados.

Palabras Claves— Agilidad, Desarrollo Software, Procedimientos, Metodologia, Proyecto.

1. INTRODUCCION

Una metodologia es un conjunto de procedimientos
que se estructuran y realizan con la funcién de con-

seguir unos objetivos. Como estilo de desarrollo y
alternativa a la metodologia tradicional de desarrollo
software, aparece la metodologia agil [referencia]. El gran
cambio que supone la aproximacién 4gil radica en que en
lugar del equipo de trabajo basarse en procesos y herra-
mientas, como se hacia en la metodologia tradicional,
ahora se le da mas importancia a la forma de trabajar de
los propios miembros del equipo y a la forma que estos
tienen de realizar las tareas.

Las metodologias é4giles son usadas en proyectos cuyo
objetivo es tener el software funcionando lo antes posible,
ya que asi el cliente tendrd primeras versiones donde po-
dra comprobar y aportar su idea de negocio. Con este
objetivo, se trabaja sobre las versiones previas, siendo el
desarrollo de la siguiente iteraccién una mejora de la an-
terior. Este cambio de enfoque se consigue mediante la
constitucion de grupos de desarrolladores mas auténo-
mos. Asi mismo, para organizar la forma de desarrollar el
producto, se elaboran pequefios paquetes de trabajo, los
cuales contendrén diferentes tareas que se deberadn reali-
zar. El tamafio de estos paquetes dependera de la carga
de trabajo que el equipo de desarrollo puede hacer frente.
En las reuniones con los clientes y el equipo se organizan
todas las tareas que hay que realizar, formando estos pa-
quetes, asi se agiliza también la toma de requisitos ya que
sera un trato mas directo entre todo el equipo y el cliente.

La metodologia 4gil propone una forma de trabajo flexi-
ble cuya planificacién se actualiza continuamente. Esto
contrasta con las metodologias tradicionales, las cuales
siguen una planificaicén precisa desde el principo. Para
ésto aparece el rol del cliente el cual tiene mucha impor-
tancia. Ahora al no haber contratos cerrados, el cliente es
uno mas del equipo, que indica cual es su idea continua-
mente, y a cada versién que se le muestra este va modifi-
cando, mejorando y puliendo los detalles mas importan-
tes para €I, al ser software todo se puede modificar sin un
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costo demasiado elevado.

El desarrollo del proyecto se comienza con una visién
muy general, y se empieza buscando una iteracién para
llegar a una entrega en la cual se realice la funciéon princi-
pal del proyecto, aunque no la haga completa, esta seria
la primera iteracién entregable al cliente. Después se tra-
baja sobre esta primera iteraciéon actualizandola y mejo-
réndola con los detalles que nos ha mostrado el cliente.
Esto es muy importante, ya que, si el cliente presenta al-
gunos problemas graves serd al mucho mas econémico
reconducir el proyecto, o si en el peor de los casos, el pro-
yecto no se terminase por cualquier motivo, el cliente tie-
ne una versiéon que funciona, esta versiéon no tendria la
maxima calidad y a lo mejor tampoco cumple todos los
objetivos pero si una version que cumple con el objetivo
principal.

Ademés la parte méds importante del proyecto, cuando
llega a la hora final del desarrollo esta parte esta muy
madura, ya que ha sido muy comprobada y mejorada
desde las primeras iteraciones.

Puede llegar a haber un problema al estar interviniendo
mucho con el cliente, ya que las pruebas que él realiza,
puede pasar a ser todo un codifica y prueba. Esto conlle-
varia al final un retraso para sacar el producto y perde-
riamos agilidad.

Se mejora mucho en los testing ya que el producto en ca-
da fase va siendo probado y mejorado en todos los temas
que se hayan detectado errores o mejorar, por lo tanto
esto deberia conllevar a unas pruebas finales mas efecti-
vas.

2. METODOLOGIAS TRADICIONALES VS
METODOLOGIA AGILES

Las metodologias dgiles es una evolucién de las metodo-
logias iterativas, ya que ambas se basan en objetivos a
corto plazo. La metodologia iterativa consiste en realizar
lo mismo que en la metodologia en cascada pero de pe-
quetias partes del producto, mostrando la resolucién de
cada una de ellas al cliente. Ahora la diferencia con la
metodologia agil es que se realizan prototipos periddica-
mente en un periodo mucho mas corto de tiempo, siendo
este espacio de tiempo tan comprimido que las fases toma



de requisitos, disefio, codificacién y pruebas, se realizan
todas simultdneamente.

Anunciamos también las diferencias mds destacables en-
tre ambas metodologias:

Organizacién: En la metodologia agil se trabaja sobre una
constante evolucién del proyecto basado en pequefios
objetivos a corto plazo, en lugar de todo un proyecto pre-
disefiado.

Presupuesto: A la hora de gestionarlo, el tema queda mas
dindmico, ya que se elaboran mediante niimeros de itera-
ciones, y esto dependera de como transcurra el proyecto.
En vistas de algun fallo en el presupuesto, es mejor en-
contrarnoslo en las primeras iteraciones que al final de un
proyecto.

Velocidad y gestién: Se gana velocidad a la hora de reali-
zar el proyecto, aunque es mas dificil la gestion al no estar
todo tan estudiado siendo consientes de una mayor pro-
babilidad de error al principio que se pueden ir acumu-
lando, los cuales se subsanaran en las siguientes iteracio-
nes.

Rentabilidad y pruebas: Al tener una primera version
muy rdpida en desarrollos realizados agilmente, el cliente
podra sacar si lo desea a produccion estas primeras ver-
siones y empezar a rentabilizar su producto, sin tener
terminado su producto por completo e ir mejorandolo y
comprobando la aceptacién o rechazo de su producto.

Para tomar la decisién de con qué tipo de metodologias
realizar nuestro desarrollo dependera del tipo de proyec-
to que sea y del equipo de trabajo del que se disponga. En
proyectos donde los requisitos estan perfectamente defi-
nidos en los que no va a ver grandes cambios es mejor
usar una metodologia tradicional.

3. DESARROLLO CON UNA METODOLOGIA AGIL

Dentro de las metodologias agiles existen varios métodos
agiles, como puede ser Scrum, Kanbam o programacién
extrema. La eleccién de con qué método agil trabajar de-
pendera del tipo de proyecto que se vaya a realizar y del
equipo de trabajo que dispongamos, para cada proyecto
hay que tomar decisiones e ir adaptando al desarrollo qué
y como se necesita, en definitiva adoptar nuestra propia
metodologia.

En una metodologia agil no significa que no se tenga que
documentar aunque se le da mas importancia a otras
cuestiones como la informacién que conseguimos interac-
tuando con el cliente. Para conseguir que nuestro proyec-
to se desarrolle de manera eficiente, el rol del cliente es el
mas importante. Principalmente éste tiene dos operacio-
nes que realizar: Intervenir en la discusién para indicar
qué se desea en las reuniones con el equipo, y confirmar e
indicar qué se desea mejorar o qué no le vale en las ver-
siones que le van llegando del equipo y las pruebas que él
mismo va realizando.

Las metodologias 4&giles estan principalmente ideadas
para equipos de trabajo ya que se logran mejores resulta-
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dos gracias a la diversidad de opiniones por ejemplo, pe-
ro se pueden usar estas metodologias para equipos de
trabajos individuales y solucionar estas restricciones invo-
lucrando mas al cliente. También al trabajar auténoma-
mente serd mas facil la organizacién con el cliente.

6. CONCLUSIONES

Todas las tecnologias avanzan velozmente, cada segundo
vale oro, con este tipo metodologias bien aplicadas po-
demos conseguir que nuestro producto este en el merca-
do mucho mas rapido rentabilizandose. El cliente tam-
bién tendra mayor flexibilidad a la hora de exponer su
idea gracias a la planificacion continua a la que esta some-
tido el proyecto. Mejoras y solucién de problemas mas
econémicos son una de sus principales ventajas.
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El poder de la Catalisis Asimétrica

Maria Gallego-Garcia

Resumen—Hay moléculas que presentan simetria pero que no son superponibles, puesto que una es el reflejo de la otra, y
por ello tienen actividad bioldgica diferente. Como estas moléculas se usan por ejemplo, en farmacos, se persigue la manera
de generar solo la forma molecular que tiene el efecto deseado, siendo la catélisis en sintesis asimétrica el mecanismo elegido

para este fin.

Palabras Claves— Asimétrica, Catalisis, Enantiomero, Quiralidad, L-DOPA.

1. INTRODUCCION

Entre 1958 y 1963, fue comercializado un farmaco co-
nocido como talidomida, que fue suministrado a mu-
jeres como calmante de natseas en los primeros me-
ses de embarazo. Farmaco conocido también por su efecto
sedante, por lo que se usé para otro tipo de tratamientos.
En un principio, la talidomida no parecia tener efectos
secundarios, pero en torno a esos afios, se dieron nume-
rosos casos de nifios nacidos con malformaciones; descu-
briéndose con el tiempo que esos defectos congénitos eran
debidos a este medicamento, pues presentaba efectos te-
ratogénicos [1]. Sin embargo no fue la misma molécula de
talidomida que producia efecto sedante la que condujo a
esos problemas de desarrollo fetal, sino que fue su isdme-
ro Optico, més concretamente el enantiémero S.
Los enantiémeros son moléculas que presentan quirali-
dad, y un ejemplo que refleja esta propiedad son las ma-
nos, elementos simétricos pero no superponibles, que son
imagen especular uno del otro. Los enantiémeros se
nombran siguiendo la regla de prioridad llamada Cahn-
Ingold-Prelog [2] donde R deriva del latin Rectus (dere-
cha) y S del latin Sinister (izquierda). Ademas tienen la
misma férmula molecular y la misma secuencia de enla-
ces atémicos, compartiendo las mismas propiedades fisi-
cas, salvo que desvian el plano de luz polarizada en di-
recciones distintas, nombrandose como levoégiro si lo des-
via hacia la izquierda y dextrégiro hacia la derecha [3]. Es
por la quiralidad, por lo que tienen actividad biolégica
diferente, pudiéndose unir a receptores quirales del me-
dio ambiente o cuerpo humano dando respuestas y efec-
tos distintos, algunos de ellos, perjudiciales como en el
caso de la S-talidomida.
Hay otros casos, donde como se ha observado anterior-
mente, un enantiémero da una respuesta deseada y el
otro o bien no da respuesta (inactivo biolégicamente) o
bien la respuesta es no deseada. Est4 el ejemplo del levor-
fanol que es una droga opioide y el del Dextrorfano que
es un antitusivo. Este tltimo ha llegado a dar falsos posi-
tivos en test de deteccion de drogas como el levorfanol, ya
que puede interaccionar con los receptores donde se une
el opioide [4]. Siendo muy conocido el caso de la DOPA,
compuesto usado como tratamiento para el Parkinson,
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que puede encontrarse en forma de L-DOPA (activo bio-
l6gicamente) y D-DOPA, tema que se tratard posterior-
mente.

2. CATALISIS EN SINTESIS ASIMETRICA

2.1. Objetivo

Al encontrarse en la naturaleza gran variedad de molécu-
las quirales, y al usarse éstas, en campos variados como el
campo de la medicina o medioambiental, el objetivo prin-
cipal a perseguir seria el de obtener solo aquel enantiéme-
ro que ofrece el efecto deseado, y no aquel que produce
efectos perjudiciales, desconocidos o simplemente que no
da respuesta, pero que su sintesis requiere un coste de-
terminado y ademas se generan residuos. Asi pues, lo
ideal seria obtener enantiémeros puros [5].

Este objetivo es posible, y se consigue mediante la catali-
sis en sintesis asimétrica, también conocida como sintesis
enantioselectiva. Este mecanismo forma parte del tercer
“mandamiento” de la Quimica Verde, el cual hace alusion
a la sintesis quimica no contaminante.

2.2. Proceso

La sintesis asimetrica catalitica consiste en disefiar y desa-
rrollar catalizadores quirales que permitan obtener enan-
tiomeros puros. Para ello, estos catalizadores también
deben ser enantiopuros, y es por esta razon, por la que su
disefio es muy importante. Para la realizacién de la sinte-
sis enantioselectiva es necesario un sustrato aquiral, pero
proquiral, es decir, que en un principio no presente nin-
gun atomo quiral pero que el cambio de uno de sus susti-
tuyentes genere quiralidad en la molécula. Ademas es
necesario un reactivo, catalizador o auxiliar quiral, para
acelarar la reaccion o ayudar a que se lleve a cabo [6].

Una propiedad muy importante de este proceso es la pu-
reza Optica, definida a partir del exceso enantiomérico
(e.e)): e.e. = BisOmero mayoritario - %isémero minorita-
rio. Si se obtiene ee = 0, estariamos ante una mezcla racé-
mica (mezcla 1:1), 50% de un enantiémero y 50% del otro;
en cambio si se obtiene ee = 100 estarfamos ante un pro-
ducto homoquiral, que es lo que se persigue en este pro-
ceso.



2.3. Premio Nobel de Quimica

En 2001, el Premio Nobel de Quimica tuvo que ser com-
partido por tres cientificos. William Standish Knowles y
Ryoji Noyori por el uso de catalizadores quirales en reac-
ciones de hidrogenacién y Karl Barry Sharpless por el uso
de catalizadores quirales en reacciones de oxidacién [7],
[8], [9], [10]. Knowles destaca por sus investigaciones en
la produccién de L-DOPA usando catalizadores quirales
y por conseguir finalmente producir esta variante. El cata-
lizador usado para este proceso fue DIPAMP (figura 1)
[11] (compuesto organofosforado) cuyos centros de fésfo-
ro son piramidales, unidos a tres sustituyentes diferentes
(grupo anisilo, fenilo y etileno).
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Fig. 1. DIPAMP(Difosfina quelante)

Knowles la utiliz6 como catalizador junto al metal rodio
(Rh) [12] para llevar a cabo la hidrogenacion asimétrica de
un sustrato para dar finalmente levodopa.

Noyori también destacé en el campo de las hidrogenacio-
nes asimétricas, siendo uno de los catalizadores usados
por él, BINAP (compuesto organofosforado) junto con
diamina y el metal rutenio (Ru) [12] (figura 2) [13].
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Fig. 2. (S)BINAP/(S)diamina-Ru

Ademds Noyori es un gran defensor del “poder de la ca-
talisis”para realizar quimica sostenible [14].

Sharpless en cambio, destacé por usar catalizadores enan-
tioselectivos en la reacciéon conocida como Epoxidacion
de Sharpless, donde se producen 1,3-epoxialcoholes a
partir de alcoholes alilicos primarios y secundarios, for-
mando el metal de transicién titanio (Ti) [12] parte del
complejo catalizador.

2.4. L-DOPA

Como se comenté en el primer apartado de este articulo,
DOPA es una molécula que presenta dos enantiémeros
(L-DOPA y D-DOPA) y se usa en pacientes que tienen
Parkinson. La dopamina, es el principio activo, pues es el
neurotransmisor deficitario en estos enfermos; pero no
puede suministrarse de forma directa, ya que no puede
atravesar la barrera hematoencefélica. Debido a esto, se
usa DOPA, que una vez atraviesa esa barrera, pasa a do-
pamina por accién del enzima dopamina descarboxilasa.
Pero este enzima solo actta sobre el enantiémero L-
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DOPA, y por consecuencia se acumula D-DOPA que ca-
rece de actividad biolégica. Esta acumulacién puede pro-
ducir efectos indeseados como toxicidad. Ademas el usar
una mezcla racémica hace que se acumule el 50% de este
compuesto sin actividad alguna, haciendo que el trata-
miento no sea tan efectivo, aumentando el coste del pro-
ceso y disminuyendo rendimientos en general. De ahi, la
importancia que tiene el producir moléculas épticamente
puras, en este caso, solo L-DOPA [15], [16], usando para
este fin catalizadores enantioselectivos, como el que utili-
z6 Knowles, obteniendo un 95% ee en la produccién de
levodopa.

3. CONCLUSIONES

Concluimos destacando la relevancia y el poder de la Ca-
talisis en Sintesis Asimétrica aplicada a la produccién de
compuestos como farmacos, herbicidas, insectidas y adi-
tivos, entre otros, consiguiéndose obtener moléculas cuya
actividad resultard conocida y de efecto deseado. Para
alcanzar este fin son fundamentales los catalizadores qui-
rales, que presentan un futuro prometedor en el campo
de la quimica, buscando como dijo Noyori “Elegancia
préctica en sintesis”.
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El Dragado del rio Guadalquivir: Un proyecto
medioambientalmente inviable

Enrique Mesa Pérez

Resumen—Desde 1999, que se iniciaran los procedimientos del Proyecto de Dragado del rio Guadalquivir, hasta nuestros
dias, el caso, enviado en numerosas ocasiones a los Tribunales de Justicia, ha dado enormes vuelcos. Hace apenas 3 meses,
una Sentencia en firme del Tribunal Supremo parece haber sentenciado definitivamente el proyecto, ¢Cuéles son los
obstaculos ambientales que hacen este proyecto polémico e inviable?

Palabras Claves— Sevilla, Guadalquivir, Dragado, Sentencia, Sostenibilidad.

1. INTRODUCCION

| pasado mes de marzo de 2015 el Tribunal Supre-
Emo, en una sentencia esperada por muchos, decidié

anular el Proyecto de Profundizacién del Rio Gua-
dalquivir. Esta sentencia puso punto y final a todo el con-
tencioso, no solo judicial, que mantenian ecologistas,
Autoridad Portuaria del Puerto de Sevilla, Ayuntamiento y
arroceros, entre otros, alrededor del proyecto de Dragado
del Guadalquivir.

Lo cierto es que hace apenas unas semanas acababa
el plazo para interponer el correspondiente recurso a la
sentencia del Tribunal Supremo y cuando parecia que el
contencioso acabaria sin mas noticias, el colectivo: “Sevi-
lla por su Puerto” (formado por la Confederacion de Em-
presarios de Sevilla (CES), la Camara de Comercio y los
sindicatos CCOO y UGT) present6 un recurso a la men-
cionada sentencia, con un total de mas de 500 alegacio-
nes.

¢ Puede este recurso volver a activar el proyecto? Juan
Espadas, recién elegido alcalde de Sevilla, preguntado
por el asunto estimaba que “era perder el tiempo hablar del
Dragado sin resolver el problema medioambiental de fondo”.
Los arroceros por su parte, declaraban que antes de pro-
seguir con el proyecto del Dragado deberia establecerse
un plan para solucionar las deficiencias del rio, ya sea en
los margenes como en el regadio de los campos de culti-
vo colindantes al mismo.

Las partes parecen resignarse al fin del proyecto debi-
do a las numerosas trabas medioambientales del mismo,
al menos todas las partes menos las integrantes de “Se-
villa por su Puerto”. Pese a todos los intentos de la Auto-
ridad Portuaria, empresarios y Ayuntamiento de Sevilla de
sacar adelante el proyecto, son demasiado numerosos
los obstaculos ambientales que hacen de este proyecto
un proyecto al borde de su ocaso definitivo.

2. ORIGEN DEL PROYECTO DE PROFUNDIZACION
DEL RiO GUADALQUIVIR

Para encontrar el origen de este proyecto debemos
remontarnos al afio 1999 cuando la Autoridad Portuaria
del Puerto de Sevilla promovio el proyecto bajo el nombre
de “Proyecto de Actuaciones de Mejora en accesos mari-

timos del Puerto de Sevilla”. Este proyecto fue respalda-
do tanto por el Ayuntamiento de Sevilla, como por los
empresarios de la ciudad.

Sus inicios no estuvieron exentos de polémica pues la
Declaracion de Impacto Ambiental (a partir de ahora DIA)
positiva tuvo que ser paralizada por la entonces ministra
de Medio Ambiente, Cristina Narbona, la cual determin6
gue existian importantes lagunas en los datos incluidos
en la misma. Paralizacion a raiz de las alegaciones a la
DIA interpuestas por los grupos contrarios al proyecto.

Aparte de los ecologistas (el mas destacado y activo
en todo el proceso: WWF), siempre contrarios al dragado
del rio, mostraron su negativa al proyecto en las corres-
pondientes alegaciones a la DIA los arroceros (represen-
tados por las Federaciones de Arroceros de Sevilla y del
Bajo Guadalquivir), que se han situado contrarios al pro-
yecto debido a la subida del tapén salino (término que
explicaremos mas adelante), los ayuntamientos de los
municipios del Bajo Guadalquivir (Isla Mayor y Sanlucar
de Barrameda), La Confederacion Hidrografica del Gua-
dalquivir, la Junta de Andalucia (a través de las Conseje-
rias implicadas en el proceso) y el Parque Nacional y el
Parque Natural de Dofana.

Durante todos estos afos, el conflicto ha estado se-
guido de informe tras informe, discutiendo el alcance am-
biental sufrido por el rio en caso de llevarse a cabo el
proyecto, hasta que el pasado mes de marzo el Tribunal
Supremo resolviera que mientras la sostenibilidad del rio
Guadalquivir no estuviera garantizada no habria ningin
proyecto de profundizacién.

3. ¢ EN QUE CONSISTE EL PROYECTO DE DRAGADO
DEL RiO GUADALQUIVIR?

