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Un afio después me encargan de nuevo escribir el Editorial del nimero de Primavera de MoleQla y
este afilo me sorprende la tarea mientras me encuentro trabajando en la patria de El Bosco, Spinoza 'y
Erasmo de Rotterdam. Todos ellos considerados figuras adelantadas a su tiempo, e insignes
representantes de los valores del humanismo y la razén frente al oscurantismo y los prejuicios de
una sociedad medieval. Los Paises Bajos, a pesar de ser un pequefia nacion surgida probablemente
en uno de los lugares mas inhospitos de Europa, acechada constantemente por la amenaza de las
aguas cruzadas del Mar del Norte y del Rin, caida en lo mas bajo de un pantano gigantesco por el
que desaguan los aluviones de Germania y donde descargan las tormentas del Atlantico, y
vapuleada en sus inicios por las hordas inquisitoriales del Duque de Alba; supo a pesar de todo ello
(o quizés gracias a ello) convertirse en una de las naciones mas prdsperas, tolerantes, avanzadas e
influyentes de Occidente. Usando una terminologia puramente cientifica, si definiéramos un
cociente (influencia historica)/superficie (IHS) o (influencia historica)/poblacion (IHP), las
Netherlands serian probablemente una de las naciones con los indices IHS o IHP mas altos del
Mundo.

¢Y como se me ocurre relacionar los Paises Bajos con el numero de Primavera de MoleQla? ;Sera
porque el gélido viento de Eindhoven me hace implorar porque llegue el buen tiempo de una
soberana vez? La verdad es que la Primavera es la estacion en la que la luz vuelve al Hemisferio
Norte, y los tiempos de El Bosco, Spinoza y Erasmo trajeron la luz a la sociedad europea de los
siglos XVI y y XVII. Ellos fueron defensores y valedores de la razon, el humanismo y la libertad
intelectual en un mundo en el que todavia las creencias religiosas impregnaban todos los &mbitos
del saber y de la organizacion de la sociedad. Y es que todavia hoy en dia los que creemos que la
ciencia y el humanismo deben ser los motores del progreso tecnoldgico y social, hemos de luchar
dia a dia para erradicar prejuicios y creencias basadas en supersticiones y sentimientos subjetivos.
Uno de los articulos de este numero lleva por titulo “Inmunizando frente a los prejuicios
antivacunas”. Otro “Riesgo y Vulnerabilidad: Conocer para proteger”. Y es que sin duda inmunizar
y conocer para proteger sean probablemente dos de las principales tareas que un cientifico y un
humanista debieran siempre tener presentes. Os animamos a que leais el nuevo nimero de MoleQla
desde esta perspectiva. Puede que incluso algun articulo “...will chill you”.

El equipo editorial de MoleQla y todos los que la hacen posible estacion tras estacion os desean
unas muy felices, luminosas e ilustradas vacaciones de Primavera.

Juan Antonio Anta
Editor de la Revista MoleQla
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Prevencion de enfermedades cronicas desde
el area de Educacion Fisica y Deportiva. Una
propuesta educativa

Angel Moisés Roman Avila

Resumen— La prevencién de enfermedades ha tomado especial importancia en los ultimos afios, asi como la importancia de
la escuela como agente capaz de establecer y mantener conductas saludables a lo largo de la vida del alumno. Las nuevas
tecnologias unidas a los centros de interés y el trabajo cooperativo de los alumnos pueden servir como una herramienta muy

potente para conseguir dichos fines.

Palabras Claves— Conductas saludables, nuevas tecnologias, actividad fisica y salud, intervencion educativa.

1. INTRODUCCION

as enfermedades crénicas son un gran problema

médico actual que, de forma global, generan altos

gastos econémicos derivados de su tratamiento. Es
considerado como un problema de gran impacto sobre la
salud publica a nivel mundial y por ello es necesario ac-
tuar no solo desde la prevencién secundaria y terciaria,
sino también desde la prevencién primaria.

Partimos de una situacién donde el 51% de la pobla-
cién adulta espafiola tiene sobrepeso y donde el 28% tiene
obesidad [1]. Esta enfermedad tiene grandes asociaciones
con factores de riesgo cardiovascular como la diabetes, la
hipertensién o la hipercolesterolemia, entre otras. Concre-
tamente el 13,8% de la poblaciéon espaifiola tiene diabetes
pero peor atin es que el 6% de la poblacién tiene diabetes
y no es consciente de ello [2]. No obstante, todas las en-
fermedades crénicas no tienen por qué darse en la edad
adulta y ahi podemos encontrar el dolor crénico de es-
palda, tan extendido entre los nifios y adolescentes en
edad escolar [3].

Actualmente se ha conseguido aumentar nuestra espe-
ranza de vida aproximadamente de 60 a 80 afos en los
altimos 50 afios. Ademéas hemos conseguido descender el
ndimero de victimas mortales derivadas de enfermedades
y esto es visto como un logro desde el punto de vista de la
medicina. No obstante, lo cierto es que el precio a pagar
por esos afios mas de vida es la calidad de vida, la cual se
ve mermada en los tltimos afios de la vida de una perso-
na. Dar afios a la vida y vida a los afios es el gran reto del
futuro en la medicina, idea que soporta el prestigioso car-
didlogo Valentin Fuster. Para este autor, por lo tanto, el
éxito de la medicina en el futuro es la prevencion.

En este sentido, hace poco mas de una década década
surgié uno de los articulos mas discutidos en cuestion de
prevenciéon de enfermedades cardiovasculares donde
Wald y Law [4] propusieron la creacién de una polipildo-
ra que contenia bajas dosis de vitaminas, antihipertensi-
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vos, reguladores para el colesterol, entre otros y que se
administraba a la poblacién adulta mayor de 55 afios de
forma diaria. Con ello conseguirian reducir hasta en un
80% las enfermedades cardiovasculares. En respuesta a
este polémico articulo surgi6 la revisién de Fuiza-Luces et
al. [5] donde se fundamentaba que la polipidora real para
la prevencién de enfermedades era el ejercicio fisico. Este
articulo defiende que el ejercicio fisino no solo previene
de enfermedades cardiovasculares (como defendian Wald
y Law) sino que previene de otras muchas enfermedades
como la Diabetes, la osteoporosis o incluso aspectos como
la mejora de la inmunologia y el envejecimiento. Ademas,
tratan el ejercicio fisico como una herramienta accesible a
toda la poblacién y de bajo coste econémico.

Valentin Fuster entiende la prevencién desde una
perspectiva educativa y trata de crear patrones de con-
ductas saludables a edades tempranas desde la escuela
[6]. Soporta que los nifios tienen una mayor influencia
sobre los adultos que los adultos sobre los nifios. Para él,
el ejercicio fisico y la alimentacién son los pilares basicos
a trabajar en la escuela para crear conductas saludables
permanentes. En Espafia ya son mas de 100 centros edu-
cativos los que estan inmersos en los proyectos de su fun-
dacién “SHE” (Science, Health and Education).

No obstante, sus proyectos estdn basados en libros de
texto y actividades que quizés, aunque estan siendo efec-
tivos, no respondan a la actualidad pedagoégica. Por ello,
el objetivo de este articulo no es mas que dar una aporta-
cién bajo su misma filosofia con metodologias cooperati-
vas y la consecucién de retos de manera transversal en el
curriculo de Educacién Fisica.

2. PROPUESTA EDUCATIVA

La propuesta educativa se desarrolla dentro de un
proyecto transversal anual, caracterizado por el trabajo
cooperativo y la consecucién de retos. Este parte del ana-
lisis del contexto como centro de interés del alumnado
para conseguir la implicacién tanto de ellos como de su
entorno. Este proceso queda secuenciado en la figura 1.
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Fig. 1. Secuenciacion del proyecto

El objetivo es que la informacion y las conductas lle-
guen al mayor nimero de personas posibles de cualquier
edad y en este aspecto no podemos olvidar el potencial de
difusién que tienen las redes sociales hoy en dia. Por ello
la red social Facebook es la herramienta clave para ir des-
arrollando este proyecto.