El proyecto deberia separarse en dos partes para en-
tenderlo de forma clara. Por un lado, el proyecto de pro-
fundizacion en si, que como explicamos en el parrafo
siguiente se limita a la profundizacion del rio. Por otro
lado, todas las actuaciones complementarias y proyectos
paralelos a esta profundizacion del rio.

El proyecto de dragado, entendiendo como tal la pro-
fundizacion del rio, Gnicamente pretende aumentar el



calado del rio. Esta profundizacién se llevaria a cabo en
el tramo central del cauce (cuando decimos tramo central
del cauce nos referimos a aquel entre ambas riberas del
rio, en vez del tramo situado a medio camino entre Sevi-
llay la desembocadura).

Este incremento de la profundizacion iria por zonas.
En la zona de la desembocadura, en Sanlicar de Barra-
meda, la profundidad aumentaria desde los 6,8 metros
hasta los 8 metros de profundidad, mientras que en el
resto del cauce el aumento seria desde los 6,5 hasta los
7,6 metros de profundidad.

Este incremento de la profundizacion conlleva una se-
rie de actuaciones complementarias, como bien dijimos
anteriormente. La primera de ellas es la construccion de
la nueva esclusa de entrada al Puerto de Sevilla, obra ya
realizada y operativa. Esta esclusa, a su vez, conlleva
gue el Puerto de Sevilla se desplazase hacia la zona en
la que ésta se encuentra situada, dejando libre las zonas
colindantes al Puente de las Delicias, zona actual de al-
gunos muelles del puerto.

Con la nueva esclusa y la profundizacion se prevé un
aumento de la actividad del Puerto de Sevilla, de modo
que se incluirian como actuaciones complementarias la
finalizacion de la SE-40, circunvalacion de Sevilla, que
incluye un acceso directo al puerto por la zona de la nue-
va esclusa.

También se llevarian a cabo mejoras férreas, entre las
gue destacamos la conexion de Majarabique, tramo fé-
rreo que une el norte de la ciudad con el puerto. La obra
evitaria que el tren proveniente de Madrid (por Majarabi-
gue) debiera esperar al paso de los trenos provenientes
de Cadiz para poder acceder al puerto, ya que el acceso
comparte la via con estos. Esta obra reduciria el tiempo
de paso de los trenes de Madrid hacia el Puerto de Sevi-
lla de 2,5 horas a apenas 20 minutos. Seria una impor-
tante mejora de la accesibilidad del puerto en el caso del
incremento de la actividad.

Igualmente a las actuaciones complementarias, la
nueva zona del Puerto de Sevilla situado al lado de la
nueva esclusa recibiria la catalogacion de Zona Franca,
de modo que fomentaria la implantacion de empresas,
especialmente aquellas dedicadas a la logistica en el
puerto. Y finalmente, existe un proyecto sobre la zona
gue ocupa actualmente el Puerto de Sevilla al lado del
puente de las Delicias conocido como “Sevilla Park”, que
contempla la construccién de una zona de ocio con un
auditorio, zonas comerciales y diferentes aparcamientos.

4. PROBLEMAS AMBIENTALES DEL PROYECTO

Los problemas que encontramos con este proyecto
son de dos tipos: por un lado estan los ambientales y por
otro los econdmico-sociales. En el caso de los segundos
estamos ante un incremento importante de la actividad
del puerto sevillano, lo que podria repercutir negativa-
mente en la actividad de puertos cercanos como Cadiz o
Huelva, restando competitividad exterior y solapando ac-
tividades. Esta situacion cuestionaria la viabilidad eco-
némico-social de una provincia mermada por el paro co-
mo es Cadiz. Sin embargo, en este articulo solo vamos a
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centrarnos en el problema principal del proyecto de dra-
gado: los problemas ambientales.

El primero de los problemas ambientales surge con el
mero aumento de la profundidad del rio. Al existir mayor
profundidad en el rio, la cantidad de agua que puede con-
tener el rio aumenta, si este incremento de agua fuera
compensado con un incremento de agua dulce, no habria
problema alguno, en cambio, la escasa pendiente del rio
entre la desembocadura y la ciudad de Sevilla provocaria
gue ese incremento de agua se llevase a cabo con recur-
sos hidricos salados, la presencia de este tipo de agua
pone en peligro las especies que habitan en agua dulce,
deteriorando enormemente el ecosistema del rio.

Este incremento de agua salina afecta al conocido
como tapon salino — punto del cauce del rio donde el
agua salina da paso a la dulce — el cual se desplazaria
hacia un punto superior en el cauce del rio, de modo que
en zonas donde antes habia agua dulce tras el dragado
habria agua salada. Esto afectaria, en un primer lugar a
las marismas del Parque Nacional de Dofiana (por como
dijimos antes, la subsistencia de las especies que en el
agua dulce del parque viven), pero también a los campos
de cultivos de arroz del bajo Guadalquivir, los cuales ne-
cesitan de agua dulce para crecer.
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Fig. 1. Afectacién del rio Guadalquivir por el Proyecto de Dragado

(WWF)

La imagen 1 nos ilustra los principales efectos a los
que se someteria el rio con el dragado, la subida del ta-
pén salino, sefialado con flechas naranjas, muestra zo-
nas de predominio de agua dulce que se verian cubiertas
por agua salda.

En segundo lugar, a la subida del tap6n salino debe-
mos afiadir el aumento de la erosion de los margenes.
Los margenes del rio son considerados de especial im-
portancia pues en ellos se encuentran especies protegi-
das.

El incremento del tapén salino trae consigo que estos
nuevos tramos del rio cubiertos con agua salada sean
afectados por las mareas provenientes del mar. Es decir,
los margenes que antes mantenian un nivel estable, se
veran afectados por las variaciones del nivel de agua
provocadas por el incremento y disminuciones de las ma-
reas a lo largo del dia.

Y el tercer problema ambiental que acarrea la profun-



dizacion del rio es la creacion de vertederos de sedimen-
tos a lo largo del cauce del rio. Los sedimentos que nor-
malmente porta el agua tienen tendencia a depositarse
creando vertederos en diferentes puntos del rio — el mapa
de la imagen 1 nos puede servir como indicativo de cua-
les son dichos puntos — a lo largo del cauce. Con el dra-
gado, la turbidez del agua, segun los ecologistas, aumen-
taria de modo que estos vertederos de sedimentos tam-
bién se incrementarian.

La turbidez del agua hace més dificil la subsistencia
de las especies que existen en el rio, luego un aumento
de la turbidez y de los vertederos provocaria, por ende,
un riesgo mayor para la subsistencia de las mismas, co-
mo por ejemplo las pertenecientes a las piscifactorias de
las aguas de Dofiana, donde se cria el langostino, boque-
ron o acedia, entre otros.

Podemos resumir en tres los principales problemas
ambientales del proyecto de dragado: el incremento del
agua salina y por ende, subida del tapén salino; el incre-
mento de la erosidn sobre los margenes; y el aumento de
los vertederos de sedimentos a lo largo del cauce del rio,
empeorando la turbidez del agua.

5. CONCLUSIONES

Una vez vistos los problemas ambientales que acarrea
el proyecto de dragado del rio Guadalquivir podemos
determinar, sin riesgo a equivocarnos, que el proyecto
es, medioambientalmente hablando, inviable.

Son numerosos los informes emitidos tratando de re-
vertir los efectos negativos, el Ultimo solicitado por la Au-
toridad Portuaria de Sevilla a finales de 2014 a las Uni-
versidades de Cadiz y Huelva en conjunto con el CSIC
para encontrar una solucion al problema de la turbidez.

Ninguno de estos informes a dia de hoy ha dado una
solucién a dichos problemas sin descartar previamente el
dragado del rio, luego el continuar con el proyecto parece
una decisioén inviable desde un prisma ambiental.

El dltimo gesto de una institucion en pro de proteger el
rio ha sido el requerimiento que el pasado mes de julio
emitia la UNESCO en el cual solicitan al Gobierno de
Espafia dar por concluido el proyecto de forma definitiva
impidiendo que en un futuro pueda volver a darse la po-
sibilidad de abrirse ninglin proyecto de profundizacion del
Guadalquivir.

El motivo que alegan es la supervivencia del Parque
Nacional de Dofiana el cual, como dijimos anteriormente,
se veria afectado por el incremento de la erosion, pero
sobre todo por el aumento de la salinidad de sus aguas.

En palabras de WWF: “Unesco y el Tribunal Supremo
han hablado, falta que el gobierno dé carpetazo final a
este proyecto”. Podemos decir que el proyecto esté en su
punto mas cercano al fin desde 1999, pero este proyecto
ha sobrevivido y dado giros inesperados, habra que es-
perar acontecimientos y sobre todo voluntades politicas
para ver si el dragado del rio Guadalquivir es pasado o
futuro del rio andaluz.
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EDITORIAL MOLEQLA CELULAR.

La diversidad de temas es una de las caracteristicas de la seccion de Moleqla
celular en este nimero de otofio. Abordamos temas tan dispares como la
homeopatia, el uso de técnicas biotecnolodgicas para el disefio de anticuerpos
en el tratamiento de enfermedades como el Alzheimer y los problemas de la
diversidad genética en la reinsercion de una especie en peligro de extincion

como el Lobo Rojo en Estados Unidos de Norteamérica.

En MoleQla celular pretendemos abordar temas que sean motivo de
discrepancia o aporten novedades a situaciones novedosas y de actualidad.

La homeopatia es uno de esos temas candentes donde detractores y

seguidores utilizan argumentos cientificos en muchos casos carentes de base
logica. Rafael Hoyos nos ofrece una vision del problema apoydndose en un estudio cientifico serio
publicado en la prestigiosa revista Nature. Un estudio que hubo de ser corroborado posteriormente
con suerte nefasta para su autor. La ciencia no debe basarse en prejuicios y, por ello, los argumentos en
pro o en contra de una hipotesis o hecho deben basarse en los datos obtenidos en experimentos bien

disefiados. El articulo de Rafael ofrece una visiéon de como se debe actuar en estos casos.

Dentro de una linea ya comun en esta seccion, Alejandro Salguero nos presenta diversas opciones a la
hora de disefar terapias encaminadas a afrontar el tratamiento de enfermedades tan complejas como
el Alzheimer. Durante los ultimos afios el uso de anticuerpos disefiados para unirse y marcar dianas
especificas relacionadas con enfermedades concretas estd dando frutos en el tratamiento de
enfermedades relacionadas con la autoinmunidad o el cancer. Alejandro nos ofrece una vision general
de las técnicas utilizadas para la consecucidn de estas herramientas terapéuticas y de cémo el

conocimiento basico del funcionamiento del organismo nos ayuda a disefiar tratamientos de futuro.

Finalmente, en una linea algo nueva abordamos el problema genético que sobreviene con los intentos
de recuperar especies animales practicamente extintas. En su articulo, Elena Millan, nos describe la
relacién genética entre el Lobo Rojo americano y sus familiares mas cercanos, el Lobo Comun y el
Coyote. La preservacion de una especie practicamente desaparecida y los problemas genéticos de
endogamia o hibridacion con otras especies nos permite conocer el complejo problema que la

recuperacion de especies supone.

Guillermo Lopez Lluch
Editor de la Seccion MoleQla Celular
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La homeopatia: qué es, en qué se basay
como la inmunologia casi demuestra su
eficacia

Rafael Hoyos Manchado

Resumen— La homeopatia es una de las pseudociencias que la Ciencia aun no ha sido capaz de desmontar ni probar. Sus
fundamentos, extravagantes y poco convencionales desde un primer momento se han apoyado en fenébmenos inexplicables y
ciertamente fantasticos. Desde Hahnemann, el padre de la homeopatia, hasta Benveniste, pasando por Kent y muchos otros,
se ha intentado dar una explicacién racional que a veces, incluso, se ha apoyado en la experiencia. Ese fue el caso en el que
se uso la inmunologia para llevar a cabo ensayos con muestras altamente diluidas.

Palabras Claves — Baséfilos, Desgranulacion, Inmunologia, Homeopatia, Pseudociencia.

1. INTRODUCCION

uchas veces la Ciencia se mueve en terreno
Mresbaladizo; es parte de su encanto. Hay veces que,

de hecho, cuesta separar lo que es ciencia de lo que
es supercherl’a y uno espera una respuesta contundente y
seria que esclarezca la situacién y establezca la verdad.
Este es el caso de la homeopatia. Citando a la Real
Academia Espafiola, la homeopatia es un “Sistema
curativo que aplica a las enfermedades, en dosis minimas,
las mismas sustancias que, en mayores cantidades,
producirian al hombre sano sintomas iguales o parecidos
a los que se trata de combatir” [1]. Esas dosis minimas a
las que aluden los académicos se consiguen
(supuestamente, ya veremos que en este aspecto hay
mucha tela que cortar) realizando grandes diluciones
seriadas.

Aunque la mayoria de la comunidad cientifica se
muestra escéptica a esta disciplina, no faltan voces (y no
pocas) que defienden la eficacia de los remedios
homeopdticos e incluso intentan dar una explicacién a su
utilidad. ;En qué se basa la homeopatia? ;Hablamos s6lo
de un efecto placebo? ;Intenta la homeopatia curar
enfermedades suministrando agua del arroyo claro? Si
nos remitimos a la literatura cientifica que existe al
respecto, descubriremos algunas ideas interesantes.

2. LA HOMEOPATIA. RESENA HISTORICA

2.1. El organén de Hahnemann. La ley de la
similitud

La homeopatia no es algo novedoso. De hecho, el

término y sus bases fueron introducidos por el aleman

Samuel Hahnemann, que desencantado con la medicina

Rafael Hoyos Manchado, Facultad de Ciencias Experimentales. Universidad
Pablo de Olavide. rhoyman@alu.upo.es.

convencional de la época (a la que denominé al6pata)
publicé en 1810 la primera edicién de su Organon der
rationellen Heilkunde (organén del arte racional de curar).
En él se describia cémo la enfermedad no era sino la
alteraciéon dindmica (inmaterial) morbosa (malsana) del
principio vital del organismo (algo asi como el espiritu).
De esta forma, un nifio sano enferma de viruela al estar
junto a uno enfermo sin que haya transmisién material
alguna, sino porque le transmite esa alteraciéon dindmica.
También segtin Hahnemann, al administrar una sustancia
que produjera los mismos sintomas (en sus palabras, que
produzca una enfermedad artificial), pero con una
magnitud mayor, el principio vital se afanaria inicamente
en esta alteracion artificial, olvidando la alteracién menor
y natural. De este modo, al retirar el remedio
homeopdtico el paciente recobraria la salud. Este
principio es lo que ha venido a conocerse como “ley de la
similitud” (que segin Hahnemann se basaba en la
experiencia y poco importaba averiguar su fundamento)
segun la cual similia similibus curantur, es decir, lo similar
cura a lo similar. [2]

2.2. La dinamizacién

Aun mads discutible es el tema de las diluciones. Es
evidente que si se diluye una sustancia 1030 veces es muy
probable que no quede ni una sola molécula de ella en la
disolucién final (si es que puede llamarse ya disolucién)
[3]. Lo mejor es que aunque Hahnemann hubiese intuido
este hecho, tampoco pretendia evitarlo. Con las diluciones
(que son verdaderas recetas, no sélo con agua sino
también con alcohol, por ejemplo), la sustancia
homeopdtica se dinamizaba y potenciaba, de tal forma
que, de ser algo material, se convirtiera en un poder
curativo inmaterial (dindmico) y por lo tanto potente y
efectivo. Con cada dilucién (de 1/100), el preparado
adquiria potencia mds, hasta llegar a
determinada (por ejemplo la 30°). Ahi no queda la cosa,

una una



sino que en cada paso debian darse cien golpes secos
(denominados sucusiones) que permitieran la correcta
dinamizacién del compuesto [2].

2.3. El repertorio de Kent

El otro gran gurd de la homeopatia es James Tyler
Kent, un estadounidense que incluyé6 numerosisimos
remedios y aplicaciones homeopdticos en su Repertory of
the Homoeopatic Materia Medica (1897). Para entonces ya
tuvo que luchar contra el concepto de enfermedad
infecciosa y los conocimientos microbiolégicos que se
iban imponiendo en la comunidad cientifica.

3. EL TEST DE DESGRANULACION DE BASOFILOS
HUMANOS (HBDT) DE BENVENISTE

3.1. La aparicién del test

En 1981, el inmundlogo francés Jacques Benveniste
publicé en Clinical Allergy un test que habia patentado y
comercializado en un kit: el test de desgranulacién (o
activacion) de baséfilos humanos [4]. Como es sabido, los
baséfilos son un tipo de granulocitos, implicados en la
respuesta alérgica y contra pardsitos, para lo que tienen
en su membrana receptores de inmunoglobulina E (IgE).
Cuando la IgE reconoce un antigeno (alérgeno, en
muchos casos) se une su receptor en la membrana de los
basdfilos. Estos experimentan entonces su
desgranulacién, es decir, la migracién de sus granulos
hacia la membrana para liberar su contenido: mediadores
como la histamina y receptores como el CD63. Aunque lo
que Benveniste realiza en un principio es un conteo de
baséfilos desgranulados frente a los intactos (ya que la
forma en que se tifien cambia), en la actualidad se analiza
por citometria de flujo usando anticuerpos monoclonales
si se han expuesto receptores como el mencionado CD63

[5].
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e expression of
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“ release of
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Fig. 1. Activacién (desgranulacién) de un baséfilo en respuesta a la
presencia de un alérgeno (un antigeno). [5]

El HBDT se ha usado y se usa para descubrir alergias
con pequeflas muestras de sangre del paciente. Sin
embargo, el propio Benveniste ingenié otra aplicacién
para su test. En junio de 1988 publica en Nature un
articulo en el que usa el test para comprobar cémo altas
diluciones de anti-IgE (anticuerpos obtenidos a partir de
la inyeccién de IgE humana en cabras) pueden disparar la
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desgranulacién de los baséfilos [3]. Como coautores del
estudio figuraban otros nombres relacionados con la
defensa de la homeopatia como Sainte-Laudy [6] u
Oberbaum [7]. En el articulo se concluia que aunque no
quedara ni una sola molécula de la sustancia inicial en la
disolucién final, el agua debia actuar como una plantilla y
conservar la capacidad de producir la respuesta del
baséfilo. Esta hipotesis es lo que ha trascendido, no sin
ironfa, como “memoria del agua” [3].

3.2. El acuerdo con Nature

Pero, ;como es que Nature accedié a publicar un
articulo tan controvertido? A pesar de las muchas
reservas que los revisores y editores tenfan sobre la
investigacion de Benveniste, se accedi6 a publicar el
articulo con la condicién de que los experimentos serfan
realizados nuevamente en los laboratorios franceses, bajo
la implacable mirada de tres sujetos elegidos por Nature
para tal fin [3]: John Maddox, fisico y por entonces editor
de la revista, James Randi, un conocido mago (famoso por
su lucha contra los defensores de lo paranormal y la
pseudociencia) y Walter W. Stewart, que afios antes habia
sefialado errores e inconsistencias en otras investigaciones

[8].

La visita de los tres enviados de Nature al laboratorio
de Benveniste desencadené una verdadera batalla
medidtica por cartas (decenas de ellas) que la revista
publicé en su secciéon “News and Views”. Tras una
estancia de tan sélo cinco dias, los tres expertos tuvieron
claro, y asf lo escribieron, que los métodos por los que se
habian obtenido tales resultados no eran lo
suficientemente rigurosos como para hacer tamafias
declaraciones, que los experimentos eran estadisticamente
poco ortodoxos y que, de hecho, no se habia hecho un
esfuerzo serio para evitar el error sistemdtico ni el sesgo
del observador [8]. Como cabia esperar, el profesor
Benveniste quedd poco contento con la forma en que su
investigacién habia sido publicada por la revista para ser
sometida al escarnio publico semanas después (con la
consiguiente desprestigiacién del equipo francés) [9]. Asi
lo hizo ver no sélo en la contestacién que hizo al articulo
de Maddox, Randi y Stewart [9] sino en muchas
ocasiones.

4. CONCLUSIONES

A pesar de las excepcionales conceptos que plantea la
homeopatia, desde el mismisimo Hahnemann, mucha
gente cree en ella y atestigua que funciona. Entre ellos se
encuentran, incluso, cientificos de renombre. Hasta la
fecha ningun estudio ha sido capaz de demostrar de
forma intachable y definitiva que algin remedio
homeopdtico, una sustancia diluida miles de veces hasta
el punto de no estar presente, pueda ejercer un efecto
sanador (o al menos otro que no sea el de hidratar) en un
paciente enfermo. Y es que una afirmacién en este sentido
haria replantearnos todo el modelo no sélo biolégico sino
fisico-quimico por el que nos regimos. Esto tampoco debe



asustarnos pues no seria la primera vez ni la dltima en
ocurrir: un modelo nunca recoge toda la verdad de un
sistema.