En primer lugar es necesario confeccionar un listado
de enfermedades utilizando un brainstorming que poste-
riormente serd completada tanto por el profesor como el
entorno familiar mas cercano del alumno y crivado hasta
reducir el listado a enfermedades crénicas. Posteriormen-
te, se deberd analizar la prevalencia de enfermedades in-
cluidas en Ia lista con el fin de tratar durante el proyecto
aquellas en las que se determine mayor prevalencia de-
ntro del grupo clase.

El siguiente paso es proceder a la apertura de una
pagina de Facebook comun para todo el grupo clase bajo
el titulo de un lema, en nuestro caso “afios a la vida y vi-
da a los afios”. Sélo existird un usuario mediante el cual
todos los alumnos realizardn sus aportaciones y distin-
guirdn sus aportaciones con las de otros comparieros fir-
mando su publicacién al final del texto. Una vez cons-
truida la pagina empezara propiamente el trabajo de pre-
vencién y educacion para la salud.

La intervencion se realiza con grupos de trabajo coope-
rativo de aproximadamente 4-5 alumnos y en gran grupo.
El alumnado ird aportando contenidos a la pégina bien
sea de contenidos para conocer mejor una determinada
enfermedad o cudl es su sintomatologia, aportaciones de
experiencias personales de los familiares, cémo determi-
nados tipos de actividad fisica pueden llevar a una pre-
vencién primaria o secundaria de una enfermedad de-
terminada, pueden compartir noticias o articulos de otros
autores que traten un tema relacionado, etc. En definitiva
contenido sobre contexto y prevencién de enfermedades a
través del ejercicio fisico.

Para incentivar la participacién de los grupos o del
grupo completo se plantea una consecucién de retos rela-
cionados con la actividad en la pagina. Estos retos pueden
ser llegar a un determinado ndmero de “likes” en la pagi-
na en un determinado tiempo, aportar a la pagina un de-
terminado ntimero de publicaciones, conseguir que per-
sonas de su entorno ajenas al grupo comenten sus expe-
riencias sobre una determinada enfermedad, aportar gra-
baciones o imagenes de miembros del grupo realizando
actividad fisica con sus familiares, etc. Siempre el reto
debe ofrecerse cuidadosamente y debe ser acorde con la
capacidad de trabajo del grupo ya que si son demasiado

complejos pueden llegar a desmotivarse y si son dema-
siado simples pueden perder el interés por realizar las
actividades propuestas.

De la misma forma que se formulan los retos, éstos de-
ben ser premiados para acentuar su implicacion en el
proyecto. Para ello utilizaremos actividades complemen-
tarias o extraescolares que tenemos incluidas en nuestra
programacion a principio de curso. Cualquiera de estas
actividades por su caracter extraordinario tiene capacidad
de motivacién, por ello, podemos plantear premiar al
alumnado tras conseguir un reto con una actividad de
este tipo, que en cualquier caso se iba a dar. Mantener en
secreto al alumnado por ejemplo una salida para practicar
actividad fisica en el medio natural en el més de mayo
para ofrecérsela como premio a la consecucién de unos
retos previos en el més de marzo puede ser una buena
opcién para aprovechar ese recurso. No siempre se con-
seguird el reto propuesto y esto podria limitarnos pero
seguramente mds de un reto serd conseguido con seguri-
dad en la mayoria de los casos. De la misma forma po-
demos aprovechar el “desayuno andaluz” en el Dia de
Andalucia o una salida a la piscina municipal en mayo
(Dia mundial de la Fibromialgia) donde aprovechemos
para experimentar cémo realizan ejercicio estas personas
entre otras actividades planificadas. No obstante, no
siempre el premio debe ser un acto programado previa-
mente y puede darse en funcién de los intereses del gru-
po clase que manejemos.

Normalmente las clases se desarrollarian de manera
normal atendiendo al curriculo aportado por la legisla-
cién vigente pero la secuenciacién puede verse modifica-
da en funcién de las efemérides relacionadas con las en-
fermedades cronicas. Por ejemplo, quizds me interese tra-
bajar los deportes colectivos en noviembre para potenciar
el caracter ladico de este tipo de actividad fisica justo el
més donde se encuentra el dia mundial de la obesidad.
No obstante todas las unidades didécticas estarfan rela-
cionadas con la prevencién primaria y secundaria y asi se
les pediria reflexionar en pequefios grupos al alumnado y
transmitirlo a los contenidos de la péagina de Facebook
creada.

Por otra parte, el teléfono moévil en este proyecto podr-
ia ser una herramienta muy potente y seria necesario au-
torizar su uso con fines académicos. Actualmente la gran
mayoria del alumnado posee un dispositivo mévil propio
y si no fuese asi el trabajo en grupo permitiria apaliar su
déficit. El dispositivo mévil es la dnica herramienta inter-
activa que se podria utilizar en el patio para las clases de
Educacién Fisica y éste nos permitiria realizar aportacio-
nes a la pagina de manera instantdnea, podriamos realizar
grabaciones de video o fotos de actividades que se pue-
den subir a la pagina y comentar su funcién y cémo in-
terviene en la prevencién de una determinada enferme-
dad. Pero el maximo potencial de los dispositivos méviles
son sus aplicaciones para el registro de datos del entre-
namiento entre las que podemos destacar los GPS y los
podoémetros. A través de ellos podemos extrapolar la ac-
tividad fisica no solo dentro del centro educativo sino
fuera del mismo. Podriamos plantear un reto en el cual la
clase en su conjunto tuviese que demostrar la realizacién



de un ntimero de kilémetros o un nimero de pasos de-
terminado y posteriormente compartir los resultados en
la pagina y comentar sobre sus experiencias. Este tipo de
intervenciones ya se han llevado a cabo por Martinez-
Lopez et al. en 2012 [7]. No obstante, puede ser que el
registro de los datos del podémetro en el dispositivo
moévil sea menos susceptible de engafio ya que un podé-
metro puede ser usado por cualquier familiar o compafie-
ro mientras que los jévenes tienen cierta reticiencia a dejar
sus propios dispositivos a otras personas por contener
conversaciones y elementos privados.

Para poder llevar a cabo este proyecto es necesario ser
consciente de que los alumnos son menores de edad y no
podemos publicar imagenes sin autorizacién. Para ello
seria necesario pedir una autorizacién por parte de sus
padres a principio de curso para poder utilizar las image-
nes con fines educativos y respetar la decision de los
alumnos que no deseen salir en dichas imdgenes. No por
ello no se puede llevar a cabo el proyecto sino tener cui-
dado en cualquier caso para que se respete la decision.

3. CONCLUSIONES

El sedentarismo es la pandemia del siglo XXI y de ello
deriva la mayoria de enfermedades crénicas. Es necesario
atacar desde la educacién para dirigir al alumnado hacia
el cambio y mantenimiento de conductas saludables tanto
de ellos mismos como de su entorno mas cercano. Las
redes sociales tienen gran potencial para divulgar infor-
macién y un proyecto donde se realice una buena gestion
de ellas puede influir en su entorno y en su contexto. De
la misma forma las herramientas interactivas fuera del
aula pueden ayudar a actuar sobre una poblacién cada
vez mas digitalizada para conseguir reducir los factores
de riesgo relacionados con las enfermedades crénicas e
influir sobre su entorno.
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La Inyeccion Letal

Rafael Lopez Rodriguez

Resumen—Este articulo versa sobre la inyeccién letal, como mecanismo para la ejecucion de personas, utilizada
principalmente en paises tales como Estados Unidos y China. Conoceremos todo lo que a ella engloba, sustancias que lo
componen, su funcién, el procedimiento, la existencia o no de sufrimiento, etc. Un breve escrito que intentard acercarnos mas
a la inyeccion letal, tan oida por todos, pero a la vez tan desconocida.

Palabras Clave—Dosis, Inyeccion, Muerte, Sufrimiento, Sustancias.