Técnicas altamente precisas y valiosas como las
inmunolégicas abren muchas puertas al conocimiento y la
investigacion y permiten desarrollar numerosas
aplicaciones destinadas al diagndstico y al tratamiento de
enfermedades. Pero su uso no debe hacernos perder de
vista que la calidad de los datos se mide por otros muchos
pardmetros como el muestreo, la minimizacién de errores,
sesgos y control de las desviaciones. No en vano se dice
aquello de “the plural of anecdote is not data”.
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Biotecnologia e ingenieria de anticuerpos:
iInmunoterapia y Alzheimer

Alejandro Salguero Jiménez

Resumen—El desarrollo de inmunoterapias, sobretodo el uso de anticuerpos monoclonales, se ha producido principalmente
en los ultimos 10 afos y en la actualidad representa una alternativa y un tratamiento eficaz para distintas y numerosas
enfermedades como el Alzheimer. En el caso de esta enfermedad neurodegenerativa, se ha conseguido obtener un amplio
abanico de posibilidades en cuanto al uso de anticuerpos como inmunoterapia, contando ya con distintos fragmentos de
anticuerpos y mecanismos de accion que pueden ser usados individualmente para tratar la enfermedad.

Palabras Claves— Inmunoterapia, anticuerpos, Alzheimer

1. INTRODUCCION

os anticuerpos o inmunoglobulinas (Ig) son

gliproteinas producidas por los linfocitos B usadas

por el sistema inmunitario para  unirse

especificamente a un determinado antigeno e iniciar
una respuesta inmunoldgica contra este por parte de otras
células y moléculas del sistema inmune. Las Igs
identifican y neutralizan asi elementos extrafios al
organismo como bacterias, virus o pardsitos.

Estos anticuerpos, englobados dentro del sistema
inmune humoral, son capaces de reconocer y unirse de
forma especifica a cualquier proteina considerada como
extrafia, que no es producida por el propio organismo.
Ademds, sucesivas exposiciones al antigeno hacen que se
produzca una respuesta mds intensa, produciendo mads
anticuerpos mds rapidamente.

Esto hace de los anticuerpos una potente herramienta
en el campo clinico, desde la produccién de vacunas hasta
el tratramiento con anticuerpos de distintos tipos de
cancer [1].

2. ESTRUCTURA DE LOS ANTICUERPOS

Los anticuerpos son glicoproteinas plasmaticas
globulares que en su forma de mondémero presentan una
estructura tridimensional que recuerda a una “Y”. Poseen
dos cadenas peptidicas pesadas y dos ligeras idénticas. En
esta estructura se diferencian dos dominios importantes:
el fragmento de unién al antigeno (Fab) y el fragmento
cristalizable (Fc), que activa y regula los distintos
mecanismos que va a llevar a cabo el sistema inmune
sobre esa unién antigeno-anticuerpo [2].

Alejandro Salguero Jiménez. Universidad Pablo de Olavide. ndiaz@upo.es.

Fig. 1. Imagen esquemética de un anticuerpo donde se sefialan

sus principales partes o componentes: Fab (1), Fc (2), cadenas

pesadas (3), cadenas ligeras (4), sitio de union al antigeno (5)
y las regiones bisagra (6) [3].

3. ANTICUERPOS MONOCLONALES E
INMUNOTERAPIA

Cuando el sistema inmune del organismo reconoce un
péptido o estructura extrafla, que no reconoce como
propia, puede desarrollar una respuesta humoral, llevada
a cabo por los linfocitos B que producen anticuerpos
contra esa molécula o estructura. Todos los anticuerpos
que reconocen esta molécula forman un conjunto de
anticuerpos policlonales, ya que distintos linfocitos B
producen distintos anticuerpos que pueden reconocer,
con mayor o menor afinidad, la molécula diana [4].

A la hora de usar anticuerpos en inmunoterapia, estos
deben ser anticuerpos monoclonales: anticuerpos
homogéneos e idénticamente iguales en cuanto a
secuencia y estructura ya que provienen de un tnico tipo
o clon de linfocito B. La produccién de estos anticuerpos
pasa por la obtencién de una célula hibrida como
producto de la fusién de un linfocito B y una célula
plasmaética tumoral.



4. INMUNOTERAPIA CONTRA EL ALZHEIMER

El uso de estos anticuerpos policlonales ya descritos se
presenta, cada vez mds, como una alternativa a las
terapias ya existentes y a veces como la tinica opcién
efectiva. Existen ya decenas de anticuerpos monoclonales
aprobados para su uso clinico en distintas enfermedades:
diversos tipos de cancer, alergias, enfermedades
autoinmunes, para evitar rechazos en transplantes de
Organos, etc.

Una de estas enfermedades es también el Alzheimer,
enfermedad neurodegenerativa que representa la forma
mas comun de demencia, que afecta a un alto porcentaje
de la poblacién mundial y para la que no existe cura
actualmente, siendo una enfermedad terminal.

Sus principales causas es la acumulacién de la proteina
B-amiloide asi como de proteinas TAU hiperfosforiladas,
formando agregados en el tejido neuronal del cerebro.
Esto acaba produciendo en el paciente una pérdida
paulatina de la memoria y del resto de las funciones
cognitivas (problemas de antencién, de orientacién,
cambios de personalidad, etc.) [5].

Hasta el comienzo del uso de la inmunoterapia, los
tratratamientos convencionales consistian principalmente
en el uso de inhibidores de colinesterasa, que disminuye
los sintomas pero no asi las causas primeras de la
enfermedad ya nombradas.

Al emerger los anticuerpos monoclonales como
potencial tratamiento inmunoterapéutico contra esta
enfermedad se abrié un amplio abanico de posibilidades
a la hora de disefiar y dirigir estos anticuerpos contra los
acumulos de proteina 3 -amiloide (AB) causantes de la
enfermedad.

4.1. Mecanismos de accion de los anticuerpos

El objetivo de todas las estrategias que se van a
mencionar a continuacién es el mismo: conseguir, en
altima instancia, la eliminaciéon de los acumulos
(protofibrillas o fibrillas) de la proteina AP. Estas
estrategias, caracteristicas de esta enfermedad, nos valen
también para ejemplificar las numerosas posibilidades
existentes en la inmunoterapia de manera general:

* Disgregacién de los fibrillas de AB: El anticuerpo
disgrega los fibrillas de AP preformadas y
previenen de la neurotoxicidad provocada por la
acumulaciéon de esta proteina. Estos anticuerpos
deben ser capaces de atravesar la barrera
hematoencefdlica (BBB) y unirse a la regién N
terminal de la proteinas Ap.

* Activacién de una respuesta inmune contra la
proteina AB: En este caso el anticuerpo también
atraviesa la BBB pero las placas de proteina A3 son
eliminadas gracias a una respuesta inmune contra
ellas provocada por la unién de los anticuerpos a
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las mismas. Ocurre por la activaciéon de la microglia
y fagocitosis por parte de la Fc del anticuerpo, que
consigue provocar una respuesta inmune celular
contrar las placas de Af, ya que este fragmento Fc
el que es reconocido por las células de la microglia.

*  Secuestro de la proteina A en sangre: En el tercer
mecanismo los anticuerpos se unen a la proteina A3
circulante en la sangre secuestrdndola (ya que el
anticuerpo evitan que atraviese la BBB). De esta
forma, se produce un flujo de proteina AP del
cerebro a la sangre para mantener el equilibrio de
concentraciéon, evitando la acumulacién en el
cerebro.

Ademds de por los mecanismos de accién
mencionados, los anticuerpos se pueden dividir en
funcién del epitopo que reconozcan dentro de la proteina
diana. En concreto en el caso del Alzheimer, los
anticuerpos se pueden dirigir contra la regién N- terminal
(como lo hace el anticuerpo bapineuzumab, un ejemplo de
anticuerpo usado en terapia), la regién central o la regién
C-terminal de la proteina Af. Al cuarto y tltimo tipo de
anticuerpos pertenecen aquellos que reconocen un
epitopo conformacional de la proteina, que atin estdn en
fase experimental debido a la complejidad de su sintesis

[7].

4.2. Fragmentos de anticuerpos

La versitalidad de los anticuerpos monoclonales va
mads alld de los tipos y mecanismos de accién explicados,
ya que se pueden disefiar fragmentos de anticuerpos sin
la necesidad de obtener un anticuerpo completo y
valiéndonos de las caracteristicas especifcas de las
estructuras que lo conforman, lo que supone una gran
ventaja [8].

Asi, es posible disefiar los siguientes fragmentos de
anticuerpos:

* Anticuerpos de cadena unica variable (scfvs): Es el
formato mds comun. Suelen tener un tiempo de
vida medio en el organismo mucho menor que las
estructuras completas, por lo que su dosis es
diferente. Los mejores resultados se han obtenido
usando adenovirus como vector, consiguiendo una
gran expresion del fragmento de anticuerpo y una
larga duracién de la misma tras la administracién
inial.

Normalmente estos fragmentos suelen reconocer
alguna de los tres epitopos lineales principales.

* Fragmento de unién al antigeno: Son pequefios y
mds estables que los scfvs, pero sin embargo se han
desarrollado pocos fab con
inmunoterapéutico para tratar AD.

potencial

*  Dominio V: Estdn formados por un tnico dominio



(sdAb) derivado de un dominio de cadena pesada o
de cadena ligera de una inmunoglobina.

* Intrabodys: Son anticuerpos expresados en el
interior celular y se digiren contra moléculas
intracelulares. En el tratamiento del Alzheimer son
usados contra la regién N-terminal de la AP que se
acumula en el citoplasma de las neuronas

¢ Fraccién constante: Su desarrollo se basa en reducir

Y 4 ?

Fab scFv
(~55 kDa) (~28 kDa) I
Bis-scFv Diabody
(bispecific) (bispecific)
(~55 kDa) (~50 kDa)
Fab, Triabody
(bispecific) (trivalent)
(~110 kDa) (~75 kDa)
Fab, Minibody Tetrabody
(trispecific) (bivalent) (tetravalent)
(~165 kDa) (~75 kDa) (~100 kDa)

Fig. 2. Esquema de los distintos fragmentos de
anticuerpos y sus combinaciones que se pueden usar en
inmunoterapia [9].
la afinidad de la regién constante por el receptor de
estas que presentan las células del sistema inmune

como los macréfagos, evitando asi efectos
secundarios como las hemorragias cerebrales.
4.3. Anticuerpos biespecificos
Por dltimo, existe un grupo de anticuerpos

monoclonales usados en inmunoterapia cuya principal
caracteristica es que presentan la capacidad de reconocer
dos antigenos distintos. Estos son los anticuerpos
biespecificos.

En el caso del Alzheimer, su uso pasa por obtener
anticuerpos que reconozca en primer lugar un receptor
enddgeno que facilite el traspaso de la BBB (como el
receptor de la insulina); y en segundo lugar que
reconozca por supuesto la proteina AB. Con esta
biespecificidad se consigue dirigir el anticuerpo a la
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Fig. 3 Distintos mecanismos de accion de los anticuerpos de

monoclonales usados en la terapia de la enfermedad de
Alzheimer [6].
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proteina de forma mucho mds eficiente y mejorar la
eliminacién de los complejos anticuerpo-antigeno. Como
desventaja principal cuentan con que su disefio e
ingenieria es sumamente mds complicado que los
anticuerpos monoespecificos.

5. CONCLUSIONES

El desarrollo de la inmunoterapia se ha producido
principalmente en los tltimos 10 afios, tiempo suficiente
para obtener resultados esperanzadores y realmente
satisfactioros en algunos tratamientos; aunque con el
conocimiento de que este tipo de terapia, que ha girado
principalmente alrededor del uso de anticuerpos y su
ingenieria, tiene un amplio margen de mejora y desarrollo
con muchas posibilidades futuras.

Actualmente se estdn destinando una gran parte de los
esfuerzos a mejorar la seguridad y tolerabilidad de la
inmunoterapia por parte de los pacientes, principalmente
mediante el uso de fragmentos de anticuerpos
recombinantes.

El otro gran caballo de batalla lo constituye el
desarrollo de los sistemas de administracién, que estdn
también fuertemente ligados a la seguridad del farmaco
asi como a su efectividad. En este aspecto se estdn
centrando los esfuerzos en obtener anticuerpos
biespecificos para que las dosis efectivas del formaco sean
correctas y proporcionadas.
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Revision sobre la Genética de la especie
Canis rufus e Implicaciones para su Gestion
y Conservacion

Elena Millan Ordénez

Resumen—En este articulo se aborda la problematica principal que presenta la especie de lobo rojo (Canis rufus): la pérdida
de su diversidad genética, debido a una fortisima disminucién de sus efectivos en el pasado, asi como a la introgresion
genética por parte de otros canidos. Este analisis se realiza en base a los datos genéticos de los que se dispone actualmente,
donde se analizando fundamentalmente las siguientes cuestiones: el cuello de botella sufrido por la especie, el riesgo de la
hibridacion con otras especies de canidos y su nivel de endogamia; asi como las consecuencias que estos procesos implican.
Ademas se exponen las actuaciones que se han llevado a cabo y los aspectos que deberian tenerse presentes para que éstas

conduzcan a la correcta gestion y conservacion de la especie.

Palabras Claves— Canis latrans, Canis rufus, Conservacion, Endogamia, Genética, Hibridacion.

1. INTRODUCCION

1 lobo rojo, Canis rufus, es una especie endémica del

este de Estados Unidos que se encuentra actualmente

catalogada en peligro critico (“Critically endangered”
seguin la IUCN) al existir inicamente como una poblacién
reintroducida (IUCN Red List of Threatened Species.
2014) (Figura 1). Tiempo atrds llegé a ocupar gran parte
del este de Estados Unidos, pero a principios del siglo XX
su drea de distribucién se redujo dradsticamente debido a
la enorme disminucién que sufrié su poblacién. Esta fue
consecuencia de la accién de varios factores como fueron:
la destruccién y fragmentacién de su hdbitat, programas
de erradicacién, parasitismo y la hibridacién con otra
especie de cdnido: los coyotes (Canis latrans) [2].
Actualmente el tamafio poblacional es inferior a 150
individuos en la poblacién reintroducida, de los cuales
ademds solamente en torno a 50 son individuos maduros,
aunque cabe decir que la tendencia es al incremento de la

Fig. 1. Canis rufus [1].

Elena Milldn Ordéiiez. Facultad de Ciencias Experimentales,
Universidad Pablo de Olavide. elenamillanordonez@gmail.es.

poblacién [3].

En 1970, su presencia se redujo a una pequefia drea en
Texas y Luisiana, lo cual llev6 al desarrollo de un plan de
cria en cautividad en 1974 por parte del Servicio de Pesca
y Vida Silvestre de EEUU (USFWS) que cont6 con catorce
individuos de la reducida poblacién [2].

La especie incluso llegdé a ser declarada extinta de
forma salvaje en 1980. Por tanto, el siguiente paso fue su
reintroduccién a partir de la poblacién conservada en
cautividad. La primera liberacién de individuos criados
en cautividad se realizé en 1987 en el Alligator River
National Wildlife Refuge al este de Carolina del Norte [1].
El 4rea de reintroduccién constituye en torno a 6.000 km;,
y no se ha documentado la presencia de la especie fuera
de dicha 4rea. Estd clasificada en peligro en EEUU,
estando prohibida su caza IUCN Red List of Threatened
Species. 2014). Asi, la proteccién federal que ha recibido
ha sido suficiente para permitir la adecuada
reintroduccion.

2. DATOS GENETICOS, INTERPRETACION E
IMPLICACIONES PARA LA CONSERVACION DE LA
ESPECIE

Debido a que toda la poblacién actual de lobos rojos
tienen como base los catorce individuos que formaron
parte del programa de cria en cautividad, siendo
realmente solo doce de éstos los que tienen
representaciéon genética en la poblacién actual lo que
podria deberse a los mecanismos propios de esta especie
para evitar la endogamia, estamos ante un especie que ha
sufrido un cuello de botella brutal, quedando asi
disminuida drésticamente su diversidad genética [5].



Una de las principales amenazas para el lobo rojo es la
hibridacién con los coyotes (C. latrans) la cual estd
favorecida por el contacto existente entre ambas especies
(Figura 2). La interaccién podria definirse como un
modelo de flujo génico de continente-isla donde el
continente estd constituido por la gran poblaciéon de
coyotes, y la isla estd formada por las pequefia poblacién
de lobos rojos, coyotes inmigrantes e hibridos. Estudios
demuestran que la probabilidad de hibridacién de los
lobos rojos con los coyotes disminuye conforme aumenta
el nimero de lobos rojos e hibridos; asi como, el hecho de
que un lobo rojo elegird a un lobo rojo y al igual ocurre
con los hibridos cuando existan varias posibles parejas, lo
cual disminuird la tasa de introgresién constituyendo una
barrera reproductiva precigética [7].

Fig. 2. Canis latrans [4].

Por otra parte, el origen de la especie estd en
entredicho; no existe consenso sobre si se deberia declarar
como una especie aparte o en cambio como el resultado
de la hibridacién de las especies C. lupus (lobo gris) y C.
latrans. Hay estudios genéticos que avalan esta tltima
opcion ya que C. rufus no presenta caracteristicas
moleculares especificas que no se encuentren en las dos
especies consideradas como parentales. Incluso se ha
encontrado mayor parentesco con C. latrans, lo cual da
lugar a otras interpretaciones sobre el origen de la
especie, que aunque diferentes entre si, tienen en comuin
el restarle importancia al aporte de C. lupus (Figura 3) [2].

Fig. 3. Canis lupus [6].
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Por ejemplo, una muestra del mayor parentesco con C.
latrans se encuentra en un estudio sobre el complejo
mayor de histocompatibilidad (uno de los sistemas
genéticos para la resistencia ante enfermedades
infecciosas) el cual hall6 4 alelos de C. rufus, de los cuales
3 se encontraban entre los alelos hallados en C. latrans
(uno de éstos 3 ademds fue previamente encontrado en C.
Iupus). El cuarto alelo de C. rufus no se encontré en
ninguna muestra de C. latrans pero si se localizé un alelo
que diferia de éste tnicamente en un nucleétido. Este
alelo era el inico que podria considerarse como tnico de
la especie C. rufus, pero debido a esta minima diferencia
con otro alelo de C. latrans y siendo el mds frecuente de
ésta, lleva a pensar que podria ser el resultado de la
reciente divergencia del alelo de C. latrans [2].

Ademads, en este mismo estudio, se detecté un exceso
de heterocigotos en comparacién con los esperados segun
el equilibrio de Hardy-Weinberg (contemplando en éste
la endogamia). Segtin dicha ley, las frecuencias alélicas en
una poblacién se mantendrian constantes, o lo que es lo
mismo en equilibrio, a través de las generaciones, siempre
y cuando se dieran ciertas condiciones: que el tamafio de
la poblacién sea infinito y los apareamientos ocurran al
azar, asi como que no exista seleccién, flujo génico o
migraciéon con otras poblaciones ni mutaciones. Por lo
tanto, el exceso de heterocigotos sugiere la existencia de
una importante seleccién en este gen. Pero debido al
manejo de la especie, con el objetivo de disminuir el
parentesco en la poblacién cautiva, es posible que se
hayan alterado las frecuencias alélicas. Para comprobarlo,
podria ser comparado con otro locus que se considere
neutral. Estudios realizados con este objetivo, concluyen
que no hay efectos significativos sobre locus neutrales
debidos al programa de cria [2].

Asumiendo que la especie C. rufus es el resultado de
una hibridacién, la siguiente cuestién que se pretende
resolver es la fecha en que se produjo. Existen dos
hipétesis: la primera es que se trate de una hibridacién
reciente ocurrida hace unos cientos de afios; y la segunda
serfa que ocurri6 hace decenas de miles de afios. Un
estudio de la Universidad de California analizé
polimorfismos en 10 microsatélites de dos nucleétidos de
C. rufus, C. latrans y C. lupus para discernir entre ambas
teorias. Entre los 111 alelos encontrados, algunos eran
especificos de C. latrans y otros de C. lupus pero ninguno
de C. rufus. Esto sirve para establecer el limite superior en
la fecha de la hibridacién, ya que indica que pocas
mutaciones han ocurrido desde entonces. Finalmente, se
demuestra asi un origen reciente, con un limite superior
en 12.800 afios, siendo mds probable que ocurriera
durante los dltimos 2.500 afios.

Por otra parte, al tratarse de una poblacién con un
tamafio poblacional tan reducido los niveles de
endogamia incrementaron drdsticamente desde que fue
reintroducida en 1987, como muestra el coeficiente de



endogamia cuyo valor medio es f= 0,154. Dos motivos son
los principales causantes de que los niveles de endogamia
fuesen tan elevados: en primer lugar, los antecesores
partian de un pequefio grupo de fundadores; y en
segundo lugar, se producen muchos emparejamientos
entre parientes cercanos [5].

En cambio, la depresién por endogamia sufrida en la
poblacién no afecta directamente a las medidas de aptitud
o eficacia biolégica o fitness (éxito reproductivo vy
supervivencia). Es sorprendente debido a que es lo
esperable en una poblacién que estd sufriendo una gran
presion selectiva. Sin embargo, el tamafio corporal de los
adultos si que se ve afectado, siendo menor debido a la
endogamia, lo cual disminuye la probabilidad de
dominar un territorio, algo fundamental a la hora de la
reproduccién, por tanto puede afectar indirectamente a
los valores de fitness [5]. Esto podria deberse al efecto
fundador o simplemente al hecho de que no se cuenta con
una poblacién no consanguinea para poder comparar.