1. INTRODUCCION

I_Iace algo mas de un ano, descubri una noticia en un
periddico de nivel nacional acerca de este tema. El

hecho de que en estos momentos me encuentre es-
tudiando el Grado de Criminologia y que el titular invita-
ba a su lectura (“Un preso agoniza durante dos horas tras
serle administrada la inyeccion letal”), [1] no podia dejar es-
capar la oportunidad de acercarme a la materia tan cono-
cida por todos, pero a la vez muy ignorada.

Todos sabemos que la “inyeccién letal” es utilizada
para acabar con la vida, no sdlo de personas, sino también
de otros seres vivos, como perros catalogados como vio-
lentos o incluso caballos que sufren alguna enfermedad y
ya “no tienen valor”; no obstante en este articulo nos cen-
traremos exclusivamente en el ser humano.

Pese a ser mundialmente conocida, no todo el mundo
esta al corriente de su composicién quimica, cémo reac-
ciona el cuerpo ante esta inyeccion, la existencia o no de
dolor previo a la muerte, si se puede considerar humani-
taria esta muerte.... todas estas cuestiones seran tratadas
en este escrito.

La inyeccion letal, tuvo su origen en el afio 1977, des-
arrollada principalmente como alternativa mas humana a
la silla eléctrica. Se podria definir de forma escueta como
un método de ejecucion, de acabar con la vida, que con-
siste basicamente en inyectar por via intravenosa y de
manera continuada una cantidad letal de un somnifero de
accion rapida en combinacion con un producto quimico
paralizante [2]. Para hacerse una idea, este procedimiento
es muy similar que se utiliza en los hospitales para admi-
nistrar una anestesia general, previa a cualquier tipo de
operacion, pero obviamente las sustancias inyectadas lo
son en cantidades letales.

2. SUSTANCIAS QUE LO COMPONEN

Para que la inyeccién letal tenga el fin que se le pre-
supone se necesita conjuntamente la aplicacién de tres
sustancias: Tiopental Sédico, Bromuro de Pancuronio y Cloru-
ro de Potasio. Cada uno de ellos produciendo una reacciéon
diferente en el cuerpo y complementdndose entre ellas
para poder acabar con la vida.

2.1. Tiopental Sddico

El Tiopental Sodico es un barbittrico de accién muy
rapida que en lineas generales provoca la pérdida del
conocimiento.
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Fig. 1. Férmula Tiopental Sédico.

El Tiopental Sodico es un medicamento que se utiliza
principalmente como anestésico vy cuya férmula se puede
observar en la Figura 1. Tiene la capacidad de pasar la
barrera hematoencefalica, produciendo una intensa ac-
cion depresora y anestésica. Acttia sobre los receptores
GABA vy como depresor no selectivo del sistema nervioso
central. No produce analgesia, sino que realmente depri-
me la corteza sensorial inhibiendo la conduccién ascen-
dente de los impulsos nerviosos hacia el encéfalo, produ-
ciendo sedacion a corto plazo, disminucién de la presién
arterial, vasodilatacién, arritmias cardiacas, hipotensién
endocraneal e intraocular, depresion respiratoria notable,
relajacion de los esfinteres del cuerpo y broncodilatacion
entre otros efectos.

2.2. Bromuro de Pancuronio

El Bromuro de Pancuronio es un bloqueador de placa
mioneural no despolarizante, que paraliza el diafragma, v
por lo tanto, impide la respiraciéon. La féormula de esta
sustancia se puede observar en la Figura 2.
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Fig. 2. Férmula Bromuro de Pancuronio.



Produce relajacion muscular v se utiliza durante in-
tervenciones quiruirgicas mayormente en la intubacién
endotraqueal v en la respiracion asistida; asi como tam-
bién tiene ciertos efectos en el sistema circulatorio.

2.3. Cloruro de Potasio

El Cloruro de Potasio provoca la despolarizacion del
musculo cardiaco provocando con ello un paro cardiaco
en el ser vivo.
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Fig. 3. Formula Cloruro de Potasio.

Es un haluro metdlico compuesto de potasio v cloro
[3]. Su férmula se encuentra en la Figura 3. Produce efec-
tos severos sobre el musculo cardiaco; altas dosis pueden
causar paro cardiacoy una muerte rapida. También en
contacto con la piel puede producir severas quemaduras
v si se inyecta por via intravenosa sin diluir, causara se-
rias quemaduras y una muerte lenta y dolorosa.

3. Dosis LETAL MEDIA

Es interesante, una vez conocido los tres componentes
que conforman la inyeccion letal, conocer en cada uno de
ellos cual es su dosis letal media o DLs, entendiéndose
por dosis letal, aquella dosis de una sustancia que produ-
ce la muerte en un sistema dado, datos que se pueden
observar en la Tabla 1.

TABLA 1.
Dosis LETAL MEDIA

Dosis en opera-
ciones quirtrgi-

Sustancia Dosis Letal Media (DLso cas
100-150 mili-
Tiopental Sédico 5 gramos. gramos.
40-100 micro-

Bromuro de Pancuronio 100 miligramos. gramos/kg.

Cloruro de Potasio

100 miligramos.

Como bien se sabe, esta la dosis letal varia en funcién
de diferentes factores (sexo, edad, salud, raza...). Por ello,
es conveniente para este articulo conocer preferiblemente
su dosis letal media DLs, entendiéndose por tal la dosis
de un agente quimico o fisico, que se espera que produzca
la muerte al 50% de los individuos de una poblacion bajo
un conjunto de condiciones definidas, teniendo presente
que la incorporacion de la sustancia al cuerpo humano se
hace en nuestro caso de manera intravenosa.

4. FUNCIONAMIENTO

Tal vez la inmensa mayoria ha visto en peliculas o se-
ries una muerte por inyeccién letal, pero como bien es
sabido, eso es ficcién y no se asemeja a la realidad. Su

verdadero funcionamiento se puede resumir en tres fases:

4.1. Fase Protocolaria

La persona a la que se le va a administrar la inyeccién
letal es acostado en una camilla con ruedas, sujetandole
las muifiecas y los tobillos con bandas de correa, pero la
cabeza suelta para que pueda ver a sus familiares y testi-
gos, siempre y cuando los cristales de la cdmara no sean

en una sola direccién, tal y como se muestra en la Figura
4.

Fig. 4. Sala de ejecucion.

Una vez inmovilizado un funcionario de prisién en-
trenado para esta funcién le insertan dos tubos intraveno-
sos, uno en cada brazo, los farmacos son administrados
por uno y el otro de reserva por si surgen complicaciones,
dichos tubos atraviesan una abertura sobre la pared que
lleva a una antesala, en la que se encuentra la persona que
va a llevar a cabo la ejecuciéon, mediante una “bomba de
infusién”, dicha bomba, aplica automaticamente y se-
cuencialmente cada una de las tres sustancias [4].

4.2. Fase de Ejecucion

En esta fase se lleva a cabo la introduccion en el cuer-
po humano de las tres sustancias que componen la inyec-
cion letal, por via intravenosa, en un orden y unas canti-
dades totalmente exactas y precisas para conseguir que
toda esta fase sea una ejecucion indolora [5].

En primer lugar se administra una dosis potencial-
mente mortal de tres a cinco gramos de la primera sus-
tancia, el tiopental sédico. Este farmaco induce a la anes-
tesia v por lo tanto, a la pérdida de la conciencia, como si
de un coma medicamente inducido se tratase; en primer
lugar, este medicamento afecta al cerebro, esta sustancia
sirve para pararlo, deshabilitando por consecuencia los
sentidos, iniciando un proceso en el que se duerme el
cuerpo, v el corazon y la respiracion disminuyen su ritmo;
este barbittrico hace efecto en unos 30 segundos desde
su administracién intravenosa.

En segundo lugar se administra una dosis de 40 a 100
miligramos de bromuro de pancuronio. Este funciona
como un medicamento paralizador, su funcién es parali-
zar todos los musculos, incluido el diafragma, lo que a su
vez lleva a una parada respiratoria, siendo por ello su
aplicacion critica, ya que el diafragma es el musculo que
se utiliza para respirar, impidiendo que el paciente pueda
respirar por si mismo, no obstante el corazon sigue la-
tiendo. En el caso de la dosis administrada en la inyecciéon
letal, el bromuro tarda entre 15 y 30 segundos en actuar.

Finalmente, como atn el corazén sigue latiendo, se


https://es.wikipedia.org/wiki/Paro_card%C3%ADaco
https://es.wikipedia.org/wiki/Muerte

administra una dosis de 100 a 160 mEq de cloruro de po-
tasio. Este medicamento, sube los niveles de potasio en la
sangre, afectando al ritmo cardiaco, y provocando que el
corazon no pueda conducir la electricidad de forma nor-
mal induciendo a que se produzca una parada cardiaca.
Habitualmente, la muerte tiene lugar en 7 o 10 minutos y
ha de ser certificada por un médico.

4.3. Fase de certificacion de la muerte

Una vez llevado a cabo la introduccién en el orden
adecuado y en las cantidades precisas, se deja el cuerpo
reposar durante unos minutos (10-15 minutos), y poste-
riormente un médico homologado comprueba efectiva-
mente la muerte del paciente. Como nota caracteristica,
no se le permite a un médico participar en las ejecuciones
maés alla de la certificacion de la muerte, debido a su ética
profesional.

En principio, como se ha dicho anteriormente la muer-
te por inyeccién letal es un proceso rapido que no debe de
durar mas de unos 5 minutos, pero es cierto que se han
dado casos en los que el paciente no ha fallecido hasta
pasado més de 30 minutos, este aumento de tiempo
siempre ha ido asociado al sufrimiento por parte del pa-
ciente, evitando asi uno de los fines principales de la in-
yeccion letal: la ausencia de sufrimiento; ya sea o bien por
un fallo en la fase protocolaria, un error en la dosis o bien
problemas fisiolégicos, como por ejemplo una enferme-
dad en el higado que impida al organismo metabolizar
con rapidez las sustancias quimicas administradas [6].

5. EXISTENCIA O NO DE DOLOR

Como se ha comentado anteriormente, este método
fue impuesto por razones humanitarias, suplatando otras
técnicas para llevar a cabo las condenas a muerte, como
eran la famosa “silla eléctrica” o la tradicional “horca”;
déandose por hecho que mediante la inyeccién letal, el
paciente no sufria, aunque puede ser, segin un estudio de
la Universidad de Miami [7], que la inyeccién letal no sea
tan humanitaria, y para ello he dispuesto un esquema con
tres posibles errores en la fase de ejecucion:

1. Absorcion parcial del Tiopental S6dico:

- El paciente se despierta y siente como el
bromuro de pancuriano v el cloruro de pota-
sio empiezan a actuar en el cuerpo.

- Observa con sufrimiento como poco a poco
no puede respirar y justo después un dolor
en el pecho propio de un paro cardiaco.

2. El bromuro de pancuranio se absorbe primero:

- El paciente despierto siente cdémo poco a po-
co se le va paralizando la respiracion.

- Impasible percibe como se ahoga en la mas
cruel desesperacion sin poder hacer nada.

3. El cloruro de potasio se absorbe primero:

- El paciente despierto percibe como el co-
razon es incapaz de contraerse, provocando
un infarto agudo.

- El paciente empieza a sufrir un tremendo do-

lor en el pecho, similar a un dolor precordial.

No obstante existen otras causas, como factores exter-
nos o propios del individuo (como una enfermedad en el
higado, mencionada anteriormente), que demuestran que
cabe la posibilidad de un sufrimiento extremo producido
por incluso un error mintsculo.

6. CONCLUSIONES

A lo largo de todo este articulo, se han expuesto los
aspectos méds relevantes concernientes a la inyeccién letal;
pudiendo concluir que es la muerte perfecta, ya que ataca
a los tres puntos vitales del ser humano: sistema nervioso
(cerebro), respiratorio (diafragma) y cardiaco (corazén).
Consiguiendo de manera absoluta y total la muerte. Pero
sin olvidar, como hemos visto, que aunque la inyeccién
letal puede en teoria ser la forma de acabar con la vida
mas efectiva y humanitaria posible, en la préctica el més
minimo fallo puede provocar la peor tortura posible, que
nadie deberia soportar jamas, y menos antes de morir.

En la actualidad la inyeccion letal es el método de eje-
cucién mas habitual en Estados unidos. De las 53 ejecu-
ciones judiciales que se llevaron a cabo en 2006, 52 fueron
por este sistema. Su popularidad radica entre otras cau-
sas, en su concepcion como alternativa indolora a otros
sistemas como la silla eléctrica o la horca [8]. Sin embargo
durante la recogida de informacion e investigacion para la
realizacion del articulo no he dejado de encontrar casos,
entre ellos el que me motivd a hacer este articulo, en el
que los reos condenados a muerte sufrian innecesaria-
mente durante muchos minutos e incluso horas. Por ello,
con este escrito quisiera invitar a pensar, no solo va si la
condena a muerte es adecuada, sino si el método estadis-
ticamente mas usado es el adecuado.
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Psicopatas entre nosotros

Eugenia Torres Marin

Resumen—¢Qué es un psicopata? Dicen las estadisticas que entre el 1 y el 6% de la poblacion posee este trastorno psiquico,
lo que significa que lo mas probable es que de cien personas que conozcas, al menos uno lo sea, ¢crees que podrias

identificarlos en tu entorno inmediato?

Psicopatas. ¢Qué estructura neuronal se enconde tras el comportamiento de estos sujetos? Muchas investigaciones avalan la
idea de que la psicopatia responde a una composicion cerebral especifica. ¢Son elementos bioquimicos concretos los que
motivan su conducta antisocial? Lo que también nos haria preguntarnos, ¢eligen estos individuos actuar del modo en que lo
hacen o se encuentran determinados bioguimicamente? Este articulo habla de la quimica del cerebro del psicépata y de los
componentes neurobioldgicos condicionantes que propulsan la aparicién de esta anomalia psiquica.

Palabras Clave— Psicopatia, Cerebro, Psiquiatria, Neuroquimica, Neurobiologia.

1. ¢ QUEES LA PSICOPATIA?

2.1. Introduccién

En 1809 Phillipe Pines propone la primera

clasificacién diagnosticada de la psicopatia y
la describe como una anomalia psiquica con

graves deficiencias en la capacidad afectiva[1].

La definicion responde a una conducta
aparentemente maniaca por la extravagante
frialdad emocional que la caracteriza, pero las
facultades cognitivas del sujeto permanecen
intactas. F. Lopez Reyes advierte que Ilo
significativo del comportamiento psicopético se
percibe sobre todo en la relacién de estos sujetos
con los demas, ya que en ellas "se encuentran
ausentes las minimas habilidades que conducen a una
relacion sincera, predecible y plenamente humana"[2].

Lo mas sorprendente es que, segun las
estadisticas[3], entre el 1 y el 6% de la poblacién
posee esta anomalia psicoemocional. Sin embar-
go, tiende a asociarse con su expresién mas
violenta, como la comisién de los delitos mas
graves y con una conducta criminal extrema.
Pero lo cierto es que la mayoria de ellos ni
siquiera son delincuentes[2].

Esto nos hace preguntarnos si alguna vez
hemos estado o estamos expuestos a la influencia
de alguno de estos sujeto. Si asi fuera, jseriamos
capaces de percartarnos de ello?

Los siguientes criterios identificativos quizas
sirvan de nocién, no solo para entender mejor en
qué consiste este trastorno, sino para detectar
indicios de la existencia de uno de estos sujetos
en nuestro entorno inmedjiato.

1.2 [TEMS IDENTIFICATIVOS

A lo largo de Ia historia se han creado, tanto pa-
ra diagnosticar como para investigar la
psicopatia, varios procedimientos objetivos de
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valoracién de la existencia de esta anomalia
mental y medir su grado [4]. Entre ellos, uno de
los més conocido es el TAP del DSM-III. Aunque
también lo son la Escala de Desviacién
Psicopatica (Pd) de Dahlstrom y Welsh de 1960 o
la Escala de Psicopatia y Neuroticismo (PN) de
Quay y Paterson de 1964, entre otros. Aunque
todos estos test resultan dutiles, destacan
Cleckley y Hare en la postulaciéon de una serie
de criterios objetivos precisos:

1.2.1 Los 16 criterios de Hervey Cleckley
Hervey Cleckley fue el pionero de Ia
investigacién en psicopatia, proponiendo el pri-
mer perfil sélido y detallado del psicépata en su
libro La mdscara de la salud de 1941 [5]. Més tarde,
en 1964, cataloga dieciseis criterios
identificativos principales de los que siguen
sirviéndose investigadores y psiquiatras en la
actualidad.