3. DIRECTRICES PARA EL MANEJO Y LA GESTION DE
LA ESPECIE

Los niveles de endogamia han ido creciendo, por lo tanto,
el manejo que actualmente se lleva a cabo estd orientado
al emparejamiento premeditado de los individuos con el
objetivo de reducir al maximo la endogamia, al evitar que
se emparejen individuos muy estrechamente
relacionados, y asi mantener la diversidad genética de la

especie lo mds alta posible [5].

La depresiéon por endogamia constituye la principal
preocupacién en biologia de la conservacién. Afecta a
aquellas poblaciones con un tamafio poblacional
reducido, siendo sus principales efectos negativos: la
expresion de alelos deletéreos recesivos debido al
aumento de homocigotos, y la pérdida de las ventajas
aportadas por los heterocigotos. En cambio, en la
poblacién de lobo rojo, los equivalentes letales (genes que
en homocigosis resultarian letales) son cercanos a cero, lo
cual indica que existe un minimo riesgo de depresién por
endogamia, a pesar de su trayectoria. Aun asi, el control
de éstos es importante ya que, como hemos visto,
suponen una medida estandarizada del efecto de la
endogamia que sufre la poblacién [7].

Por otro lado, en la naturaleza los individuos se
emparejan libremente, por lo que son esperables niveles
mayores de endogamia en las poblaciones salvajes frente
a las cautivas. Aun asi, en la naturaleza existen evidencias
de evasién de la endogamia, lo cual también ocurre en el
lobo rojo aunque para éste es practicamente imposible
evitarla debido a que solo cuenta con una poblacién
aislada y pequefia. Por lo tanto, la liberaciéon de
individuos nacidos en cautividad y el fomento del cruce
entre individuos menos relacionados, con el objetivo de
reducir la endogamia y los niveles de parentesco, serdn
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un pilar fundamental en el plan de recuperaciéon de la
especie [3].

Ademads, serfa conveniente la aplicaciéon de técnicas
que permitieran controlar los niveles de endogamia en las
poblaciones salvajes como datos sobre el pedigri del lobo
rojo, evaluando la depresién por endogamia sufrida y
mejorando el conocimiento de cuédles son los patrones de
endogamia en poblaciones silvestres [5].

Finalmente, una de las grandes amenazas para la
recuperacién del lobo rojo es la posibilidad de hibridacién
con los coyotes (C. latrans) sobre todo en las zonas de
contacto donde las poblaciones son simpdtricas, es decir,
donde comparten un mismo espacio geografico, lo cual
implica que la estrategia de gestiéon debe tener como
prioridad la prevencién de la introgresién del material
genético de éstos en las poblacién salvaje de lobo rojo [5].

La primera vez que se document6 la hibridacién con
coyotes tras la reintroduccién fue en 1993. El tamafio
poblacional tan pequefio y el declive que estaba sufriendo
la poblacién indicaban que era necesaria una gestiéon de la
poblacién de coyotes, en caso contrario,
formdndose un escuadrén hibrido [2]. Por tanto era
importante la identificacién de los individuos hibridos
(mediante el empleo de marcadores de mtADN o de
nADN muy variables, asi como los métodos de
agrupamiento bayesianos) y los coyotes emparejados, con
el objetivo, entre otros, de esterilizarlos. Esta es una
medida mdés incluida en el plan de gestién, pero cabe
decir que implica que algunos individuos de lobo rojo
tendrian parejas estériles lo cual afectaria a su éxito
reproductivo [5].

acabaria

Por dltimo, es importante que se lleven a cabo
estudios sobre esta introgresién genética para
comprender exactamente la influencia de la hibridacién
en la poblacién de C. rufus, puesto que uno de los
principales inconvenientes a la hora de aplacar los efectos

de la hibridacién es el desconocimiento sobre las
interacciones entre las especies con potencial de
hibridacién [8].
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Uso de desechos organicos urbanos para la
produccion energética mediante una celda de
combustible microbiana de Escherichia col
(generado Abril 2015)

Concepcion Gago Torres

Resumen—Las celdas de combustible microbianas son uno de los medios con los que en la actualidad se esta intentando
reemplazar los métodos contaminantes de obtencién de energia. Estas “bio-baterias” utilizan biomasa para obtener energia
mediante el metabolismo de los microorganismos que hay en ellas. Al mismo tiempo que se obtiene energia, el mismo
metabolismo de los microorganismos hace que se limpie el entorno en un proceso que se llama biorremedacion. En este
trabajo se investiga el efecto que tienen distintos desechos urbanos en una celda de combustible microbiana de E.coli en

funcion de la concentracién de glucosa en ellos.

Palabras Claves— E.coli, MFC, celda de combustible microbiana, voltaje, residuos.

1. INTRODUCCION

a actual crisis energética estd afectado a dos niveles.

Asi, al ya consabido problema de la limitaciéon de

combustibles fosiles, se une el hecho de que su com-
bustion estd aumentando la concentracion atmosférica de
CO,, con el consiguiente efecto sobre el calentamiento
global que estamos experimentando. Es por tanto necesa-
rio buscar fuentes alternativas de energias limpias.

En este sentido, las Celdas de Combustible Micro-
biana, también conocidas como MFC, son semejantes a las
baterias, en las que compuestos quimicos (sustratos de las
bacterias) se oxidan y reducen produciendo asi electrici-
dad, con la excepcién de que en las celdas de combustible
microbianas estas reacciones ocurren durante el metabo-
lismo microbiano [7]. En estas celdas se hallan dos cdma-
ras, una correspondiente al dnodo con el cultivo bacte-
riano, el sustrato y un electrodo, y otra al cdtodo, con una
solucion iénica y un electrodo, separadas por una mem-
brana de intercambio de protones (que puede sustituirse
con un puente salino aunque con una deficiencia en la
produccién coltmbica [3]) a través de la cual se mueve el
cation H*. Los dos electrodos estan conectados entre si
mediante un cable conductor para formar un circuito ce-
rrado y asi producir voltaje [8]. Ejemplos de celdas se
pueden ver en la Fig. 1y la Fig. 2.

Anode  Bacterium Cathode

Membrane

Fig. 1. Esquema de una MFC con membrana de intercam-
bio de protones [8].

Fig. 2. Celda de combustible microbiana con puente de agar
como puente salino fabricada para esta investigacion.

Los primeros trabajos sobre las MFCs se iniciaron
con E. coli, sin embargo, por los bajos resultados obtenidos
por las limitaciones cientificas del momento (desconoci-
miento de la necesidad de un mediador Redox), hicieron
que no obtuvieran el respaldo de la comunidad cientifica.
Sin embargo, en la actualidad este experimento obtendria
mejores resultados por los conocimientos actuales, ade-
mas de las innovaciones existentes.

La energia que se obtiene en estas celdas microbia-
nas se obtiene a partir de las reacciones metabolicas bac-
terianas dadas por distintos procesos de fermentacién; en
el caso de la E. coli es la fermentaciéon dcido mixta, meta-
bolismo quimioheterétrofo cuyo sustrato es la glucosa
(EcoCyc.com, n.d.). Este proceso se traduce en varias
reacciones quimicas que oxidan los compuestos organicos
hasta obtener pequefios compuestos inorganicos y ener-
gia en forma de electrones (como se muestra en la Fig. 3).
Entre los pequefios compuestos inorgédnicos que se gene-
ran estd el H, que se puede usar como combustible limpio
para automéviles.
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Fig. 3. Fermentacion acido mixta de la E. coli y sus
productos [1].

2. PARTE EXPERIMENTAL

Los distintos sustratos organicos usados en la ivesti-
gacion son barro de un arrozal de la provincia de Sevilla
(sur de Espaifia), una mezcla de frutos secos (paquetes de
la marca Borges), carne de filete de ternera magra, zumo
de naranja y hojas de una planta gimnosperma. De ellos
se medira la concentracion de glucosa (C¢H12Os) mediante
una curva patrén y una reaccién enzimatica mediante
glucosa oxidasa.

Se medira el voltaje producido por las bacterias E.

coli, a raiz de las reacciones metabdlicas segtn la cantidad
de glucosa en el medio, con un multimetro (x1mV).
Un sistema se form¢é usando dos matraces de Erlenmeyer
unidos con un puente salino y unos electrodos de grafito
conectados con cables a un multimetro para completar el
circuito (Figura 2). Los puentes salinos se rellenaron con
medio LB con agar. Las bacterias y una disolucién del
sustrato (0,1gmL") estan en el matraz correspondiente al
catodo y en el matraz correspondiente al &nodo tenemos
una disolucion salina (2,85 M). Las mediciones de voltaje
se realizaron periédicamente cada 5 minutos durante un
total de 180 minutos.

Una parte del sustrato se separé para analizar la
concentraciéon de glucosa con un espectrofotémetro. El
espectrofotémetro utilizado fue el SpectroVisde Vernier
con el software Logger Pro 3. Las mediciones para la glu-
cosa se medieron en la longitud de onda de 420 nm. Los
calculos para la concentracién de glucosa se realizaron
mediante una curva patrén de glucosa hecha en el mismo
proceso.

3. RESULTADOS
3.1. Resultados

En la Figura 4 se muestra la produccién media de
voltaje segtn los distintos sustratos durante 3 horas me-
dida cada 5 minutos. Como puede observarse, el voltaje
medido no cambia a lo largo del tiempo.

En la Figura 5 y Figura 6, los datos brutos son proce-
sados para comprobar el grado de correlacién entre las
dos variables de los datos (la produccién media de volya-
je y la concentracién de glucosa en los sustratos) de los
datos por su disposicién en el grafico y por el valor de R
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Fig. 4. Gréfico que muestra la produccién de voltaje media cada 5
minutos durante 180 minutos segtn los distintos sustratos.
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Fig. 5. Grafico que muestra la produccion de voltaje media segun la
concentracién de glucosa de los sustratos.
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Fig. 6. Grafico que muestra la produccion de voltaje media segtn la
concentracién de glucosa de los sustratos salvo por el dato corres-
pondiente con el barro.

3.2. Test de Spearman

Con objeto de determinar la existencia de una correla-
cién estadisticamente significativa entre ambas variables,
se realiz6 el test de Spearman. Como hipétesis nula (Ho),
suponemos que no hay correlaciéon entre las dos variables.
La férmula del test de Spearman es la Ecuacion 1.

5
R . X M
: n(n—])(n+11



El coeficiente de Spearman es 0,4. Este valor estd por
debajo del nivel critico para un nivel de significatividad
(p=0,05), lo que indica que la correlacién entre las varia-
bles no es suficientemente fuerte, aceptdndose la hipétesis
nula. Sin embargo, se puede observar en la Figura 5 que
el valor del barro es el que hace que se acepte esta hipéte-
sis por lo que podriamos comparar este resultado del test
con uno sin el barro.

Si calculamos el test de Spearman obviando el valor
correspondiente con el barro, el coeficiente de Spearman
es 1, lo que demuestra la completa correlaciéon de las va-
riables.

3.3.t-Test

Al igual que en el Test de Spearman partimos de la hi-
pétesis nula (H,), en la que decimos que las diferencias
entre los distintos grupos de datos se deben al azar y no a
las diferencias en la concentracién de glucosa. El valor
que se calculard sera entre las medias de dos variables
independientes cuyas producciones de voltaje tengan la
menor diferencia, usando la Ecuacion 2.
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= — 2)
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La probabilidad de que las diferencias observadas no
sean debidas a la concentracion de glucosa en los sustra-
tos, son los siguientes:

- Entre la media de las hojas y la carne: 0,385.

- Entre la media de la carne y el zumo: 5,03 ¢ 10-%.

- Entre la media del zumo y los frutos secos: 2,11 ¢ 10-
44

- Entre la media de los frutos secos y el barro: 1,49 * 10-
54

Vemos que en todos los casos salvo en el primero, se
rechaza la hipétesis nula por lo que todos los grupos de
datos son distintos entre si, existinedo una diferencia es-
tadisiticamente significativa entre ellos, salvo los grupos
de datos producidos por las hojas y la carne, en cuyo caso
se acepta la hipotesis nula.

4. DIsScuUSsION DE LOS RESULTADOS

En primer lugar, podemos observarse que las desvia-
ciones tipicas de los datos obtenidos en el experimento
principal no son mayores que el 14,8% de los voltajes me-
dios obtenidos; mostrando ser bastante precisos. Ademas,
la mayor desviacion se encuentra en los datos proporcio-
nados por el barro, lo que se explica al ser desigual la dis-
tribucién de las bacterias anaerobias autdctonas del barro.
Mas allg, la presencia de otras bacterias en el barro se con-
firma gracias a los dos tests de Spearman aplicados a los
datos en los que se revela una fuerte correlacién entre la
concentracién de glucosa y la produccién de voltaje que
cumplen todos los sustratos salvo el barro, que produce
un voltaje anormalmente elevado segtn la relacion esta-
distica hallada por el segundo test de Spearman entre las
dos variables.

38

La excepcién del barro también se puede apreciar cla-
ramente en la Figura 5. Seguidamente, con los valores
obtenidos en el t-test podemos concluir que los grupos de
datos son distintos unos de otros excepto en el caso de las
hojas y la carne (claramente apreciable en la Figura 4). Al
ser la diferencia en la produccion de voltaje significativa,
podemos concluir que este cambio en la producciéon de
voltaje es debido realmente a la variable independiente y
no al azar.

5. CONCLUSIONES

Los resultados muestran que el sustrato que produce
un mayor voltaje es el barro, produciendo una media de
76,9 mV, un 152% con respecto al segundo mayor voltaje
producido (frutos secos) y un 343% con respecto al menor
voltaje producido (carne). Los resultados obtenidos con
todos los sustratos menos el barro también muestran una
correlacién entre la concentraciéon de glucosa en el sustra-
to y la produccién de voltaje. Esta correlaciéon se compro-
b6 mediante el test de Spearman, y mediante el t-test se
comprobé que los grupos de resultados correspondientes
a los distintos sustratos no se debian al azar sino que eran
significativamente distintos, estadisticamente hablando.
En respuesta a la pregunta de investigacion, el voltaje
producido por el metabolismo bacteriano depende de la
concentracién de glucosa en los sustratos y de la presen-
cia o no de otras bacterias que al ser esos sustratos su ha-
bitat natural estén seleccionadas para producir un mayor
voltaje en esos medios.

En la actualidad hay muchos proyectos que estudian
la produccién de energia con celdas de combustible mi-
crobiano por las ventajas que puede llegar a ofrecer este
sistema de produccién de energia. Estudios recientes han
obtenido voltajes muy superiores, hasta cuatro veces ma-
yores, mediante un método poco complejo, similar al uti-
lizado en este trabajo. Sin embargo, estos estudios utiliza-
ron una concentracién fija de glucosa o aguas residuales
de cervecerias, que resultaba en una concentracién supe-
rior a la que se obtiene de los residuos orgédnicos urbanos
utilizados en este trabajo. El hecho de que se obtuviese
una mayor produccién de voltaje con una mayor concen-
tracion de glucosa corrobora la conclusién de que la pro-
duccion de voltaje es proporcional con respecto a la con-
centracion de glucosa de los sustratos. Por otro lado, la
produccién de voltaje del segundo dia fue un 180% con
respecto a los resultados del dia anterior en este trabajo
mientras que en otros estudios la produccion del segundo
dia fue un 112% con respecto al primero [7].

En otro trabajo en el que también se obtuvo una alta
produccién de voltaje, se utilizé un método mucho mas
complejo y unas cepas de E. coli geneticamente modifica-
das. El método utilizado en este trabajo indica vias en las
que se podria mejorar la produccién de voltaje. Se po-
drian seleccionar “darwinianamente” cepas de E. coli que
produzcan maés voltaje, tengan un metabolismo mads rapi-
do o resistan una mayor concentracién de glucosa. Tam-
bién se pueden utilizar materiales mas avanzados como la
membrana de intercambio de protones para incrementar
el rendimiento colimbico de la celda [10].



Respecto al plano energético-ecolégico, estas celdas
estdn, en la actualidad, todavia lejos de poder desempe-
fiar un papel significativo en la vida diaria por varias ra-
zones. En primer lugar, el mayor voltaje producido hasta
el momento por estas celdas es de 6V [10], una cantidad
menor a la necesaria para cualquier electrodoméstico o
aparato electrénico aunque la resistencia en el circuito sea
minima. En segundo lugar, los materiales que maximizan
el rendimiento de las celdas de combustible son costosos
(como la membrana de intercambio de protones) por lo
que el beneficio econémico obtenido de las celdas se mi-
nimizaria.

Finalmente, los resultados obtenidos en la presente
investigacién abren la puerta no a la utilizacién de aguas
residuales agricolas, sino a la utilizacion de la tierra de los
campos de cultivo con su propia poblacién de bacterias
para una nueva forma de produccién energética, propo-
niendo asi una forma de produccién de energia renovable
complementaria al espacio necesario para las actividades
agricolas y beneficiandose de esta.
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Nanofibras y nanoparticulas en la
regeneracion del tejido 6seo

Alegria Martinez Chacén

Resumen— Han sido muchos los intentos que se han realizado en orden a regenerar el tejido éseo, dadas las multiples aplicaciones
que esta regeneracion tendria sobre distintas enfermedades humanas. Una de las apuestas mas prometedoras es el uso de nanocomposi-
tes para obtener matrices ideales que mimeticen la estructura de los huesos nativos y, entre ellos, los fabricados a partir de nanoparticulas
compuestas por bifosfato calcico. Estas nanoparticulas se engloban en los nanomateriales bioceramicos, y permiten generar matrices a
partir de nanofibras poliméricas obtenidas por electrospinning. Las nanoparticulas de bifosfato calcico representan una mejora frente a los
resultados obtenidos anteriormente, debido a las propiedades que aportan a las nanofibras. Estas nanofibras han demostrado tener mejores
propiedades mecanicas y presentan una gran biocompatibilidad que permite una mayor adhesion y proliferacion de los osteoblastos, ade-

mas de mostrar una mayor expresién de colageno respecto a otras fibras que carecen de dichas nanoparticulas.

Palabras Claves— Nanoparticulas, nanofibras, bifosfato calcico, polivinil alcohol, gelatina, tejido 6seo, regeneracion.

1. INTRODUCCION

1 tejido 6seo es un tejido firme, duro y resistente, que
forma parte del endoesqueleto de los vertebrados.

Para poder llevar a cabo la regeneracion de un tejido,
como en este caso es el tejido dseo, es necesario entender
su estructura sus caracteristicas y su composicién quimica
[1]. El tejido dseo esta formado por componentes organi-
cos (mayoritariamente coldgeno) e inorganicos (hidroxia-
patito) y cuenta con una estructura que va desde la na-
noescala hasta la macroescala. A nivel macroscépico el
hueso consta de una cascara densa de hueso cortical, que
proporciona soporte y protege, y cuenta, ademas, con
hueso esponjoso poroso en ambos extremos, el cual opti-
miza la transferencia de peso y minimiza la friccién de las
articulaciones [2]. Las propiedades del tejido éseo estan
fuertemente relacionadas con la estructura y la organiza-
cion de la matriz extracelular (ECM), de tal forma que la
reparacion, o reconstruccién, de este tejido es muy com-
pleja y requiere de estrategias innovadoras que consigan
un ensamblaje jerarquico que mimetice la estructura de la
matriz extracelular del tejido éseo desde la nanoescala
hasta la macroescala. Si se presta atencién a las necesidad
de regenerar dicho tejido, lo ideal seria obtener un trans-
plante de hueso que tuviera caracteristicas tales como,
osteoconductividad, osteoinduccién y osteogénesis. Para
ello, la eleccion del material para regenerar este tejido es
esencial. Se pretende generar un andamiaje que no so6lo
proporcione soporte estructural para la integracion celu-
lar, sino que también regule la proliferacion, diferencia-
cién y migracion para generar un tejido funcional.

La reparacion y reconstruccion del tejido 6seo, consta de
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una estructura biodegradable, compuesta por biomateria-
les, que reemplazaran la forma y la funcién del tejido
nativo, mientras proporciona la regeneracion del mismo
sin necrosis y sin la formacion de postillas. Aunque esto
aun es un reto para la ciencia, los nanomateriales y los
nanocomposites estan permitiendo generar una organiza-
cion natural de la matriz extracelular para fabricar el teji-
do 6seo, ya que las nanoestructuras proporcionan una
aproximacion muy cercana a la arquitectura real del hue-
so.

Al implantar los biomateriales, estos deben proporcionar
soporte estructural, al menos hasta que se consiga regene-
rar el tejido. Las modificaciones en la superficie se han
adaptado a la estructura mediante el uso y desarrollo de
los nanomateriales, que se han elegido especificamente
para la estructura que se pretende generar. Por otro lado,
las nanoparticulas promueven la mineralizacién y la os-
teogénesis.

En este articulo revisaremos trabajos recientes sobre na-
noparticulas compuestas por bifosfato calcico (BCP) en
unas fibras formadas por polivinil alcohol/gelantina
(PVA/GE) mediante electrospinning. De esta forma se
combinan dos materiales, una cerdmica sintética y un
polimero natural para garantizar y optimizar la biocom-
patibilidad, biodegradabilidad, osteoconductividad y
estabilidad mecanica para la regeneracion del hueso [3].