Entre ellos destacan: encanto externo y notable
inteligencia,  egocentrismo  patologico e
incapacidad de amar, gran pobreza de reacciones
afectivas basicas, vida sexual impersonal, trivial
y poco integrada, mentiras, falta de sentimientos
de culpa y de vergiienza o amenazas de suicidio
raramente cumplidas [6].

1.2.2 La PCL-R de Robert Hare

Por otro lado, Robert Hare [4], otro de los mayores
expertos en psicopatia del mundo, desarrollé6 en 1978,
como alternativa al TAP del DSM-III por resultar éste
excesivamente laborioso, la Escala de Psicopatia PCL-R.

Esta herramienta de diagnético es uno de los
instrumentos mas fiables y potentes a dia de hoy a la
hora de evaluar la psicopatia. Al desarrollarla, Hare se
basa en los trabajos de Clickley y plantea dos factores
influyentes cuantificables en la persona a evaluar[7]:

1. Componente de personalidad, se mide la existencia
o no de: encanto superficial y locuacidad, sentimiento de




grandiosidad personal, mentira patolégica,
manipulacién, falta de sentimientos de culpa o
arrepentimiento, emociones superficiales, insensibilidad
o falta de empatia e incapacidad de reconocer la
responsabilidad de sus actos.

2. Componente conductual. El psicépata se caracteriza
por: la busqueda de sensaciones, la necesidad de
estimulaciéon y tener tendencia al aburrimiento, por
llevar un estilo de vida parasito, tener falta de
autocontrol, problemas de conducta precoces, no tener
metas realistas, ser impulsivos, irresponsables, o tener
tendencia a la delincuencia juvenil y a la revocacién de la
libertad condicional .

(Crees que conociendo detalladamente estos rasgos
propios del comportamiento psicopédtico podrias
identificarlos si te econtrases con uno de ellos?

En base a estas caracteristicas nos preguntamos, ;qué
estructura neuronal se enconde tras el comportamiento
de estos sujetos?

2. LA QUIMICA DEL CEREBRO DEL PSICOPATA

En este apartado buscamos asociaciones entre la
actividad cerebral y la psicopatia. Segtin muchos autores,
entre ellos A. Raine y N. Fontaine, la psicopatia esta
fuertemente condicionada por factores
neurobiolégicos[8].

El cerebro humano funciona en base a impulsos
eléctricos y reacciones quimicas. La estructura cerebral
determina la frecuencia y repercusion de estas reacciones
e impulsos, lo que condiciona el comportamiento del
individuo. Muchas investigaciones avalan la idea de que
la psicopatia responde a una composicién cerebral con-
creta. Analicemos las especificidades que existen en el
cerebro del psicopata:

2.1. Diferencias en el sistema limbico

El sistema limbico es una zona del cerebro
responsable de responder fisiolégicamente a estimulos
emocionales y, por tanto, es el principal influyente en las
relaciones afectivas. Hare, explica que el psicdpata sufre
dafios en esta zona y esto provoca dificultades a la hora
de inhibir o interrumpir sus conductas, aunque éstas
conlleven consecuencias negativas. Esto explica el hecho
de que los psicopatas "se muestren incapaces de aprender del
castigo y de pensar en el futuro, y podria ser una explicacién
de su irresponsabilidad, su incapacidad para establecer
relaciones  duraderas, el egocentrismo, la  aparente
inmoralidad” [9] y su insensibilidad.

Por otro lado, en un articulo publicado por la Agencia
SINC, encontramos que el neurocientifico y experto en
psicopatia Kent Kiehl ha demostrado que “diferencias en
el sistema paralimbico pueden mermar el control de la
impulsibilidad, disminuir la empatia, memoria emocional, o
percepcién del dolor, y afectar al aprendizaje y la toma de
decisiones”[8].

Observamos pues, que se encuentra gran parte de la
sintomatologia que caracteriza a los psicopatas explicada
por sus lesiones o deficiencias en esta zona cerebral.
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2.2. El Bajo Arousal

Por la actividad del EEG (Electroencefalograma) se ha
descubierto que los psicOpatas se caracterizan por tener
un bajo arousal o bajo nivel de excitacion cortical, lo que
significa que reaccionan menos a estimulos ambientales.
Quay explica que esto provoca que necesiten “mucha
estimulacion para estar satisfechos, de modo que requieren un
alto grado de motivacion para incrementar su estimulacion
sensorial y compensar asi su déficit y baja activacion"[9].

También es la causa de que sean muy propensos al
aburrimiento, lo que provoca que no toleren la rutina ni
la monotonia, y que estén siempre en busca de de
excitacion. Esto supone que se sientan muy atraidos por
el riesgo y los desafios

Por otro lado, segtin explica Doren, "poseen un sistema
nervioso hipoactivo, lo que hace que mediante esa biisqueda de
estimulacion sensorial intenten compensar la hipoactividad del
sistema"[10].

El bajo nivel de excitacion cortical también conlleva un
nivel bajo de ansiedad. Ademas, afirma A. Raine [11],
que los psicopatas poseen una falta innata de respuesta
al miedo. Esto es debido al mal funcionamiento de la
amigdala, una zona cerebral responsable de las
emociones.

En definitiva, resume Eysenck, esta "baja excitacion
cortical provoca una alta extraversion, neuroticismo Yy
psicoticismo”[12].

Otra consecuencia del bajo arousal es "una incapacidad
parcial de condicionamiento”[12], y esto hace que sean
incapaces de aprender de las experiencias pasadas o de
los castigos, segun Cleckley. De este modo, concluye
Eysenck, "disminuyen la importancia de las consecuencias
negativas de su conducta y tienden a continuar actuando hasta
conseguir las metas que se proponen”[12], 1o que supone “un
pobre condicionamiento a las respuestas morales y sociales, es
decit, un pobre desarrollo de la conciencia"[12].

2.3 Anomalias en el sistema de recompensa del
cerebro

Un estudio de la Universidad de Vanderbilt en EEUU,
ha demostrado que estos sujetos poseen una anomalia
especifica en el sistema de recompensa del cerebro, que
provoca que “den importancia por encima de todo a la
satisfaccion de sus propios intereses o necesidades, sin
importarles los efectos de sus actos sobre otras personas o los
peligros que puedan conllevar dichos actos" [3].

El sistema de recompensa, se compone del area teg-
mental y del nticleo accumbens, entre otras 4reas. Estas
dos zonas liberan dopamina y controlan dicha liberacién,
respectivamente.

Buckholtz y sus colaboradores investigaron la relacion
entre la dopamina que genera el cerebro del psicopata y
algunos rasgos tipicos del trastono, como la
impulsividad, la tendencia a correr riesgos y la busqueda
insaciable del beneficio propio. Para ello utilizaron dos
técnicas:

1. La tomografia por emisidon de potrones (TEP), con
la que puede observarse en directo la actividad neuronal
y registrar su liberacién de dopamina.



2. El escaner de resonancia magnética funcional
(FMRI) que evaltia el funcionamiento del sistema de
recompensa.

Figura 1: en rojo el nticleo accumbens [3]

Los resultados de ambas tecnologias constataron que
el ntcleo accumbens (localizado en el punto rojo de la
fig. 1) se encontraba mucho mas activo por recibir la
recompensa en individuos con caracteristicas
psicopaticas. Esta respuesta tan exagerada de liberaciéon
de dopamina podria ser la causa de que éstos no tengan
en cuenta la repercusiéon de sus actos. Anteponen sus
objetivos a cualquier cosa, incapaces de enfocar su
atencion en otras que no sean la recompensa de su meta
cumplida [3].

3. CONCLUSIONES

Como se ha demostrado, existen muchos condicionantes
quimicos en el cerebro que influyen enormemente a
estos sujetos en: las respuestas que emiten al entorno, en
la toma de decisiones, en los focos atencionales y en la
forma en la que éstos contruyen su visién del mundo y
establecen sus prioridades.

Hay corrientes de juristas que contemplan la
posibilidad de catalogar a estos sujetos como posibles
beneficiarios de la exenciéon de la pena por alteraciéon
psiquica del articulo 20 del Cédigo Penal. Esta eximente
consiste en la aplicacién de una medida de seguridad en
sustitucion de la pena al que, por su enfermedad mental,
viera anuladas su capacidad volitiva y intelectiva en el
acto a condenar. O, en su defecto, si no eximir de la pena,
rebajarla (atenuante del articulo 21 del Cédigo Penal).

Sin embargo, no podemos olvidar que la capacidad
intelectiva de los psicopatas permanece intacta. Seria
posible quizas fundamentar que a pesar de carecer de
incapacidad intelectiva, poseen tal deficiencia afectiva
que no llegan a ser plenamente conscientes de la
repercusion de sus acciones.

Se ha intentando en varias ocasiones a lo largo de la
historia del ambito del derecho defender la incapacidad
de estos individuos de actuar de otro modo, por estar tan
fuertemente condicionados a nivel neuronal. Lo cierto es
que juridicamente nunca se han dado por validos tales
argumentos.

Por otro lado, es cierto que esta enfermedad tiene un
gran componente biolégico, pero también suele ir ligada
a una socializacién temprana deficiente y a traumas
infantiles. Tanto la biologia como el aprendizaje juegan
en el origen y desarrollo de este trastorno roles
importantes.

Se plantea estudiar mas su actividad cerebral
mediante técnicas de neuroimagen e intentar "crear
famacoldgicamente un dispositivo que libere lentamente vias
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quimicas en las zonas donde hay deficit de las mismas"[13]. U
ofrecer, en su caso, tratamientos inhibidores de
determinadas sustancias bioquimicas, segun lo precise
la anomalia especifica. Aunque para llegar a ello todavia
ha de avanzarse mucho en investigaciéon vy
descubrimiento de métodos eficientes y seguros.

Kiehl [8], por su parte, no descarta que "en un futuro
proximo la neurociencia nos permita predecir la psicopatia,
tratarla para prevenirla, e incluso replantearnos el concepto de
culpabilidad de ciertos criminales".
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Una muerte dulce

Marina Gémez de Juan

Resumen— El mondxido de carbono (CO) es una gas inodoro, incoloro, insipido y muy toxico producido por la combustion
incompleta de combustibles ricos en carbono. Hoy en dia, numerosas muertes por intoxicacion son producidas por la
inhalacion de este compuesto, tanto de forma accidental en el entorno doméstico como con fines suicidas o criminales.

Palabras Clave— Carboxihemoglobina, combustién incompleta, intoxicacién, monéxido de carbono, muerte dulce.

1. INTRODUCCION

EL monoxido de carbono es uno de los contaminantes
quimicos gaseosos mds abundantes y nocivos para la

salud humana, pudiendo llegar a provocar la muerte
de una persona a los pocos minutos de inhalarlo. Dadas
sus caracteristicas fisico- quimicas altamente téxicas y la
carencia de propiedades organolépticas, que lo hacen
practicamente imperceptible, se ha visto relacionado con
numerosos casos de muertes accidentales y violentas,
mostrandose como uno de los métodos ideales para la
comisién del crimen perfecto.

Este gas silecioso, descubierto por el quimico francés
Lassone en 1776, es producido generalmente por la com-
bustion incompleta de combustibles derivados del car-
bono como la gasolina, el carbén o el petréleo. Combusti-
bles, que eventualmente constituyen el principio funcio-
nal dela calefaccién habitacional. De ahi que sea el cul-
pable de gran parte de las muertes por intoxicacién ocu-
rridas en un entorno doméstico sometido a la hegemonia
de las energias fésiles.

CO

.

C=0

Fig 1. Geometria espacial de la molécula de CO [1].

La via de absorcién por excelencia del CO (Figura 1) es
respiratoria, al atravesar la membrana alveolar hasta
llegar a la sangre. La excreccion se realiza también a nivel
respiratorio metabolizdndose previamente en el sistema
hepatico hacia CO; [2].

2. ¢, COMO SE GENERAEL CO?

La mayoria de intoxicaciones por monéxido de carbono
tienen lugar a causa de reacciones de combustién en am-
bientes pobres en oxigeno.

Desde el punto de vista de la Quimica, una combustién se
considera una reaccién de reduccién-oxidacion entre un
combustible y un comburente, que desprende gran can-
tidad de energia en forma de luz y calor.

CaHi0+ 13/20: 4C0O2 + 5H:0

C4H10 + 202 4CO + 5H2

T\

CO+1/202 COo2 H2 + 1/202
OXIDACION DEL CO

Fig 2: Esquema de la reaccion estequiométrica de combustion del
butano (C4H10) [3].

H20
OXIDACION DEL H2

Cuando un combustible, en este caso organico, y un com-
burente, principalmente oxigeno, reaccionan, se producen
simultdneamente dos reacciones: por una lado la oxida-
cion del Ha en HO y por otro la del CO en CO; (Figura 2).
La reacciéon de oxidacion del hidrégeno es més rapida,
por eso, si no es alcanzado el maximo grado de oxidacion
(normalmente por insuficiencia de oxigeno) se producira
una reaccion incompleta, resultando sustancias combusti-
bles como el CO en los gases de la combustién, que en
grandes proporciones pueden ser letales [3].

3. MECANISMO DE TOXICIDAD

La toxicidad del monéxido del carbono radica fundamen-
talmente en la afinidad que presenta para unirse al grupo
hemo de proteinas como la hemoglobina sanguinea.
Dicha afinidad, se estima que es unas doscientas veces
superior a la del oxigeno. Por lo que, en presencia de CO,
siempre se producira la formacién de carboxihemoglobi-
na en lugar de oxihemoglobina (Figura 3), inhibiendo el
mecanismo de recaptacién y transporte de oxigeno a los
tejidos [4].

El enlace que une el grupo hemo con el CO es irreversible,
es decir, una vez que se forma no se puede romper para
formar otro enlace con otra molécula (al menos en condi-
ciones normales de temperatura y presién). Por esto, las



personas que son expuestas a altas concentraciones de CO
y luego son llevadas a un entorno gaseoso normal, no
suelen experimentar mejoria inmediata, dado que los
niveles de hemoglobina se encuentran demasiado satura-
dos como para poder captar oxigeno. Ademas, el periodo
de vida media del CO, inhalado en personas que respiran
aire ambiental a 1 atmosfera de presién, oscila entre 3 y 5
horas, disminuyendo conforme se aumenta la presiéon
parcial de oxigeno en aire inspirado [5].
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Fig 3. Estructura quimica de la oxihemoglobina y carboxihemoglobi-
na [6].

Sin embargo, la toxicidad del CO no sélo se reduce a su
asociacién con la hemoglobina, ya que igualmente puede
unirse a otras hemoproteinas como la mioglobina, la
citocromo-oxidasa o el citocromo P450. De hecho, es la
asociaciéon del CO con estas dos ultimas la que ha
mostrado mayores efectos toxicoldgicos.