2. CARACTERISTICAS DE LAS FIBRAS FORMADAS
POR PVA/GE, CARGADAS CON
NANOPARTICULAS DE BCP

Las nanoparticulas de BCP presentan una alta tasa de
regeneracién en comparaciéon con aquellos casos donde
no son utilizadas, pero no se han elegido solo por dicha
capacidad, sino porque ademas poseen unas caracteristi-
cas adecuadas para el uso que se les quiere dar, propor-
cionando todas las especificidades descritas para dicha
funcién. Las nanoparticulas de BCP, que son biocerdmicas
y esféricas, pertenecen a un grupo de biomateriales que
sustituyen al hueso presentado una excelente biocompa-
tibilidad y osteoconductividad. Consisten en una mezcla
homogénea de hidroxiapatito (HA), Ca1(PO4)s(OH)2, y [3-
fosfato tricalcico (TCP), Cas(POs), en la que la relacién
HA/B-TCP es variable pudiendo llegar hasta un 50%. La
relacion de HA/B-TCP se determina por la deficiencia de
calcio, y esta depende del método de preparacion, que
puede ser por hidrélisis o mezcla mecanica, donde el pH
del medio y la temperatura juegan un papel importante

[4]-

Las propiedades de las particulas BCP biocerdmicas estan
relacionadas con sus aplicaciones biomédicas. Estas pro-
piedades incluyen estabilidad, micropororsidad y un
aumento del 4rea superficial, fuerza compresiva, bioreac-
tividad y osteoconductividad, asi como biodegradabili-
dad, biocompatibilidad y que no presentan toxicidad, por
lo que no generan reaccién inmune durante la implanta-
cién en el hueso. Ademas, estas particulas se encuentran
uniformemente empaquetadas y ordenadas, lo que con-
tribuye a la migracion celular y el crecimiento de la ma-
triz extracelular a través de los espacios entre las particu-
las esféricas de BCP [3].

Las nanoparticulas de BCP son prometedoras para remo-
delar el tejido éseo, ya que son un material ceramico ideal
por sus propiedades, como la estabilidad y biocompatibi-
lidad, sobre todo con el HA. Aun asi, hay muchos reque-
rimientos que se han de tener en cuenta antes de utilizar o
validar cualquiera de estas estructuras artificiales.

Distintos grupos de investigacién han demostrado el
potencial de las ceramicas BCP en andamiajes para la
ingenieria de tejidos, sistemas de liberacién de farmacos y
como transportador de factores de crecimiento. A pesar
de todas las ventajas que estas presentan, también tienen
limitaciones, ya que es complicado incorporar agentes
terapéuticos sin romper la estructura y, por consiguiente,
su biofuncionalidad. En cuanto a la ingenieria de
tejidos, estas nanoparticulas se pueden cargar en nano-
fibras compuestas por polivinil alcohol y gelatina
(PVA/GE), muy usadas en este campo ya que son biode-
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gradables, biocompatibles y no son tdxicas (Figura 1). Las
fibras poliméricas se generan por una técnica denomina-
da electrospinning, un proceso muy versatil que permite
la formacién de nanofibras mediante la aplicaciéon de una
corriente de alto voltaje que acttia sobre una disolucién
polimerica definida atin en estado liquido. Este sistema,
acoplado a una fina aguja, facilita la formacién de un
entramado de hilos poliméricos, nanofibras, que constitu-
yen una matriz con gran area superficial ideal para la
adhesion y proliferacién celular [6]. Dichas fibras se usan
para recubrir, en este caso, la superficie de una estructura
de ceramica. Este sistema se ha mejorado con la agrega-
cién de las nanoparticulas BCP, para dar estabilidad y
mejorar las propiedades biologicas [5].

(B)

PYAIGE

manufibers

BCP
nanaparticle

Figura 1. (a) Imagen TEM de una fibra 50% BCP-PVA/GE. (b) en-
capsulacion parcial o total de nanoparticulas BCP, en la nanofibra.
Imagen tomada de [5].

2.1. Morfologia

Las fibras obtenidas presentan una morfologia que se ve
modificada al cargarlas con nanoparticulas compuestas
por BCP. El diametro de las fibras, junto con las nanopar-
ticulas, se ve incrementado desde 100 a 400nm, conforme
se incrementa desde un 0 a un 50% el contenido de BCP
(figura 2). Ademas, por TEM se observé la microestructu-
ra interna de la membrana compuesta por BCP-PVA/GE,
y se vio que las nanoparticulas estaban bien dispersas
dentro de la nanofibra. El aumento en la concentracion de
BCP también repercute sobre las propiedades mecanicas
de la estructura formada. Para comprobar su efecto se
midi6 el grado de tension-deformacion de las membranas
fibrosas de PVA/GE. La fuerza de extension y la tensiéon
de BCP-PVA/GE incrementa desde 4.2 + 0.5 hasta 8.4 + 0.6
MPa, conforme incrementa la concentracion de BCP,
ademads de mejorar el porcentaje de rotura de las fibras.



Figura 2. (a) Morfologia de las fibras observadas por SEM. (atl)
fibras de PVA/GE. (a2) 20% BCP-PVA/GE. (a3) 40% BCP-PVA/GE.
(a4) 50% BCP-PVA/GE. Imagen tomada de [5]

2.2. Adhesion celular y proliferacion

La adhesién de las células a los biomateriales es un factor
indicativo de su biocompatibilidad, de manera que cuan-
to mas biocompatible es la superficie del material mayor
es la cantidad de células que se unen a esta.

Se ha estudiado la adhesion de células MG-63, derivadas
de osteoblastos humanos, a fibras con y sin nanoparticu-
las BCP. Los resultados obtenidos muestran que las célu-
las MG-63 adheridas a fibras compuestas por un 50%
BCP-PVA/GE presentan mas firmeza, y la unién es mas
rapida. También se estudiaron la viabilidad y la prolifera-
cién, mediante ensayos colorimétricos e inmunomarcaje.
La linea celular, MG-63, proliferaba en ambas fibras,
viéndose un aumento de estas en la membrana de las
fibras formadas por un mayor porcetaje de BCP (Figura

3).

Figura 3. Observacion al microscopio de la proliferacion célular
comparando fibras de PVA/GE con fibras de 50%BCP-PVA/GE tras
1,3 y 7 dias de incubacién. Imagen tomada de [5].

Un tejido sdlo puede ser funcional si las células, ademas
de quedarse sobre la superficie del andamiaje generado,
también son capaces de migrar dentro de este. Para favo-
recer la penetracion de las células a través de la membra-
na el tamafio minimo del poro tiene que ser 10pum. El
tamafio del poro de la fibra con un 50% BCP-PVA/GE
tiene alrededor de 20um, lo que proporciona espacio
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suficiente para migrar hacia el interior. Mediante micros-
copia electrénica se ha comprobado que las células MG-63
estaban bien dispersas y habian penetrado entre los po-
ros, indicando esto que el tejido generado era funcional.

2.3. Colageno y expresion de osteoponina

El coldgeno tipo 1, que constituye el 90% de las proteinas
del hueso, sirve como plantilla para la matriz del hueso y
controla el sitio de nucleacién y espacio para el crecimien-
to del hidroxiapatito. Como se muestra en la figura 4, en
las membranas de BCP-PVA/GE la expresion de colageno
tipo 1 aumenta con el paso de los dias.

Por otro lado, la osteoponina tiene una matriz extracelu-
lar multifuncional, y contiene proteinas involucradas en
la adhesién y migracién celular. En la figura 4 se observa
una mayor expresion de osteonina en las fibras de BCP-
PVA/GE, lo que demuestra que existe una mayor prolife-
racion de las células, generando nuevos osteoblastos.

NIG-63, 3 days MG-63, 7 days
.,LGL ,;,C’q'
feg £ .
n,\‘& ?" ‘1 &“‘ épc’@ 95

ml-—- - —l IB: OPN

Figura 4. Expresion de colageno y osteonina (OPN) en fibras de
PVA/GE y 50% BCP-PVA/GE tras 3 y 7 dias después de ponerlos
en cultivo, se observa mediante un Western blot. Imagen tomada de

(3]

3. CONCLUSIONES

Las nanofibras PVA/GE soportan la unién y permiten la
proliferacion de los osteoblastos a través del andamiaje
generado, no obstante, la nueva formacion del hueso
mejora con la carga de las nanoparticulas de BCP. De las
concentraciones de BCP ensayadas la que obtuvo mejor
resultado fue la que contenia un 50%. En este caso, el
diametro de las fibras aumento6 hasta 400 nm, cifra signi-
ficativamente mayor que el didmetro de las nanoparticu-
las, observandose una encapsulacién total. La inclusion
de las nanoparticulas mejora las propiedades mecanicas
de las fibras y hace de estas un material mas biocompati-
ble. Ademas, la carga con BCP de las nanofibras también
aumenta significativamente la adhesion y proliferacion
celular, aspectos fundamentales para determinar la fun-
cionalidad del tejido creado. Los nanocomposites BCP-
PVA/GE son, por tanto, muy prometedores en terapias
Oseas regenerativas.
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Nanotecnologia Versus Resistencia
Microbiana

Elena Romero Ben

Resumen—Debido al abuso de los antibiéticos en la sociedad actual, existe una creciente preocupacion ante la formacion de
multiples cepas bacterianas resistentes a multitud de farmacos. Esto supone un nuevo reto para la medicina, la cual se apoya
en la nanotecnologia para resolver este problema. Existen multitud de nanomateriales denominados nanoantibiéticos con
capacidad bactericida intrinseca, o que pueden usarse como nanovehiculos dirigidos al lugar de la infeccién. La combinacién
de ambas propiedades hace de la lucha de la nanobiotecnologia contra la resistencia bacteriana una realidad. En este trabajo
se ofrece una visién actualizada de todos los mecanismos que involucran el uso de nanomateriales para combatir la resistencia

microbiana.

Palabras Claves— Nanomateriales, resistencia microbiana, actividad bactericida, antibiéticos.

1. INTRODUCCION

Através de los afios, la resistencia de los microorga-
nismos a los antibiéticos se ha convertido en uno de
los grandes problemas de la medicina moderna.
Desde el descubrimiento de la penicilina en 1928 el uso
indiscriminado de antibiéticos ha facilitado la continua
apariciéon y proliferaciéon de microorganismos resisten-
tes/multi-resistentes, provocando una alarma global de-
bido a la amenaza que estos representan para la salud
publica. La mayoria de las cepas resistentes a medicamen-
tos se encuentran en los hospitales, ocasionando numero-
sos peligros a la hora de realizar intervenciones quirtrgi-
cas. Estas infecciones por bacterias resistentes a farmacos
tienen como consecuencia una mayor toxicidad para el
paciente debido a la necesidad de administrar mayores

dosis de antibi6ticos tras una intervencion.

Una de las causas de la resistencia microbiana es la expo-
sicién a dosis bajas del antibiético, o la utilizacién de me-
dicamentos microbiostaticos que inhiben pero no matan
al microorganismo, lo que ejerce una presioén selectiva en
favor de los microorganismos resistentes [1].

Las ventajas que poseen los microorganismos capaces de
resistir las drogas antimicrobianas consisten en que lo-
gran disminuir la captaciéon del farmaco y aumentar el
eflujo del mismo, es decir, son capaces de modificarlos
covalentemente o aumentar la produccién de inhibidores
competitivos para el antibiético y, por tltimo, la forma-
cién de biopeliculas les supone una ventaja adaptativa. [2]
En este articulo se tratan los diferentes nanomateriales
que existen actualmente con capacidad de combatir la
resistencia microbiana, y su actividad bactericida.

2. NANOTECNOLOGIA PARA COMBATIR LA
RESISTENCIA MICROBIANA

La nanotecnologia ofrece una buena plataforma que altera
las propiedades fisico-quimicas de diferentes materiales,

Elena Romero Ben. Mdster en Biotecnologia Sanitaria, Universidad Pablo de
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abriendo las puertas a una multitud de aplicaciones bio-
médicas. Concretamente, el uso de la nanotecnologia en el
diagnoéstico y el control de infecciones por patégenos re-
sistentes a farmacos se esta explorando actualmente como
una alternativa prometedora [3,4].

Los mecanismos por los que las nanoparticulas son capa-
ces de combatir la resistencia microbiana son [1]:

» Utilizan mdltiples estrategias simultdneamente
para combatirlos y, de esta forma, evitar su su-
pervivencia.

» Combaten aquellas caracteristicas que los hacen
resistentes, como la absorcién disminuida del
farmaco, el eflujo y la formacién de biopeliculas.

> Finalmente, su mayor ventaja es que permiten
dirigir los fa&rmacos directamente a la zona de in-
feccién y, de este modo, las dosis de medicamen-
to necesarias son mds bajas, disminuyendo los
efectos secundarios sobre el paciente.

Podemos distinguir dos tipos de nanomateriales, los que
muestran actividad antimicrobiana por si mismos y los
que permiten elevar la efectividad y seguridad de la ad-
ministracién de los antibiéticos, y ambos son considera-
dos nanoantibiéticos [4].

2.1. Nanoparticulas y nanovectores utilizados
como bactericidas.

Existen diferentes nanomateriales con actividad bacterici-
da que podemos clasificar en metales y 6xidos metalicos
o aquellos basados en estructuras de carbono. La capaci-
dad bactericida intrinseca que poseen (Figura 1) se debe
tanto a su elevada édrea de superficie, que aumenta el con-
tacto con los microorganismos, como a sus propiedades
fisicoquimicas tnicas, como la produccién de especies
reactivas de oxigeno, que comprometen la integridad de
la membrana celular bacteriana mediante la formacién de
poros e interrumpen las vias enziméaticas metabolicas y de
sintesis de ADN [5]. A continuacién se exponen ejemplos
de los nanomateriales antibacterianos mas potentes que
existen.
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Fig. 1. Mecanismos antimicrobianos de las nanoparticulas bacterici-
das. Imagen modificada de Pelgrift and Friedman, 2013, [1].

2.1.1 Nanoparticulas de Plata (AgNPs)

Las nanoparticulas de Plata podrian considerarse el
nanomaterial metélico con mayor potencial bactericida
por excelencia. Muchos articulos apoyan la utilizacién de
nanoparticulas de plata para el tratamiento de heridas y
enfermedades infecciosas, y ya son utilizadas en instru-
mental quirdrgico y vendajes [6]. En la Figura 2 se mues-
tra la capacidad bactericida de las nanoparticulas de plata
contra diferentes especies bacterianas [7].

Fig. 2. Capacidad bactericida de las AgNPs en medios con diferen-
tes especies bacterianas [7]

La eficiencia bactericida de las AgNPs aumenta cuanto
menor volumen (<10 nm de radio) y mayor area o super-
ficie de contacto (forma triangular) poseen, ya que unos
de los problemas mas comunes de las AgNPs es su agre-
gacion.

Las cualidades que poseen las nanoparticulas de plata, y
que las hacen tan especiales, se deben a la liberacion de
cationes Ag* (Figura 1), los cuales interaccionan con gru-
pos fosfato y tioles de las proteinas de la membrana
plasmatica y a los acidos nucleicos, dahando de esta for-
ma el ADN y ARN bacteriano. Ademas de dafiar los &ci-
dos nucléicos, los Ag*, al interaccionar con las cargas ne-
gativas de la membrana plasmaética, crean poros y disipan
el gradiente de protones provocando la muerte celular,
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sobre todo de la bacterias gram -. Los Ag* también inhi-
ben los citocromos de la cadena de transporte de electro-
nes de los microorganismos, y son capaces de formar es-
pecies reactivas de oxigeno (ROS) e inhibir la sintesis de
pared celular de las bacterias gram + [1].

2.1.2 Nanoparticulas liberadoras de Oxido Nitrico

Al igual que la AgNPs, las nanopaticulas liberadoras de
6xido nitrico (NO) tienen un importante papel bacterici-
da. Eso se debe a la capacidad del NO de reaccionar con
el oxigeno y el super 6xido de forma espontanea, dando
lugar a especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (RNOS)
que son téxicas para las células. Estas especies RNOS son
capaces de unirse irreversiblemente al grupo hemo de las
proteinas, causando la deleccién del hierro y la inactiva-
cién de dichas enzimas (Figura 1). Ademas, los RNOS
producen la peroxidacién de lipidos en liposomas y la
desaminacién del ADN. Estudios in vivo con ratones [8]
han demostrado que su aplicacién tépica en heridas dis-
minuye significativamente el namero de bacterias resis-
tentes (abscesos dérmicos e intramusculares).

2.1.3 Nanoparticulas de 6xidos metdlicos

Entre este tipo de nanoparticulas se incluyen TiO,, CuO'y
ZnO, las cuales exhiben una buena capacidad antibacte-
riana. Se caracterizan porque comparten entre si una po-
tente actividad fotocatalitica debida a la formacién de
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales van a inte-
racionar con la membrana plasmaética y el ADN, produ-
ciendo dafios irreparables en ambos. A su vez las nano-
particulas de CuO y ZnO son capaces de liberar cationes
Cu* y Zn*, respectivamente, que se unen a las cargas ne-
gativas de las membranas bacterianas y forman poros,
produciendo la muerte celular (Figura 1) [3].

2.1.4 Nanotubos de carbono (CNTs)

Los nanotubos de carbono son nanoestructuras cilindricas
constituidas por dtomos de carbono dispuestos en una
conformacién hexagonal, los cuales presentan unas pro-
piedades eléctricas, mecanicas y térmicas tnicas. A pesar
de que existe una gran controversia respecto a su biotoxi-
cidad, numerosos estudios aprueban la utilizacién de
CNTs como potentes bactericidas (Figura 1). Su mecanis-
mo de accién se debe a tres factores, en primer lugar, los
CNTs, al entrar en contacto con las bacterias, producen la
perturbacién y oxidacién de la membrana plasmatica. En
segundo lugar previenen de la formacién de biopelicula
y, en tercer lugar, poseen una alta estabilidad y son facil-
mente biofuncionalizables, lo que disminuye su biotoxi-
cidad y permite dirigirlos especificamente a las células
bacterianas mediante la interacién con glucolipidos de
membrana. Los CNTs pueden ser utilizados también en la
terapia fototérmica antimicrobiana. Por dltimo, aunque
su estabilidad en medio acuoso es baja, lo que puede
disminuir su capacidad bactericida, los tltimos estudios
han demostrado que se puede mejorar su estabilidad si se
modifica su superficie con ligandos estabilizadores o ten-
sioactivos como el dodecil benceno sulfato de sodio o el
Triton-X. [4]



2.2 Nanoparticulas liberadoras de antibidticos

La posibilidad de combinar diferentes nanoparticulas con
antibioticos de distintas clases permite aumentar la efica-
cia bactericida de estos farmacos mejorando su solubili-
dad, el tiempo de vida media y la circulacién de estos.
Ademas, permite dirigirlos especificamente, disminuyen-
do las dosis y los efectos secundarios en los pacientes [3].
A continuacion se resumen las nanoestructuras mas utili-
zadas en el tréfico y liberacién de farmacos bactericidas,
entre los que destacan los liposomas y los dendrimeros,
aunque también se ha descrito que otras nanoparticulas,
como las de oro, son capaces de transportar diferentes
antibioticos, pudiéndose usar para combatir la resistencia
microbiana aunque no posean capacidad bactericida por
s{ mismas.

2.2.1 Liposomas

Los liposomas son los vehiculos liberadores de farmacos
(polimixina B, estreptomicina, vancomicina, ampicilina,
etc.) mas utilizados debido a sus caracteristicas. Son
nanovesiculas que mimetizan los fosfolipidos de mem-
brana, por lo que tienen la capacidad de fundirse en ella y
liberar su contenido al interior celular incrementando el
eflujo intracelular. Durante su sintesis y utilizaciéon deben
tenerse en cuenta diferentes aspectos como sus propieda-
des fisico-quimicas, el tamafio y polidispersién, la carga
superficial, la estabilidad, y la reproductibilidad de la
sintesis a gran escala.

Para aumentar la estabilidad de los liposomas estos se
pueden conjugar al polimero polietilenglicol (PEG) en su
superficie. La unién a PEG también permite que se pue-
dan direccionar lo que a su vez permiten activar la direc-
cionalidad de la vesicula al unirse a diversos ligandos de
direccionamiento (anticuerpos) [9,4].

2.2.2 Dendrimeros

Los dendrimeros son polimeros globulares hiperramifi-
cados con una estructura precisa. Poseen una elevada
area superficial, que genera una gran reactividad antimi-
crobiana debido a la elevada densidad de grupos funcio-
nales con una alta afinidad a receptores bacterianos o vi-
rales que se les pueden anadir. Las diferentes farmacor,
tanto hidrofilicos como hidrofébicos, pueden unirse o
conjugarse en las cavidades internas de la nanoestrutura
o en la superficie multivalente del dendrimero. El den-
drimero mas estudiado es la poliamidoamina (PAMAM),
el tnico problema es que posee una cierta citotoxicidad,
que reduce su aplicabilidad en clinica. Los dltimos estu-
dios se basan en sintetizar un dendrimero PAMAM bio-
conjugado con grupos carboxilo e hidroxilo terminales y,
de esta forma, hacerlo mas biocompatibles. [9, 4].