Asi pues, a parte de bloquear la captura de O, mediante la
unién irreversible al grupo hemo, la presencia de CO en
el organismo también puede desencadenar paralelamente
otros mecanismos perjudiciales. Entre estos, destacan la
inhibicién de la disociacion del oxigeno unido a la oxihe-
moglobina preexistente, que evita la liberacién de oxigeno
a nivel tisular; la acumulacién de CO en los tejidos mus-
culares por la unién del CO con la mioglobina, lo que
implica el desplazamiento de O;acumulado; y por tltimo,
y no menos importante, la inhibicién de la actividad de la
citocromo-oxidasa, que actia en una doble via. Por un
lado, altera la capacidad de la célula para producir ener-
gia en la respiracion celular, y por otro, libera moléculas
muy oxidantes capaces de dafiar biomoleculas esenciales
tales como lipidos, proteinas, glicidos o dcidos nucleicos

[71, [8]-

4. SINTOMAS, EFECTOS Y ETIOLOGIA DE LAS
INTOXICACIONES

En efecto, debido a la deficiencia de oxigeno, la causa de
las intoxicaciones por mondxido de carbono es la hipoxia
celular, razén por la cual los 6érganos que tienen una ele-
vada demanda de oxigeno como el corazén y el sistema
nervioso central son los que mas se ven afectados.

Los efectos producidos por una intoxicacién de este tipo
pueden ser muy variables de unos individuos a otros, ya
que hay personas que por su corta o avanzada edad, o el
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diagnéstico de determinadas patologias cardiacas pueden
presentar mayor sensibilidad a la presencia de CO. De
cualquier modo, siempre estdn directamente relacionados
con la concentracién de carboxihemoglobina en sangre,
que a su vez depende de factores tales como la concen-
traciéon de monoéxido de carbono en el ambiente, el tiempo
de exposicidn, es decir, el tiempo que ha estado expuesto
el individuo a unas condiciones ambientales determina-
das, la absorcién pulmonar e incluso la velocidad de ven-
tilacién alveolar, variable en funcién del ejercicio realiza-
do durante el tiempo de exposicién.

La sintomatologia se puede presentar de inmediato o
gradualmente en funcién de las condiciones de ex-
posicién, manifestando desde cefalea, mareos, difi-
cultades respiratorias, nauseas, alteraciones del pulso
cardiaco (arritmia, hipotensién, taquicardia), confusion,
hasta la pérdida paulatina de la conciencia y el paro
cardiaco. En ocasiones, las victimas de las intoxicaciones
entran en un estado de sopor absoluto en el que no son
concientes del verdadero peligro que les acecha,
falleciendo de forma indolora, practicamente sin experi-
mentar sensacion de angustia o asfixia. Es por ello por lo
que es conocida como “muerte dulce” [9], [10].

Estos casos de “muerte dulce” suceden por lo general en
el seno de los hogares, habitualmente mientras las per-
sonas duermen, quienes se van sumerguiendo pau-
latinamente en un profundo suefio del que nunca logran
despertar.

Respecto a la etiologia de las intoxicaciones por CO,
aunque la mayoria de las veces se producen de forma
accidental, se conocen casos relacionados con moviles
suicidas incluso criminales. Pues ya desde el Holocausto
ocurrido en la 2° Guerra Mundial se tenia constancia de
su uso como método de exterminio en las caAmaras de gas,
asi como de combustible sustitutivo de la gasolina cuando
habia escasez.

5. DoSIS TOXICAY LETAL

A colacién de la famosa cita “Dosis sola facit venenum”
(Paracelso 1491-1541), se sabe que no todas las concentra-
ciones de CO han mostrado efectos nocivos en el orga-
nismo. Actualmente, se tiene constancia de que el cuerpo
humano produce de forma natural pequehas cantidades
de este compuesto como uno de los productos del catabo-
lismo de la hemoglobina y otros grupos hemo. De modo
que es normal que en un individuo sano exista una con-
centraciéon de carboxihemoglobina entre el 0.4 y 0.7%.
Incluso se han registrado casos de produccién endégena
de CO con una saturacion de carboxihemoglobina entre el
4 y el 6%, sin provocar sintomas de intoxicacion
aparentes (casos de fumadores, por ejemplo).

Por conseguiente, la dosis toxica y letal es muy relativa y
puede variar segtin las caracteristicas de cada individuo
(edad, patologias, estilo de vida). Aun asi, se estima que
la inhalaciéon de 1600 ppm (un 0,16%) en el ambiente du-
rante una hora, puede producir la muerte en un adulto
sano [11].



6. FUENTES PRINCIPALES DE EMISION DE CO

Habitualmente podemos encontrar cantidades de CO de
forma natural en la atmoésfera, aunque sus principales
fuentes de emisién se relacionan con las actividades hu-
manas.

Las fuentes naturales de emisién de CO serian: la oxida-
cién del CHy (metano) formado por la descomposicion
anaerobia de la materia organica, erupciones volcénicas,
disociacién atmosférica de los intermediarios del CO; en

la formacién de “smog”, aguas ocednicas e incendios.
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Fig 4: Fuentes antropogénicas de emisién de CO [12].

En contraste, las fuentes antropogéncias de emisién de
CO (Figura 4) serian: la combustién incompleta de com-
bustibles de sistemas y aparatos de calefaccién domésti-
cos (estufas, parrillas, calderas, calentadores con un fun-
cionamiento deficitario) motores de combustién interna
de los vehiculos, actividades industriales (refinerfas de
petrdleo, fabricas de papel, minas, fundiciones y técnicas
metaltrgicas) que provocan reacciones de disociacion del
CO; a CO por altas temperaturas, y en menor medida el
humor del tabaco y los aerosoles [13], [14].

7. CONCLUSIONES

Es una realidad que cada afio aumenta el numero de vic-
timas accidentales por intoxicaciones de monéxido, y
aunque la sustitucién del gas ciudad por el gas natural
(metano) ha prevenido en gran medida muchas tragedias,
lo cierto es que no deja ser la causa de la escasa valoracion
del riesgo que puede ocasionar. No obstante, la expec-
tacion y alarma social desatada en los dltimos afios ha
generado una actitud mucho més preocupada y res-
ponsable con el uso de la calefaccion doméstica.

Entre las técnicas de prevencién que se han adoptado
estan: evitar la utilizacién de sistemas de calefaccién de
combustible vegetal, la modificacién de sus propiedades
quimicas para que sea perceptible a través del olfato, el
fomento del mantenimiento de estufas y calderas para
evitar escapes, ventilacién de la estancia donde se encuen-
tre el aparato calefactor o el empleo de detectores comer-
ciales de mondxido.

A pesar de todo, se debe valorar que, ante las posi-
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bilidades de sufrir una consecuencia fatal, hay que
apostar por las energias no contaminantes y avanzar ha-
cia un futuro libre de emisiones de CO, un futuro donde
la evolucién en la calidad de vida no suponga el riesgo ni
de la preservacion del medio ambiente, ni de ninguna de
las especies que en él habitan.
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Ansioliticos: la nueva forma de “acabar” con
la “ansiedad”

Celia Esperanza Gonzalez Ramallo

Resumen —Ansioliticos e hipnéticos han sido durante afios uno de los grupos farmacolégicos mas prescritos en la mayoria de
los paises desarrollados debido al estilo de vida acelerado imperante en los Ultimos tiempos. La relativa facilidad con que se
obtienen dichos farmacos actualmente, esta provocando una mayor tendencia a la dependencia de este tipo de medicamentos.
De la ingesta prolongada de los mismos se desprenden gran cantidad de efectos negativos, sin olvidar, el peligro existente
dada la posibilidad de darles uso, por sus efectos sedantes, como medio comisivo de ciertos delitos.

Palabras Claves —Ansioliticos, Benzodiacepinas, ansiedad, sedacion, parricidio.

1. INTRODUCCION

En la vida hay situaciones que nos provocan estrés y
nuestro cuerpo responde fisicamente frente a ellas
con los siguientes sintomas: el pulso del corazén se
acelera, sudoracion, temblor, boca seca, heces sueltas,
respiracién rapida, nudo en el estémago, sensacién de
ahogo etc. Todo el mundo reconoce estos sintomas. La
ansiedad se da cuando alguno o varios de estos sintomas
empiezan a aparecer en nuestra vida diariamente, sin que
haya ninguna situacién de estrés aparente. Muchas veces,
dentro de las depresiones existen cuadros de ansiedad.
Los ansioliticos son medicamentos que utilizamos para
calmar estos sintomas que se acaban de describir[1].

2. ¢ QUE SON LOS ANSIOLITICOS?