3. ULTIMOS AVANCES

Las ultimas investigaciones que se estan llevando a cabo
para combatir la resistencia microbiana se centran en la
produccién de nanocompuestos formados por diferentes
nanoparticulas. Un ejemplo de ello se muestra en el ar-
ticulo publicado por Matai et al., en 2014, en el cual utili-
zan un nanocompuesto de ZnO/Ag, de tal forma que
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reducen los problemas de agregacion de la plata, obte-
niendo mejores resultados bactericidas [10]. Estos nano-
compuestos presentan una gran aplicabilidad en el em-
paquetamiento de alimentos y en la produccién de mate-
rial quirargico.

Otros estudios que se estan llevando a cabo en el contexto
del tratamiento de infecciones es la aplicacion de las pro-
piedades nanotérmicas de algunos nanomateriales en
terapia médica y, mas concretamente, para combatir las
enfermedades o heridas infecciosas de bacterias resisten-
tes. Algunas nanoparticulas, como las de oro (AuNPs)
tienen la capacidad de absorber energia del infrarrojo y
desprenderla en forma de calor. Se ha demostrado que
las AuNPs funcionalizadas con anticuerpos especificos
oseen una gran capacidad antimicrobiana, usados como
agentes fototérmicos [11], [3].

4. CONCLUSIONES

Para concluir, solo cabe mencionar la posible citotoxici-
dad de estos nanomateriales, la cual sigue siendo contro-
vertida hoy en dfa. La biofuncionalidad y formacién de
conjugados abre las puertas de su aplicacion terapéutica,
disminuyendo su capacidad citotéxica y, de esta forma,
poder combatir las enfermedades infecciosas resistentes a
los farmacos actuales. Ain queda mucho por investigar
en este nuevo y fascinante campo de la bionanotecnolo-
gia, pero los avances y resultados obtenidos hasta la fecha
son bastante concluyentes, ya existen muntitud de nano-
materiales entre los mencionados con cualidades muy
potentes y prometedoras.
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Aplicaciones biomédicas del Grafeno

José Miguel Vélez Ortiz

Resumen—EIl grafeno es un nanomaterial con multiples aplicaciones en numerosas ciencias, entre ellas la biomedicina
debido a sus propiedades Unicas. Asi, se han desarrollado numerosas variantes de este material en esta disciplina. Por
ejemplo, se han desarrollado modificaciones para usarlo como biosensor de biomoléculas de importancia vital, como la
glucosa, se ha utilizado en terapia fototérmica y génica, en el estudio de bioimagénes, en ingenieria tisular y como sistema

liberador de farmacos.

Palabras Claves — Aplicaciones biomédicas, Biosensor, Grafeno, Liberacion de farmacos, Terapia antitumoral.

1. INTRODUCCION.

I grafeno es un nanomaterial reciente, bidimensional,

compuesto Gnicamente por carbono y dispuesto en pla-

nos hexagonales de extrema delgadez (un atomo de es-
pesor), similar a un panal de abejas. Su estructura estd com-
puesta por la superposicion de orbitales sp® de los carbonos
enlazados. Entre sus caracteristicas hay que destacar su alta
conductividad térmica (5000 m™ k), su gran elasticidad y
dureza, su elevada é&rea superficial (2630 m?/g), su ligereza y
su transparencia. Su sintesis es relativamente facil y tiene
numerosas variantes, como el 6xido de grafeno (GO). Este
tipo de grafeno estd enriquecido con oxigeno, es biocompa-
tible, estable fisiol6gicamente y capaz de transportar farma-
cos, biomoléculas y material genético. Estas caracteristicas
le otorgan al grafeno llevar a cabo gran variedad de aplica-
ciones biomédicas [1].
En articulos de nimeros anteriores de la revista MoleQla se
han tratado los métodos de produccién del grafeno (N°8,
Dic. 2012) [2], y algunas de sus aplicaciones, como la crea-
cién de transistores de grafeno, motores méas eficientes e
incluso el desarrollo de aplicaciones relacionadas con las
energias renovables (N° 0, Dic. 2010) [3]. Son tales las pro-
piedades de este nanomaterial, que le han permitido alcanzar
también el &mbito de la biomedicina. En este articulo se re-
visaran las aplicaciones del grafeno y sus derivados en el
campo biomédico. Por ejemplo, su uso en biosensores de
biomoléculas, en terapia fototérmica y génica, en el estudio
de bioimagénes, en ingenieria tisular y como sistemas de
liberacion de farmacos.

2. APLICACIONES BIOMEDICAS DEL GRAFENO

2.1. Grafeno como biosensor

Las biomoléculas son los constituyentes basicos de los seres
vivos, llevando a cabo funciones vitales en todos los proce-
sos biologicos. Por esto, las alteraciones en su composicion
0 concentracion se relacionan con el desarrollo de enferme-
dades. Asi, la deteccion rapida y eficaz de estas biomolécu-
las es realmente crucial en el diagnostico y desarrollo de
terapias adecuadas. En este sentido, el grafeno puede utili-
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zarse como biosensor para la deteccién de estas biomolécu-
las. Su alta sensibilidad y rapida respuesta, junto con su ele-
vada superficie, su buena conductividad, su posibilidad de
interaccionar con varias biomoléculas y sus excelentes pro-
piedades electroquimicas, hacen de éste un biosensor elec-
troquimico verdaderamente eficaz.

Gracias al grafeno se pueden detectar moléculas como el
peréxido de hidrégeno (H,0,). Aunque el H,0, no forma
parte de la familia de radicales libres, esta relacionado con
su sintesis a través de varias reacciones quimicas (Ej. Reac-
cién de Fenton) involucradas en procesos neurodegenerati-
vos [4]. Ademas, estd implicado en numerosas vias de sefia-
lizacion que actdan, por ejemplo, en el control del ciclo celu-
lar [5]. La deteccion de H,0, por metodologias convencio-
nales no es realmente exacta, debido a la presencia de nume-
rosas especies que interfieren en la medicién. Se ha reporta-
do que el N-grafeno, un grafeno con grupos funcionales de
nitrégeno permite una deteccién precisa del H,0, [6].

Otra biomolécula relevante en el metabolismo es la glucosa,
cuya deteccion se realiza de forma rutinaria para el trata-
miento y diagndstico de la diabetes. Se han realizado modi-
ficaciones de este nanomaterial, obteniendo una deteccion
mas sensible (hasta 0,02 mM) que la realizada utilizando
otros nanomateriales y métodos convencionales [7].

Otro ejemplo es la dopamina, neurotransmisor cuya concen-
tracion regula varios procesos, y su disminucion en el cere-
bro esta relacionada con patologias como la enfermedad de
Parkinson, que conduce a la destruccion progresiva de neu-
ronas. Debido a sus propiedades electroquimicas, la dopa-
mina puede detectarse usando grafeno. Sin embargo, parece
ser que existen otras biomoléculas capaces de interferir en la
medicion, como es el caso de acido ascorbico, con un poten-
cial de oxidacién muy similar. Para evitar esto se han des-
arrollado derivados del grafeno capaces de realizar una de-
teccion sensible de la dopamina en un rango de 5 UM hasta
200 uM [8].

Por otra parte, el grafeno ha demostrado se capaz de realizar
una cuantificacién rapida, reproducible y versatil del ADN
y polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs), en compara-



cién con las técnicas convencionales, mas laboriosas y com-
plejas [9]. En este campo destaca el GO. La capacidad del
GO para emitir fluorescencia en un amplio intervalo de lon-
gitud de onda (desde el infrarrojo cercano al ultravioleta) le
permite actuar como quencher de otros marcadores fluores-
centes. Esto permite la utilizacion del GO para la cuantifi-
cacion y deteccion de ADN. Por ejemplo, el ADN de cadena
simple (sSADN) se une facilmente a la superficie del nano-
material a través de interacciones hidrofdbicas entre las ba-
ses nucleotidicas y las regiones aromaticas del grafeno, pro-
porcionandole ademas proteccion contra las nucleasas. Esta
interaccion del GO con ssDNA marcado con un fluorocromo
conduce a la pérdida de la fluorescencia. Tras la adicién de
la secuencia de ADN complementaria (o proteina de unién),
se forma la secuencia de doble cadena de ADN (o el dimero
ADN-proteina) y el ADN se libera de la superficie debido al
aumento de la rigidez. Al separarse de la plataforma se pro-
duce la recuperacion de la fluorescencia perdida que es ya
cuantificable. Esto tendria importantes aplicaciones en el
estudio de la existencia de mutaciones en genes responsables
de enfermedades, o la presencia de material genético de
patogenos [10,11] (Figura 1).
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Figura 1. Cuantificacion de ADN usando GO mediante el andlisis de
fluorescencia. Modificado de [10].

Esta estrategia también permite la deteccion de proteinas
como la trombina, un marcador de varias enfermedades car-
diovasculares [12].

2.2. Grafeno en aplicaciones de bioimagen.

Varios investigadores han introducido moléculas fluorescen-
tes, como Cy7, en el GO a través de puentes con polietilen-
glicol (PEG) para elaborar hojas de nano-grafeno con el ob-
jetivo de realizar estudios de imagen de enfermedades como
el cancer (Figura 2a). Asi, se ha descubierto que varias line-
as celulares murinas de cancer de mama y células de glio-
blastoma humanas poseen una alta eficiencia de captacion de
este nanomaterial lo que permite su analisis por fluorescen-
cia [13].

Otro ejemplo es el uso de conjugados de GO (marcado con
con %Cu) con anticuerpos monoclonales, como TRC105,
para reconocer especificamente al marcador de angiogénesis
CD105, relacionado con procesos tumorales. El analisis me-
diante tomografia por emision de positrones (PET) permite
localizar un posible tumor. Ademas, esta construccion parece
permitir la unién de farmacos anticancerigenos o realizar
terapia fototérmica sin la necesidad de utilizar técnicas inva-
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sivas (Figura 2b) [14].

Otra conjugacién a destacar del grafeno se realiza con quan-
tum dots (QDs). Los QDs son fluoréforos con fluorescencia
intrinseca, que también pueden ser usados para estudios de
imagen [15].

2.3. Grafeno en la liberacion de fArmacos.

La mayoria de los farmacos que se integran en la superficie
del nanomaterial tienen estructuras formadas por dominios
aromaticos. La elevada area superficial, el hecho de estar
formado por la superposicién de orbitales sp? de carbonos
enlazados enriquecidos con grupos que incorporan oxigeno,
y su biocompatibilidad y estabilidad en condiciones fisiol6-
gicas, le hacen ser un eficiente transportador de farmacos.
Ademas, el GO puede incorporar PEG y quitosano mediante
enlaces covalentes para alterar el perfil de su circulacion en
sangre, mejorando aun mas su biocompatibilidad [16]. Tam-
bién es posible afiadir al GO moléculas de &cido folico junto
con farmacos antitumorales, aumentando la selectividad del
tratamiento debido a la sobreexpresién de receptores de &ci-
do félico en algunos tipos de tumores [17].

En otros experimentos se ha sintetizado un conjugado de
GO-PEG con Rituximab (anticuerpo que se une especifica-
mente al antigeno CD20, altamente expresado en algunos
tipos de cancer, como los linfomas) para la liberacion de
farmacos antitumorales, como la Doxorrubicina (DOX) (Fi-
gura 3a), provocando una disminucion significativa de la
viabilidad de las células tumorales (Figura 3b). Ademas, la
liberacion de farmacos de la superficie del GO es pH-
dependiente, lo que permite la liberacion controlada del
farmaco [17].

Figura 2. Aplicaciones del grafeno en andlisis de imagénes. a) Contruccion GO-
PEG-Cy7 [1]. b) Localizacién del tumor utilizando la construccion GO-PEG-
Cy7 mediante la deteccion por fluorescencia [14].

Este nanomaterial permite la liberacion de otros tipos de
farmacos, como los antiinflamatorios. Asi, se han elaborado
conjugados de GO, quitosano e ibuprofeno [1].
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Figura 3. a) Contruccién GO-PEG-Anticuerpo anti-CD20; b) Medida de la
viabilidad de células cancerigenas in vitro tras la suministracion de diferentes
concetraciones de DOX y usando plataformas de grafeno conjugados [17].

2.4. Grafeno y terapia génica.

Las cargas negativas que se encuentran en el GO pueden ser
utilizadas para establecer interacciones electrostéticas con
polimeros cargados positivamente como la polietilenimina
(PEI). Este polimero puede ser utilizado para proporcionar
carga positiva a la plataforma de grafeno, permitiéndole con-
jugar moléculas de ADN y ARN, cargadas negativamente
[18].

Por otra parte, se puede combinar la liberacion de farmacos
con ARN interferente (ARNi). La unidn covalente de PEI a
GO facilita la unién y liberacion del ARNi, encargado de
inhibir la expresidon de una proteina concreta. Esto se ha
probado en células HeLa con el objetivo de evitar la sobre-
expresion de Bcl-2, a la vez que se favorece la liberacion del
farmaco anti-tumoral DOX. Esta técnica disminuyo, signifi-
cativamente, la viabilidad de las células tumorales [19].

2.5. Grafeno y terapia fototérmica.

El GO puede absorber energia en el espectro cercano al in-
frarrojo (700-1100 nm) y posteriormente emitir energia en
forma de calor, produciendo asi la ablacion térmica de teji-
dos especificos. EI mecanismo de ablacién fototérmica se
debe a la produccién de especies reactivas de oxigeno, la
activacion de caspasas, la desporalizacion de la membrana
mitocondrial y la fragmentacion del ADN. La combinacion
de estos factores es suficientemente potente como para lo-
grar que las células que estan a una distancia especifica de la
plataforma de grafeno entren en apoptosis. En este sentido,
el grafeno tiene una eficacia similar a los nanotubos de car-
bono, aunque requiere menores concentraciones y absorbe
radiaciones menos energéticas, lo que evita alteraciones en
los tejidos sanos [16].

2.7. Grafeno y su actividad antimicrobiana.

El grafeno también posee una gran actividad bactericida. El
GO provoca la ruptura de la membrana y, aunque no se de-
tecta produccion de anién superdxido en el proceso, estos
materiales pueden oxidar el glutation, alterando el estado
redox de la bacteria (Figura 4). Esta caracteristica permitira
al grafeno recubrir vendajes y apositos, facilitando la cura de
heridas al disminuir la posibilidad de que se produzcan in-
fecciones [20].
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Figura 4. Imagen 3D de Escherichia coli después de incubacion con GO.
Control sin tratar (A 'y B); incubacion de E.coli con 40 pg/mL de una suspension
de GO durante 2 horas (C y D) [20].

2.8. Grafeno, ingenieria tisular y cultivos.

Los materiales basados en carbono, como el grafeno, se
estan empezando a utilizar para la creacion de andamios
para el cultivo celular y para fomentar la diferenciacion ce-
lular. Se ha demostrado que el grafeno se puede utilizar co-
mo soporte para el cultivo de una linea celular de fibroblas-
tos (NIH-3T3), ya que posibilita una proliferacion y ad-
hesién correcta. Ademas, este nanomaterial parece aumentar
la eficiencia de transfeccion en un 250% [21]. También hay
que destacar la utilidad del grafeno en la capacidad de dife-
renciacion de células madre mesenquimales, similar a los
obtenidos usando protocolos de diferenciacién convenciona-
les [22].

Ademas, las propiedades de la superficie del grafeno permi-
ten el mantenimiento, en un estado indiferenciado, de célu-
las madre pluripotentes inducidas (iPSCs) y posibilita una
rapida adherencia. Por el contrario, derivados del grafeno
como el GO parecen favorecer la diferenciacion en las tres
lineas germinales [23].

3. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS.

Gracias a sus propiedades Unicas, el grafeno y sus derivados
han ido ganando un enorme peso en la investigacion, inno-
vacion y desarrollo en el campo de biomedicina. Asi, a partir
del grafeno se estan desarrollando biosensores, se esta inves-
tigando su capacidad de transportar farmacos, su uso en te-
rapia genica, fototérmica, ingenieria tisular, etc. Su rapido y
prometedor desarrollo en aplicaciones biomédicas posibili-
tard, en el futuro, la sustitucion de las metodologias conven-
cionales. Asi, este continuo desarrollo implicara la elabora-
cién de analisis toxicoldgicos exhaustivos tanto in vivo e in
vitro de este nanomaterial, asi como la optimizacion de pro-
tocolos de sintesis, evitando falsas expectativas y problemas
sanitarios derivados. Asi, no cabe duda de que en un futuro,
no tan lejano, el grafeno y sus derivados se consideraran
herramientas potentes, principalmente en el diagnostico y
tratamiento de enfermedades.
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LUCHA DE ANTIDEPRESIVOS

Alvaro Escobar Doncel

Resumen— En el mundo ha aumentado en gran medida el uso de farmacos antidepresivos, tanto mediante receta médica por
enfermedad u otras formas menos ortodoxas. Hace unos afios, Prozac realizé una gran campafia que les hizo llegar a ser el
antidepresivo mas recetado, aunque ha surgido un "nuevo" antidepresivo, el Bupropion, el cual le estd empezando a disputar al
Prozac su puesto en el mercado. Ahora, llega el momento de decidir, dejando a parte cualquier truco publicitario, cual de los

dos es mas efectivo y causa menos efectos secundarios.

Palabras Claves— Prozac, Bupropion, Antidepresivos, Segunda Generacion, Competicion

1. ANTIDEPRESIVOS

Los antidepresivos son un tipo de medicamentos utili-
zados principalmente para el tratamiento de la de-

presiéon, pero también desérdenes de estrés post-
traumatico (PSTD), obsesivo-compulsivo (OCD) y de
ansiedad generalizada (GAD). Estos farmacos aumentan
los niveles de ciertos neurotransmisores como la seroto-
nina, la norepinefrina y la dopamina [Figura 1], los cuales
tienen diferentes funciones como la percepcién del dolor
y el hambre, y la regulacion humoral.
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Figura 1. Modo de accién de los antidepresivos SSRIs, bloqueando
la proteina de recaptacién de la serotonina en los receptores sereto-
ninérgicos post-sinapticos.

Existen cuatro tipos diferentes de antidepresivos, los
cuales tienen un mecanismos de accién distinto para ejer-
cer la misma accién general y la combinacién de cualquie-
ra de ellos puede producir graves efectos secundarios o la
toma de alguno de ellos sin padecer problema alguno
puede producir alteraciones en la regulacién quimica ce-
rebral.

> Inhibidores de la _monoamina _oxidasa
(MAOISs): Fueron los primeros antidepresivos
que se sintetizaron. La monoamina oxidasa es
una enzima que degrada la dopamina, la se-
rotonina y la norepinefrina, asi al inhibir dicha
enzima se incrementan los niveles de dichos
neurotransmisores. Pero también es capaz de
romper la tiramina, la cual se encuentra en al-
gunos alimentos y tiene una accién vasodila-
tadora, causando hipertension. La Isocar-
boxazida (Enerzer) o la Moclobemida (Auro-
rix) son ejemplos de este tipo de antidepresi-
Vos.

>

>

Antidepresivos triciclicos (TCAs): Estos anti-
depresivos se comenzaron a comercializar so-
bre 1950 y acttan aumentado los niveles de
serotonina y, en mayor medida, los de norepi-
nefrina. Esto lo realizan debido a que no per-
miten la recaptacion de estos dos neurotrans-
misores. Un ejemplo de TCA es la Amitriptili-
na (Elavil).

Inhibidores de la recaptacién de serotonina-
noradrenalina (SNRIs): Estos antidepresivos
han sido los dltimos en salir al mercado y su
funcién radica en el incremento de las canti-
dades de norepinefrina y serotonina a nivel
cerebral. Esto se produce gracias a que estos
SNRIs bloquean las moléculas encargadas de
reabsorver estos neurotransmisores, permi-
tiendo asi que se encuentren durante mas
tiempo en el espacio intersindptico. Se intenta
que estos sean mas efectivos que todos los an-
teriores, aunque atn existen ciertas dudas de
que lo haya conseguido. El Bupropién es uno
de los "ultimos" farmacos antidepresivos que
han salido al mercado y del cual hablaremos
mas tarde. | 0
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Figura 2. Estructura quimica del Bupropion.

Inhibidores selectivos de la recaptacion de se-
rotonina (SSRIs): Estos antidepresivos son los
mas utilizados actualmente y se encargan del
aumento de los niveles de serotonina y, en
menor medida, de norepinefrina en el cerebro.
Estos SSRIs bloquean la reabsorcién de estos
neurotransmisores, por lo cual se incrementan
sus niveles y, por tanto, su interaccién con sus
receptores quimicos, es decir, tienen una ac-
cién similar a los SNRIs. En este grupo se en-




cuentra el antidepresivo mas recetado en estos
momentos, la Fluoxetina (Prozac), del cual ha-
blaremos mas adelante. [Figura 3]
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Figura 3. Estructura quimica de la Fluoxetina.

2. PROzAC vs BUPROPION

2.1. Prozac

El famoso Prozac empez6 a comercializarse a finales de
los anos 80, pero se descubrié mucho antes, a principios
de los 70. Esto nos da una idea de lo complicado y costoso
que puede ser sacar un nuevo farmaco al mercado debido
a que debe de pasar un gran namero de tests, ademas
estas pruebas se han ido complicando a medida que pa-
san los afios.

El Prozac es su nombre comercial, pero el farmaco se
llama fluoxetina, cuya nomenclatura segtn la IUPAC es
N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1- ami-
na. Este es un foirmaco que se denomina de segunda ge-
neracion, ya que es un SSRI y posee una estructura y una
forma de actuar diferentes a los primeros que se sintetiza-
ron, los cuales fueron los TCAs.

Es tomado via oral [Figura 4] y es absorbido en el trac-
to gastrointestinal, de forma que tras unas 8 horas tras la
ingestion aparece concentraciones de esta molécula en
sangre. Este farmaco tiene una vida media en el organis-
mos de entre uno y cuatro dias, aunque su metabolito
activo, la norfluoxetina, permanece unos nueve dias. Asi,
su excrecién se produce por conjugacion de estas molécu-
las mediante el metabolismo hepatico y, posteriormente,

eliminada por la orina.
Figura 4. Capsulas de Prozac 20 mg.

Como se ha mencionado anteriormente, este medica-
mento actia inhibiendo la reabsorcién de serotonina, lo
cual permite que se den un mayor ntimero de activacio-
nes de los receptores de serotonina en el cerebro. Uno de
los metabolitos que se generan en el organismo y también
lleva a cabo este proceso, es la Norfluoxetina, que se con-
sigue mediante la desmetilacién de la molécula.

Muchos estudios han demostrado que el Prozac es uno
de los antidepresivos mas seguros en caso de sobredosis,
en cuyo caso produce problemas gastrointestinales y neu-

53

rolégicos principalmente. Estos problemas pueden ser
mareos, dolores de cabeza, vision borrosa, bradicardia,
vomitos, dolor abdominal, entre otros, aunque el que mas
preocupa es la pérdida de peso. Ademas, se han hecho
estudios carcinogenéticos en los cuales se ha visto que no
producen ningtin sintoma asociado; y sobre teratogeni-
cidad, que han demostrado que no provoca malfor-
maciones fetales, aunque los neonatos tienen una serie de
problemas durante los primeros dias, pero acaban cesan-
do.

2.2. Bupropion

El Bupropién es un antidepresivo que estd empezando a
conocerse a escala mundial, por lo pronto, en Estados
Unidos est4 siendo uno de los mas recetados. A pesar de
esta entrada en el mercado tan espectacular, el Bupropion
es un farmaco que se sintetizé a finales de los afios 60 y se
metid en el mercado a mediados de los 80, pero tuvo que
ser retirado debido a que present6é problemas relaciona-
dos con la apariciéon de convulsiones en personas medi-
cadas con él.

Maés tarde, fue introducido en una serie de medica-
mentos contra el tabaquismo con un papel secundario y,
hasta ahora, no se ha comercializado de forma individual.
De esta forma, no se puede considerar este antidepresivo
como nuevo, tal y como se ha mencionado antes. Ademas,
estd realizando una campafia tal que le podria permitir
competir con el todopoderoso Prozac.

El Bupropion es una forma de acortar su nombre qui-
mico, el cual segtin la IUPAC es 2-(terc-butilamina)-1-(3-
clorofenil)propan-1-ona (un derivado de las anfetaminas),
siendo un antidepresivo de tipo SNRI, por tanto, conside-
rado de segunda generacién, aqui podemos ver la prime-
ra diferencia con el Prozac: el modo de accién en diferen-
tes neurotransmisores. Aunque no se conoce todavia
exactamente sus mecanismos de accién en la inhibicién de
la reabsorciéon de dopamina, pero si se ha visto que tiene
una menor actividad que otros antidepresivos.

A parte de antidepresivos, se esta utilizando para re-
ducir las ganas de fumar, ya que se ha visto que el incre-
mento de norepinefrina (dopamina) disminuye el sin-
drome de abstinencia, aunque viéndolo asi muchos otros
antidepresivos podrian usarse para ello.

Es un farmaco via oral que se absorbe en el intestino, y
se metaboliza eficaz y rdpidamente en el cuerpo, lo cual
se produce por oxidacion de la cadena lateral, hidroxilan-
dolo y formando una glicina conjugada con un acido me-
taclorobenzoico. Este metabolito es el que se encuentra en
mayor proporcion en la orina. También puede producrse
la reduccién del grupo carbonilo, ambas reacciones pue-
den darse conjuntamente. El Bupropion tiene una vida
media de un dia, siendo bastante menor que la del Pro-
zac.

En el caso de este farmaco a diferencia de la Fluoxetina
es que una sobredésis puede causar graves problemas
como pérdida de conciencia, alucinaciones, paro cardiaco
o taquicardia. A parte, existe una gran lista de posibles
efectos secundarios que puede producir tales como irrita-
bilidad, dolores fuertes de cabeza, confusién, convulsio-
nes... Dependiendo de la persona y de la frecuencia con la



que se esté medicando con este formaco, habra una pro-
babilidad diferente, ademaés no todos ocurren con la mis-
ma frecuencia.

3. CONCLUSIONES

No creo que se pueda llegar a una conclusién a partir de
los datos que hemos recopilado sobre que un tipo de an-
tidepresivo sea mejor o peor que otro, ya que en general
poseen un mecanismo de accién relativamente parecido,
al menos en su objetivo final. También es verdad que de-
pendiendo del modo de accién pueden acarrear més o
menos problemas adicionales a la hora de su uso.

Bésicamente, los efectos secundarios pueden producir-
se a nivel total del organismo, ya que puede afectar tanto
al sistema genitourinario como al gastrointestinal sin ol-
vidarse del sistema nervioso. Esto es debido a que una
minima alteracién de moléculas como los neurotransmi-
sores que son tan importantes y controlan gran ntimero
de procesos, puede acarrear problemas a todo el orga-
nismo. Aunque esto no solo en el Bupropion o en el Pro-
zac sino en cualquier farmaco que produzca cambios a
este nivel.

En cuanto a la hora de darse a conocer o promocionar-
se, pueden tener diferentes formas de hacerlo, pero de-
ben de ser realistas e indicar tanto los efectos positivos
como sus posibles efectos negativos. No vendiéndolo co-
mo un medicamento maravilloso que te da la felicidad y
con efectos secundarios que no tienen importancia, des-
preocupandose de cercionarse cuidadosamente de que
estos no sean realmente perjudiciales.
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Estatinas, ¢ medicamento o droga?

Laura Barroso Burgos

Resumen—Las estatinas son un tipo de farmaco que esta reduciendo los niveles de colesterol a numerosos pacientes con
hipercolesterolemia. En estos ultimos afios se han comercializado numerosos medicamentos con estatinas, y se han logrando
numerosos éxitos al cumplir con los objetivos que prometian. Sin embargo, otros han tenido que ser retirados del mercado por
sus efectos secundarios, ademas de inhibir la sintesis de otros compuestos importantes para la salud, como la coencima Q10.
¢ Son por tanto las estatinas medicamentos seguros o una droga que perjudica nuestra salud?

Palabras Claves— Estatinas, colesterol, mevalonato, lovastatina,.

1. INTRODUCCION

as estatinas pertenecen al grupo conocido como inhi-

bidores de la HMG-CoA reductasa, por tanto, se co-

noce a las estatinas por ser farmacos usados en la
disminucién del colesterol en pacientes que poseen hiper-
colesterolemia.

A pesar de que las estatinas se conocen desde hace re-
lativamente poco tiempo, son numerosos los estudios que
se han realizado sobre ellas y numerosos los pacientes
que ya las han tomado. Varios ensayos clinicos a gran
escala han demostrado que los inhibidores de la HMG-
CoA reductasa son eficaces, que son bien tolerados y que
se asocian con una tasa baja de retirada del tratamiento
por efectos secundarios. Sin embargo, en los ultimos
tiempos se han descubierto efectos relacionados con la
pérdida de otros componentes muy importantes sinteti-
zados en la ruta del Mevalonato, por lo que realmente no
estd exhenta de efectos secundarios.

A lo largo de este articulo trataremos estos medica-
mentos que, desde hace poco, estan en el punto de mira
del sector médico.

2. DESCUBRIMIENTO Y SINTESIS

2.1. Descubrimiento

El descubrimiento de las estatinas se remonta a 1971,
cuando el doctor Masao Kuroda, junto con todo su equi-
po, esperaba encontrar inhibidores de la HMG-CoA re-
ductasa de origen microbiano en microorganismos, como
respuesta a otros organismos que requieren de esteroles y
otros isoprenoides para su crecimiento.

Como resultado a una gran cantidad de experimentos
realizados, se encontré una cepa de Penicillium citrinum
que producia un compuesto activo, que se logré aislar con
disolventes organicos y, posteriormente, purificar me-
diante cromatografia y recristalizacion. De esta forma se
consiguieron cristales de Mevastatina el primer tipo de
estatina descubierta. En 1973, se logré establecer su es-
tructura, mostrada en la Figura 1, gracias a numerosas
técnicas de caracterizazion.

Laura Barroso Burgos. 1° Grado en Biotecnologia, Universidad Pablo de Ola-
vide. Ibarbur@alu.upo.es.
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Fig. 1. Estructura de la Mevastatina [2]

Los resultados del estudio permitieron concluir que la
Mevastatina era un potente reductor de la HMG-CoA
reductasa, se habia encontrado la primera estatina de la
historia.

Posteriormente, de ese mismo hongo se consiguié ex-
traer un segundo tipo de estatina, la Lovastatina (1978).
Después aparecieron la pravastatina, aislada de cultivos
de Nocardia autotrophica, y la fluvastatina (primera estati-
na totalmente sintética). Mas tarde se sintetizaron la
simvastatina, a partir de un producto de la fermentacién
del Aspergillus terreus y todas las demas, manteniéndose
la investigacion en esta linea en el momento actual.

2.2. Biosintesis

Los estudios sobre la biogénesis de las estatinas se cen-
traron en las monacolinas L y J, ya que se intuia que estos
compuestos eran precursores de la lovastatina. Tras los
estudios, se supo que la monacolina L es la primera esta-
tina sintetizada, a partir de nueve unidades de acetato, y
que posteriormente ésta se transforma en ] por hidroxila-
cién. Por dltimo, la monacolinas K y X son derivados de
la J y son las que se convierten a lovastatina.

Las investigaciones se realizaron sobre una cepa de
Asperqillus terreus y se supo que el proceso comenzaba
con 9 unidades de acetato que se unian formando cadenas



policétidas. Los atomos de oxigeno son insertados poste-
riormente con una oxidacién aerdbica. En la Figura 2 se
muestra la ruta de la lovastatina.
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Fig. 2. Biosintesis de la Lovastatina [8].

3. CLASIFICACION Y ESTRUCTURA

La clasificacion de las estatinas se puede hacer en fun-
cién a su estructura. De esta forma se clasifican en dos
grupos, las estatinas de tipo I (con mayor porcién policé-
tica) y las de tipo II.

Ambos tipos poseen en comtun un anillo hexahidronaf-
taleno funcionalizado con un éster a-metilbutirico y una
B-hidroxi-6-lactona enlazada por un puente etilénico. Lo
que diferencia una de otra es la posicién de los metilos
sobre el anillo y la cadena lateral. En las de tipo I pode-
mos encontrar a la lovastatina, con una cadena lateral
metilbutirica y un grupo 6-a-metilo, a la pravastatina, que
se encuentra como la sal sodica del p-hidroxiacido, y la
simvastatina, con un grupo metilo en la posicién 2’ de la
cadena lateral, entre otras.

Con respecto a las estatinas de tipo II, surgieron como
producto a las investigaciones que buscaban encontrar un
medicamento contra la hipercolesterolemia, es decir, son
estatinas artificiales que poseen una accién més potente
que las naturales debido a su magnitud molecular més
grande, una cadena lateral fluorofenil, un grupo metiletil
y un cido heptenoico.
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Las caracteristicas estructurales estdn relacionadas con
las propiedades fisicoquimicas de las estatinas, ya que
existen diferencias entre su lipofilia, hecho que se refleja
en su facilidad de paso a través de las membranas celula-
res por difusion pasiva, y explica por qué la pravastatina
no atraviesa facilmente las membranas celulares mientras
que la simvastatina si lo hace.

4. ESTATINAS cCOMO FARMACO

Las estatinas se usan como farmacos para combatir la
hipercolesterolemia, pero, ademads, son beneficiosas para
otros problemas de salud debido a que poseen actividad
anti-inflamatoria. Por otra parte, ayudan a estabilizar el
revestimiento de los vasos sanguineos, por tanto, podrian
reducir el riesgo de ataques de corazén debido a que las
arterias coronarias serian mds fuertes y estarian mejor
revestidas. Las estatinas también ayudan a relajar los va-
sos sanguineos, reduciendo la presién arterial. Ademas,
podrian reducir el riesgo de la formacién de coagulos de
sangre. Por estas razones, los médicos estan empezando a
prescribir estatinas antes y después de la cirugia de by-
pass de la arteria coronaria o angioplastia, y después de
ciertos tipos de accidentes cerebrovasculares.

Las estatinas también podrian tener beneficios que
ayudan a prevenir las enfermedades que no estan relacio-
nadas con la salud del corazén, aunque se necesita mas
investigaciéon. Otros beneficios de éstas podrian incluir
una reduccién del riesgo de las fracturas de la artritis y de
los huesos, del cancer, de la demencia y el Alzheimer o de
enfermedades renales.

Las estatinas, como cualquier otro medicamento, su-
fren un proceso de absorcién, distribucion en el organis-
mo, modificaciéon y expulsion:

» Absorcién: son absorbidas rapidamente tras su
ingesta, lograndose la maxima concentracién en
sangre a las 4 horas. Posteriormente, se mantie-
nen en el plasma de 2 a 3 horas mas.

» Distribucion: las estatinas se enlazan fuertemente
a las proteinas de la sangre, ademds, debido a
que son captadas por el higado, las limitaciones
por desplazamiento son limitadas.

» Metabolismmo: son metabolizadas por el citocro-
mo P450 y otras enzimas que se encuentran en el
higado y en el intestino.

»  Excrecién: son excretadas a través de las heces
tras ser metabolizadas en el higado. Es por ello
que la disfuncién hepdica es un factor de riesgo y
a los pacientes que poseen enfermedades del hi-
gado no se les puede prescribir. La cantidad de
estatinas en la orina es minima.

En la siguiente tabla se muestran las caracteristicas
farmacolégicas de las distintas clases de estatinas:
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Caracteristicas farmacolégicas de las estatinas

Sustancia Simvastatina Pravastatina  |Lovastatina  Fluvastatina  Atorvastatina Rosuvastatina Pitavastaiina
Profarmacocs sl NO sl NO NO NO NO

Alimentos y absorcion No influyen Disminuyen Aumentan Disminuyen Disminuyen No influyen -
Biodispenibilidad <5 18% = 5% 24% 14% 20% =30%

Unién a proteinas plasmaticas 94% 50% >05% 98% 98% 88% -

Atraviesa barrera hematoencefalica Sl NO Sl NO NO NO Sl

Metabolismeo CYP3A4 Sulfatacion CYP3A4 CYP2C9 CYP3A4 CYP2C9 CYP2C9 ; CYP2CB
Excrecién biliar 60% 70% 83% 95% - 90% -

Excrecién urinaria 13% 20% 10% 5% 2% 30% 3%

Semivida 2-3h 08h 1-4h 25h 20h 20h -

5. CICLO DEL MEVALONATO Y ESTATINAS

Como se ha mencionado anteriormente, las estatinas
son inhibidoras de la HMG-CoA reductasa. Esta enzima
cataliza la conversién de la HMG-CoA a mevalonato, que
es un metabolito clave en la sintesis de colesterol. Esta
ruta de biosintesis parte de dos unidades de acetil CoA,
las cuales se van condensando y reduciendo hasta llegar a
acido mevalénico, que se fosforila por accién del ATP
para dar lugar a los precursores del terpeno. Los resulta-
dos finales de este ciclo son el colesterol, el dolicol y pro-
teinas preniladas. El ciclo se puede muestra en la Figura
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Fig. 3. Ruta del Mevalonato (Extraida de Wikipedia)

El bloqueo de la HMG-CoA se produce debido al gran
parecido estructural que tienen las estatinas con ella.

6. ESTATINAS, MEDICAMENTO O ERROR.

Una vez visto el ciclo del Mevalonato podemos decir
que al actuar, el ciclo se rompe casi al principio, impi-
diendo no solo la formacién de colesterol sino también la
del dolicol y la de otras sustancias necesarias en el orga-
nismo. Una de estas sustancias importantes es la coenci-
ma Q10 (CoQ10), necesaria para el funcionamiento de las
mitocondrias, nuestra principal fuente de ATP y, por tan-
to, de energia. El uso de las estatinas disminuye la pro-
duccion de CoQ10 hasta en un 40% de manera directa (no
por efecto secundario), provocando que esta falta afecte
directamente a los musculos produciendo dolores, roturas
y dafios. Esto resulta muy paradojico, ya que se esta rece-
tando un medicamento que evita un colesterol alto que
afecte a nuestro corazén, a la vez que este mismo medi-
camento esta dafiando el musculo de este érgano tan im-
portante.

Por otra parte, ingerir estatinas aumenta la concentra-
cién de ALT en el higado, transaminasa que evalda el
dafio que sufre este érgano, lo que indica que se esta pro-
duciendo una disfuncion hepatica. Este efecto secundario,
que causa este dafio tan grave, hizo que en 2001 la ceri-
vastatina fuera retirada del Mercado por causar numero-
sas miopatias y dafios en las personas que la tomaban.

Sin embargo, tras muchos estudios se afirma que no
hay evidencia de toxicidad, por lo que no pueden ser cali-
ficadas como sustancias téxicas por la EUA.

Pese a que no se considera sustancia téxica, lo mas re-
comendado para evitar el colesterol es llevar una vida
sana con una dieta equilibrada y mucho ejercicio, de ma-
nera que no lleguemos a padecer de hipercolesterolemia y
no tengamos que poner nuestra salud en juego ingiriendo
sustancias ajenas a nuestro organismo.
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Busqueda de diversidad:
¢, Qué opciones tenemos?

Jara Carcel Méarquez

Resumen— Cada vez més se necesita una mayor diversidad de compuestos quimicos para suplir las necesidades de la
industria, asi como luchar contra la adquisicién de resistencia a antibiéticos mediante la creacién de nuevos. Esta blusqueda de
diversidad la podemos conseguir mediante la creacién de guimiotecas, genotecas y metagenotecas.

Palabras Claves— Antibiéticos, Diversidad, Genotecas, Metagenotecas, Quimiotecas.

1. INTRODUCCION

o cabe duda de que cada vez mas se necesitan una

mayor variedad de compuestos quimicos para satis-

facer la gran necesidad que tiene la industria quimi-
ca, alimentaria, farmacéutica, etc. Uno de los puntos clave
en el que vemos més aguda la importancia de la busque-
da de compuestos quimicos es la lucha contra las resis-
tencias a antibiéticos. En la figura 1, vemos como en el
caso Enterococcus faecium esta ha conseguido adquirir de
manera muy rapida gran resistencia al antibitico vanco-
micina. Esto es muy importante ya que esta bacteria es
causante de una enfermedad tan grave como la meningi-
tis neonatal. Por todo eso, ;qué opciones tenemos?

Enterococcus faecium resistente a la vancomicina

(2000)

(2012)

Fig. 1. Caldero de MoleQla.

Algunas de las alternativas que se han desarrollado
para conseguir la diversidad tan necesaria para la investi-
gacion y mejora en tantos aspectos la podemos conseguir
mediante la creacién de quimiotecas, genotecas e incluso
metagenotecas. Términos que iré desarrollando uno a uno
alo largo de este articulo.
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2. QUIMIOTECAS

Las quimiotecas son colecciones de compuestos quimi-
cos, que van desde decenas a millones. Estas colecciones
de compuestos catalogados pueden haberse obtenido di-
rectamente de la naturaleza, un ejemplo claro de esto es la
empresa espafiola Pharmamar, empresa lider en biotecno-
logia marina [1], dedicada a realizar quimiotecas del en-
torno marino. Otra forma de obtener quimiotecas es gra-
cias a una herramienta con gran potencial, la sintesis
combinatoria.

La sintesis combinatoria consiste en un conjunto de
técnicas que permiten la sintesis/biosintesis simultdnea
de un gran ntimero de compuestos mediante la combina-
cion sistematica de una serie de precursores [2]. La sinte-
sis combinatorial nos permite sintetizar una gran canti-
dad de compuestos de manera rédpida. Lo cual permite
que nos saltemos el cuello de botella que es la sintesis de
cada compuesto quimico por separado.

Una vez que tenemos nuestra quimioteca se pueden
buscar actividades de las moléculas ahi presentes median-
te un método de cribado masivo o high throughput scree-
ning que permite los andlisis de actividad de varios com-
puestos, lo que una vez mads abarata costes y agiliza el
proceso.

3. GENOTECAS

Las genotecas son colecciones de clones de ADN de los
organismos cultivables. Con esta herramienta hemos con-
seguido una infinidad de compuestos quimicos. Véase el
ejemplo de Streptomyces spp, bacterias de las que obtene-
mos el 80% de los antibidticos actualmente conocidos. El
genoma de esta interesante bacteria se secuencié en 2002
y desde entonces se han estado haciendo analisis de ma-
nera que se han identificado 167 genes como potencial-
mente interesante para la sintesis de nuevos antibiéticos
[3]. Por tanto, vemos como de potente es esta herramien-
ta, en cuanto a la busqueda de diversidad.

Una de las limitaciones que presentan las genotecas es



que los organismos de los que obtenemos los compuestos
tienen que ser necesariamente cultivables en el laborato-
rio, limitacién que nos saltamos con la siguiente estrate-

gia.

4. METAGENOTECAS

Las metagenotecas son genotecas, es decir, coleccio-
nes de genes, que se realizan de un nicho determinado y
no de un organismo. La ventaja que esto supone es que
tiene un mayor alcance en cuanto al ntimero de compues-
tos que podemos llegar a encontrar, ya que dejamos atrés
la necesidad de tener que cultivar en el laboratorio el mi-
croorganismo de interés. Las metagenotecas se realizan
como vemos en la figura 2, extraccién de ADN gendmico
del nicho, clonacién en vectores e introduccion en orga-
nismos hospedadores que serdn estudiados. Una vez que
tenemos nuestro vector podriamos hacer analisis de fun-
cién para ver si tenemos la actividad deseada o podria-
mos realizar analisis de secuencia que nos permiten hacer
una especie de “foto” para saber qué organismos y qué
caracteristicas tienen los que estdn creciendo en el nicho
estudiador. [4]
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Fig 2. Creacion y andlisis de una metagenoteca.
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5. CONCLUSIONES

Por todo lo anteriormente mencionado, vemos a las
quimiotecas, genotecas y metagenotecas como unas he-
rramientas muy potentes en la busqueda de compuestos
quimicos. Con las que podemos obtener una gran canti-
dad de sustancias que nos podrian ser ttiles para la lucha
contra enfermedades y mejoras necesarias para la indus-
tria.

Estas técnicas tienen un futuro muy prometedor, y
quién sabe el ntimero de compuestos quimicos nuevos
que obtendremos con estas herramientas en pocos afios y
qué nuevas herramientas surgirdn a raiz de estas.
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Energia potencial osmética: Un buen
sustituto de los combustibles fésiles

Ignacio Tomé Fdez. - Ladreda

Resumen— La energia osmética presenta un enorme potencial para obtener energia limpia mediante el contacto de aguas
con diferentes concentraciones de sal para generar electricidad en centrales instaladas junto a la costa, y de la cual, han
surgido dos tipos de tecnologias complementarias: la osmosis por presion retardada y la electrodialisis inversa

Palabras Claves— Energia osmotica, Presion osmética retardada, Electrélisis inversa, Renovable.

1. INTRODUCCION

a utilizacién continua de una energia verde y renova-

ble es el reto mas importante al que se enfrenta la

humanidad en este siglo, siendo un punto clave para
las generaciones futuras [1]. Actualmente, la mayoria de
la generacién de electricidad depende de fuentes no re-
novables de combustibles fosiles que emiten carbono, y
que ha desembocado en un aumento sustancial de las
emisiones de diéxido de carbono y otros importantes im-
pactos ambientales [2, 3]. Las emisiones procedente de
estas combustiones se prevé que aumenten de forma con-
tinua, llegando a 37,2 GT/afio en 2035 [4]. Por lo tanto, la
implementacién de tecnologfas para recoleccién eficiente
de la energia a partir de fuentes renovables es imprescin-
dible para el crecimiento econémico y la proteccién me-
dioambiental [5].
La fuerza con la que el agua llega a la desembocadura de
un rio, viene acompanada de una silenciosa pero inmensa
disipaciéon de energia libre. Este fenémeno, no guarda
relacién alguna con reacciones quimicas ni con la pérdida
de calor, solo con la pérdida de orden: los iones de sal,
inicialmente con movimientos limitados al agua salada,
pueden fluir al agua que inicialmente era dulce, volvien-
do uniforme la concentracién de iones en el agua. La
consecuencia de la pérdida de orden se traduce, en térmi-
nos termodindmicos, como un aumento de la entropia o
liberacién de la energia libre. [6]
La energia libre que se disipa cuando un litro de agua se
dispersa en el mar, produce aproximadamente 2,4 k], una
energia mucho menor que la energia que posee un litro
de gasolina.
Pero cuando la cantidad de agua aumenta, la energia libre
en juego puede llegar a ser inmensa. Por ejemplo, el rio
Po, ingresa unos 1540 m? por segundo en el mar medi-
terraneo, disipando una potencia cercana a los 3,7 GW. [7]
La energia potencial osmética, se basa en la transforma-
cién de la energia libre asociada a la diferencia de salini-
dad en trabajo mecénico, utilizando para ello membranas
semipermeables. Este trabajo mecénico, asociado al flujo
de agua bajo condiciones especificas de presion, puede
ser convertido en corriente eléctrica a través de una turbi-

Ignacio Tomé Fdez-Ladreda. Universidad Pablo de Olavide.
ignacioladreda@yahoo.es

na [8].
2. TECNICAS DE EXPLOTACION

2.1. Osmosis por presion retardada (PRO):

Antes de entrar en los médulos de membrana, el agua de
mar se presuriza mediante el intercambiador de presion
aproximadamente a la mitad de la presién osmética, 12-
14 bares. Después de haber sido filtrada, se hace pasar el
agua dulce hacia el médulo de membrana. En este proce-
S0 se consigue entonces un exceso de agua de mar presu-
rizada, que se divide en dos corrientes: un tercio de este
agua de mar a presion se utiliza para la generacion de
electricidad en una turbina de energia hidroeléctrica, y la
parte restante, pasa a través de un intercambiador de pre-
sién con el fin de presurizar el agua de mar entrante. El
agua producida como desecho (agua salobre) sera rediri-
gida de vuelta a la desembocadura del rio o al mar. [9]

Salida agua
salobre
@ Intercambizdo
.
ey n . Electricidad
‘ Mddulos de membrana f
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—— 2 "
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agu Salida de
Azua dulce agua dulce

Fig. 1: Esquema del funcionamiento de la osmosis por presién re-
tardada.

En los moédulos de membrana, el agua con bajo contenido
en sal se mueve a través de la membrana hacia el agua de
concentraciéon mads alta, que crea una mayor presion de-
bido a las fuerzas osmoéticas. Gracias al control de esta
presion, aproximadamente la mitad de energia tedrica
puede ser transformada en energia eléctrica, obteniendo 1
MW por m?/s de agua dulce.

En consecuencia, cuanto mayor es el gradiente de salini-
dad entre agua dulce y salada, mayor es la presién que se
acumula en el sistema. Del mismo modo, mas agua puede



ser introducida en el sistema y mayor es la energia que
puede ser producida.

Es muy importante que tanto el agua dulce como el agua
de mar estén lo mas limpias posibles. Las sustancias en el
agua pueden quedar capturadas dentro de la estructura
de soporte de membrana o en la misma superficie de la
membrana, reduciendo el flujo a través de la membrana,
la potencia de salida y la eficiencia general del sistema.
Este fenémeno esta vinculado a las caracteristicas de la
membrana, al médulo de membrana y al pretratamiento
del agua dulce y el agua de mar. [11]

2.2. Electrodialisis inversa (EDI):

La técnica de la electrodialisis inversa utiliza una pareja
de membranas, de tipo diferente de las semipermeables
descritas anteriormente: se trata de membranas permea-
bles, ya sea al agua o a los iones de un patrén marcado; se
dividen en catiénicas y aniénicas, segtin que permitan el
paso de cationes o aniones (figura 2). Estas membranas
estdn compuestas de polimeros similares a las llamadas
resinas de cambio i6nico. Una unidad de la técnica consis-
te en una serie de compartimentos delimitados por mem-
branas catiénicas y aniénicas alternativamente; se hace
fluir agua dulce y agua salada, de manera que en cada
uno de los compartimentos se encuentre agua con concen-
tracion distinta de la del compartimento contiguo. Por
difusion, los iones se esparcen de un compartimento con
agua salada a los dos compartimentos adyacentes, pero,
gracias a las membranas, en los dos compartimentos en-
tran iones de signo opuesto. A lo largo de la secuencia de
los compartimentos se produce por lo tanto una diferen-
cia de potencial, que puede ser recogida con dos electro-
dos situados a los extremos.

Cuando se acoplan muchas unidades en serie, formando
una pila alimentada por agua salada, la tension total en-
tre los electrodos alcanza decenas de voltios. En los com-
partimentos colocados a los extremos, donde se recoge la
corriente de los electrodos, la tension debe ser suficiente
para que suceda una 6xido-reduccién, ya que si no ocu-
rriera, no habria ningtn paso de corriente
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Fig.2: Esquema del funcionamiento de la electrodidlisis inversa.
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En la técnica ED], la permeabilidad de la membrana defi-
ne la resistencia al paso de los iones, esto es, de la corrien-
te.

La potencia tipicamente producida es del orden de 1 - 3
W por m? de membrana, analoga por lo tanto a la produ-
cida por la técnica PRO. Dado que la fuente de energia es
la misma, sea PRO o sea EDI, pueden producir idealmen-
te la misma energia a partir de la misma cantidad de
agua, y también el rendimiento efectivo es similar, esto es,
mayor del 50%. [6}

3. LA COMPETITIVIDAD DE LA ENERGIA OSMOTICA

El coste energético estimado de la energia osmética es
comparable y competitivo con otras fuentes de energias
renovables, como las olas, las mareas y la energia e6lica
marina. Aunque las membranas todavia requieren un
desarrollo més extenso, un analisis de costos entre mer-
cado existente sitia la energia osmoética como una de las
energias con mas potencial futuro, entrando en un rango
de costos de 50-100 € /MWh (figura 3). [8]
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Fig.3: Posicién potencial en el mercado energético de la energia poten-

cial osmética.

Por otro lado, el impacto ambiental que produce la
energia potencial osmética viene asociado a la infraestruc-
tura necesaria para su extraccién, ademdas del impacto
derivado de la salida y entrada de agua salada sobre el
entorno. Aun asi, se podria reducir el impacto mediante
la gestién del agua asociada al funcionamiento de la plan-
ta, pudiendo ser esta disefiada de forma que los biotipos
del rio, estuario y océano sean mantenidos en buen esta-
do.

4. CONCLUSIONES

La energia osmética se perfila en el futuro como una de
las energias renovables mas potentes. Se siguen desarro-
llando mejoras en ambos sistemas de extraccién, sobreto-
do en cuanto a la calidad de las membranas. Estudios de
mercado las sitian en un costo en torno a 50-100 €/ MWh,
convirtiéndola en més econémica que la energia solar o
edlica en mar abierto y con la posibilidad de causar un
menor impacto que estas mediante un 6ptimo disefio de
las infraestructuras.
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RECONOCIMIENTO MOLECULAR DE LA CAFEINA

Isabel Pérez Martinez

Resumen: La sintesis de receptores artificiales para derivados de xantinas, en especial para la cafeina, ha hecho que
se desarrolle una intensa investigacién sobre el mecanismo molecular que lleva a la interaccién entre este sustrato y el
respectivo receptor, un estudio que hace hincapié en la estructura molecular de la cafeina y cémo influye tal estructura

en la dificultad de desarrollar los receptores.

Palabras clave: Sitios de union, co-cristales, receptor artificial, cafeina, reconocimiento molecular.

1. INTRODUCCION

La cafeina es un alcaloide derivado de la xantina,
considerada por algunos una droga psicoactiva, barata y
facilmente disponible; consumida en el café, té negro, té
verde, algunos refrescos, como coadyuvante en algunos
farmacos e incluso se emplea en cosmética. Actda sobre el
sisterna nervioso central, SNC, estimula el musculo cardiaco,
relaja el musculo liso, es diurética, aumenta las secreciones
gastricas, es antibroncoespastica y antitusigena [1, 2].

En investigaciones recientes se ha estudiado su
accion para inducir la pérdida de peso, su efecto en la
resistencia fisica de los atletas, el tratamiento de
enfermedades tales como Parkinson, Alzheimer, enfermedad
isquémica, enfermedad de Huttington y envenenamiento
fetal por metilmercurio.

Su consumo, en pequefias dosis y en adultos, se
considera inofensivo, aunque algunos estudios establecen
que posee efectos desfavorables ya que, aunque el consumo
habitual de una taza de café al dia no produce adiccién,
cuando no se consigue la dosis habitual aparecen sintomas
de abstinencia: dolor de cabeza, fatiga, dificultad en la
concentracion, somnolencia e incluso dolor muscular. La
sobredosis de cafeina provoca sobreestimulacién del SNC
generando nerviosismo, insomnio, ansiedad, trastornos en la
miccién y gastrointestinales, pulso irregular y, en casos
extremos, la muerte [3].

Los trabajos realizados, enfocados a la comprension
del papel que desempefia la cafeina en los sistemas
biolégicos, estan basados en el reconocimiento molecular de
esta, tanto en disolucién como en estado sélido.

La razén de que la cafeina sea responsable del
estado de vigilia en la persona radica en la gran similitud
estructural entre las moléculas de cafeina, adenosina y
fosfato de adenosina ciclico, (Fig 1). La adenosina regula la
actividad cerebral, y cuando la concentracién de adenosina
es elevada inicia la unién a receptores activando los
mecanismos responsables del suefio; la unién de cafeina a los
receptores de adenosina retrasa la somnolencia.
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Fig 1. Similitud estructural entre cafeina y adenosina [1].

La cafeina es moduladora de la respuesta inmune
tanto innata como adaptativa. Las evidencias obtenidas,
resultado de los trabajos realizados in vitro e in vivo sugieren
que su accién inmunomoduladora estd mediada a través de
la inhibicién del monofosfato de adenosina-fosfodiesterasa
ciclico, (¢(AMP-PDE), con el consiguiente aumento de la
concentraciéon de cAMP producida por la hormona
epinefrina.

La cafeilna aumenta la frecuencia cardiaca,
aumentando la capacidad de respuesta del corazén, porque
produce un aumento de los niveles de ATP como
consecuencia del aumento de cAMP al inhibir la accién de
cAMP-PDE.

2. RECONOCIMIENTO MOLECULAR DE LA CAFEINA

De entre todos los alcaloides de la xantina, la
cafeina es la base mas fuerte, es una clase de oxopurina
alquilada, capaz de unirse a compuestos naturales como
catequina, teoflavina o ciclodextrina; también puede unirse a
diferentes 4cidos dicarboxilicos e hidroxidcidos, tiene
caracteristicas “de péptido”, de modo que compite
eficazmente con las proteinas frente a sustratos fendlicos, lo
que permite regenerarlas a partir de complejos polifenol-
proteina por tratamiento con cafeina. La molécula de cafeina
es pequefia, esto optimiza su eficacia en la formacién de
complejos con sustratos polifenélicos en los cuales el grupo
fendlico es buen donante de protones y la cafeina un buen
aceptor de los mismos para la formacién de enlaces de
hidrégeno. Los nitrégenos de la cafeina estan totalmente
metilados, lo que los convierte en un mal sitio de
reconocimiento para los receptores; no obstante, la
contribucién hidréfoba es el factor que mas influye en la
interaccién cafeina-polifenol en medio acuoso, (Figura 2a y
2b) [4,5].
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Fig. 2. Caracteristicas polares complementarias de un
compuesto fendlico (a) y la cafeina (b) [1].



En lo que respecta a la unién de la cafeina con los
receptores acidos se sabe que es mas fuerte que la de otros
alcaloides de xantina, hecho que queda debidamente
justificado, dado que es la base mas fuerte de entre todos los
alcaloides de xantina.

Actualmente se han sintetizado receptores
artificiales para derivados de la xantina, su disefio se ha
basado en la eleccién de fluoréforos que permiten la union
de grupos hidroxilo, fendlico o carboxilo. La principal
dificultad a la hora de disefiar un receptor es colocar los
grupos de enlace de forma apropiada para que se pueda
establecer el maximo nimero de enlaces de hidrégeno, y dar
lugar a la formacion de un complejo més fuerte. Se han
desarrollado diferentes sensores y reacciones con capacidad
de sefalizacién para el reconocimiento molecular de la
cafeina. Waldvogel propuso el primer receptor artificial
sobre la estructura del hexahidroxitrifenileno y el
reconocimiento de la cafeina en solucién acuosa se logré por
primera vez mediante receptores de porfirina, cuyo
mecanismo de unién se estudié6 mediante aplicaciones de
espectrometria, resonancia  magnética  nuclear y
microcalorimetria. Los métodos fluorimétricos ofrecen la
ventaja de ser sensibles y faciles de disefar, ya que se
conocen  sensores quimicos  fluorescentes  basados
exclusivamente en el enlace de hidrégeno. Se sabe que el
carbazol es un buen fluorosensor, altamente selectivo y
sensible, con gran afinidad hacia el oxigeno del anillo y el
imidazol basico de la cafeina, es estable quimicamente y
presenta un alto rendimiento cuantico de fluorescencia [6, 7].

Por otra parte, la importancia de la co-cristalizacién
en estado sélido radica en que permite obtener materiales
con propiedades “a medida”. En la industria farmacéutica se
obtienen co-cristales: complejos 1:1 cafeina-formaco sulfa-
antibiético; complejo 1:1 cafeina-acido dicarboxilico.

En estado sélido la cafeina forma facilmente un
hidrato cuya estructura cristalina ha sido determinada por
rayos X. Este hidrato puede transformarse, en condiciones
ambientales, en una fase-3-anhidro que, a su vez, al
aumentar la temperatura puede transformarse en otra fase-a-
anhidro, se conoce también wun hidrato cristalino no
estequiométrico que contiene 0,8 moles de agua por mol de
cafeina; cuando la cafeina cristaliza en presencia de agua,
esta se retiene como un sustituto para el enlace de hidrégeno
y para las interacciones laterales débiles y poco selectivas [8].

Debido a su basicidad (pK del grupo imidazol=3,6),
la cafeina es especialmente adecuada para la co-
cristalizacion, en su forma neutra, con acidos carboxilicos
aromaticos y polifenoles. La cafeina posee tres sitios que
pueden actuar como aceptores de enlaces de hidrégeno, un
grupo se basa en un atomo de nitrégeno de un imidazol,
mientras que los dos grupos restantes se basan en dtomos de
oxigeno de los grupos carbonilo de una urea y un resto
amida.

Entre los cristales cafeina-dcido se distinguen,
significativamente, complejos i6énicos en forma de sales y
complejos neutros en forma de co-cristales. Se han aislado
cristales de cafeina-acido adipico en los que ambos
componentes forman un aducto cafeina-acido-cafeina de tres
componentes unidos mediante un fuerte enlace de hidrégeno
OH....N y otros débiles. Este aducto trimérico se une a otra
molécula de acido adipico a través de enlaces de hidrégeno
OH....O. También se han aislado cristales de cafeina-acido
succinico y de cafefna-acido picrico.

Las investigaciones llevadas a cabo con grupos
carboxilo e hidroxilo pretendian demostrar la fuerte
interaccién 4dcido-base en los co-cristales sin que se produjera
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ninguna transferencia de protones, el andlisis de las
estructuras por rayos X fue consistente con el hecho de que
todos los complejos son neutros, y la distancia C-O
corresponde a la de un co-cristal sin transferencia de proton.

3. CONCLUSIONES

Independientemente del hecho de que la cafeina sea
considerada para unos como droga adictiva y para otros
como un estimulante atil que, entre otros beneficios,
aumenta la concentracién, lo importante a recordar es que
los efectos que produce dependen del metabolismo y de la
ingesta en cantidad y frecuencia.

La quimica bioorganica moderna trabaja en el
disefio de moléculas sintéticas que desempefian el mismo
papel en los sistemas biolégicos que las enzimas. En relaciéon
a ello se han disefiado gran variedad de receptores
moleculares artificiales para el reconocimiento molecular de
la cafeina, tanto en fase sélida como en solucién, capaces de
unirse a ella de manera eficiente y selectiva.

De todos los sistemas aplicados en la deteccién de la
cafeina mediante receptores artificiales, ya sea en solucién o
en estado s6lido, la deteccion fluorimétrica es la més rentable
por su selectividad y sensibilidad.

La comprensién de la naturaleza de las fuerzas
intermoleculares como responsables del reconocimiento
molecular y de la selectividad y afinidad en la interaccién ha
abierto las puertas a la quimica biolégica. Los enlaces de
hidrégeno se utilizan como herramienta para disefiar
estructuras de cristales moleculares, debido a su fuerza y a
su naturaleza direccional con respecto a cualquier otro tipo
de interaccién intermolecular. Una de las principales
aplicaciones del desarrollo de los co-cristales estd en la
industria farmacéutica, en la que se trabaja actualmente en la
creacion de co-cristales de cafeina-compuestos con funciones
hidroxilo, acido carboxilico y acido hidroxicarboxilico, con
propiedades y funciones especificas.
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