Los ansioliticos o tranquilizantes menores son un farmaco
depresor del sistema nervioso central con el objetivo de
disminuir o eliminar los sintomas de la ansiedad. Técni-
camente el grupo més grande dentro de los ansioliticos
es el de las Benzodiacepinas. Es importante saber que las
benzodiacepinas, ademads de utilizarse para tratar cuadros
de ansiedad, se utilizan de manera generalizada en el tra-
tamiento del insomnio[1].

Existen ansioliticos con un efecto mas sedante o hipnético
que otros y en funcién de esta capacidad se administran
como farmacos para poder dormir o como farmacos para
combatir la ansiedad. Se clasifican segin la duracién de
su efecto en: ansioliticos de duracion larga (>24h), inter-
media (10-24h) y corta (<10h). Algunos ejemplos de an-
sioliticos son: Diazepam, Tranxilium, Alprazolam-
Trankimazin, Lexatin. Y con efecto sedante: Noctamid-
Lormetazepam, Etumina, Loracepam-Orfidal, Sedoti-
me|[2].

2.1. ¢ Como actlian en nuestro organismo?

La funcién principal de los mismos es que el sistema ner-
vioso central reduzca y ralentice sus funciones y ritmo.
Hemos de saber que el sistema nervioso central se com
pone del encéfalo (Cerebro, Cerebelo y Tronco encefalico)

y la médula espinal y que el sistema nervioso central
atiende y satisface las necesidades vitales y da respuesta a
los estimulos. Ejecuta tres acciones esenciales, que son:

> La deteccion de estimulos

> La transmisién de informaciones

> La coordinacion general
Por lo que nos podemos hacer una idea de qué nos ocurre
cuando nuestro sistema nervioso se enlentece debido a un
ansiolitico. La ansiedad desaparece, pero al mismo tiem-
po, muchas otras funciones se reducen considerablemen-
te. Por ello, por ejemplo, no podemos conducir bajo los
efectos de un ansiolitico, debido al elevado riesgo de ac-
cidente, ya que nuestras reacciones ante estimulos, cémo
recibimos la informacién y nuestra coordinacion general
se encontrarian ralentizadas [2,3].

2.2. Toxicidad

Las benzodiacepinas presentan propiedades ansioliticas,
hipnéticas y sedantes. Su potencia, duracién y metabo-
lismo son variables. Las muertes debido a benzodiacepi-
nas por via oral son extremadamente raras, a no ser que
se ingieran al tiempo con otros fdrmacos como barbittri-
cos, etanol y antidepresivos. En general el nivel de toxici-
dad para las benzodiacepinas es muy alto. Los efectos de
la sobredosis por via oral son leves o moderados. Se han
descrito ingestiones de diazepam de 15-20 veces la dosis
terapéutica sin presentarse deterioro importante de la
conciencia; sin embargo, la administracion intravenosa
rapida, aun en dosis terapéuticas, puede inducir paro res-
piratorio[4].

2.3. Estructura

El término benzodiacepina se refiere a la parte de la es-
tructura, como se observa en la Figura 1, compuesta por
un anillo benceno (A) fusionado con un anillo de diazepi-
na de siete miembros (B). Sin embargo, como todas las
benzodiacepinas importantes contienen un sustitutivo 5-
aril (anillo C) y un anillo 1,4-diazepina, el término se re-
fiere ahora a las 5-aril-1,4-benzodiazepinas.



Fig.1. Estructura general de las benzodiacepinas.

Cada benzodiacepina especifica surgira por sustitucién de
radicales en diferentes posiciones.

La naturaleza quimica de los sustitutivos en las posicio-
nes 1 a 3 puede incluir anillos triazol o imidazol fusiona-
dos en las posiciones 1y 2. La sustitucién del anillo C con
una funcion ceto en la posicién 5 y un sustitutivo metilo
en la 4 son aspectos estructurales importantes del antago-
nista de la benzodiacepina llamado flumazenil.

La denominacién de estos compuestos, suele peculiari-
zarse por la terminaciéon -lam o -lan (triazolam, ben-
tazepam, oxazolam, estazolam) y por la terminacién -pam
o -pan (diazepam, lorazepam, lormetazepam, flu-
razepam, flunitrazepam, clonazepam). Hay excepciones
como el clorazepato dipotésico o el clordiazepéxidol[5].

.FRECUENTE USO DE ANSIOLITICOS EN LA
ACTUALIDAD

El competitivo ritmo de vida caracteristico de las socieda-
des occidentales del siglo XXI, ha propiciado el hecho de
recurrir a estos medicamentos como via de escape facil y
rapida para aplacar los sintomas derivados del estrés
provocado por tal manera de vivir. Asi, se van relegando
a un segundo plano lo que podriamos denominar “ansio-
liticos naturales” tales como la realizacién de ejercicio
fisico, llevar una vida mas calmada, menos agitada, sin
sobrecarga de actividades... A estas circunstancias estre-
santes (como podrian ser el pluriempleo precario, la cada
vez mayor y necesaria formacion educativa...), se encuen-
tra sometida la mayor parte de la poblacién debido a la
situaciéon de crisis econémica a nivel europeo que veni-
mos arrastrando. Por ello, la ingesta de ansioliticos es ca-
da vez mayor. Dicha conclusién puede extraerse de un
estudio ecolégico descriptivo del consumo de los mencio-
nados farmacos en Espafia (a partir de datos de medi-
camentos dispensados en oficinas de farmacia y factu-
rados a través de receta oficial con cargo al Sistema
Nacional de Salud).

El consumo anual y total se expresé en dicho estudio en
dosis diarias definidas por 1.000 habitantes y dia
(DDD/1.000 hab/dia) en cada subgrupo terapéutico,
principio activo y atendiendo a la semivida plasmatica.
También se establecieron comparaciones aproximativas
con otros paises. Las conclusiones de dicha investigacion
se resumen en que durante el periodo estudiado (2000-
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2011), el consumo de ansioliticos e hipnéticos se incre-
menté en Espafa, como muestra la Figura 2, siendo el
incremento superior incluso al reportado en otros paises
europeos|[6].

i)

FELEFELE PP

Larga (=25h)
= intsrrradia [10-248)

= Cowrta (< 106])

‘-.-|H=

Fig. 2. Evolucion del consumo de ansioliticos e hipnéticos en Es-
pafia (2000-2011) segln su semivida plasmatica.

4. LA MODERNA FORMA DE “ACABAR ” CON LO QUE
TE “PROVOCA " ANSIEDAD

Recientemente hemos podido observar de forma conti-
nuada a través de los medios de comunicacién, una
oleada de casos de asesinato parricida, al parecer ca-
da vez con mayor frecuencia, en los cuales, padres han
acabado presuntamente con la vida de sus hijos meno-
res por medio de la utilizacién de ansioliticos como se-
dantes para la posterior consumacion del delito. Parece
ser que el movil principal de dichos asesinatos podria
ser el hecho de la pretension de deshacerse de sus hijos
al resultarles factores estresantes y molestos para sus
relaciones conyugales, de ocio, venganza entre los pro-
genitores... La presencia de estos medicamentos en
cantidades excesivas en el cuerpo de un nifio puede
derivar en el coma y posterior muerte por sobredosis
del menor (aparentemente el propésito principal por
parte del agresor). En los casos en que no se consiga
dicho objetivo, se utilizarfa este efecto de sedacién o
somnolencia, tanto como para actuar con alevosia co-
mo para facilitar la consiguiente consumacién del deli-
to a través de otros métodos tales como la sofocacion,
incineracién, etc... Creo que en estos casos, al ser la
victima hijo/a del agresor, podria entenderse que si el
parricida pretende acabar con la vida de su hijo,
querra hacerlo de la manera mas rapida posible y que
“menos sufrimiento” le cause.

A modo ejemplificativo puede hacerse mencién a
los casos que han sido méds mediaticos en los ulti-
mos tiempos; Casos “Asunta” (especial referencia al
mismo por su inminencia) y “Bretén” o mds conoci-
do como el caso de “Los nifios de Cordoba”.

4.1. Caso “Asunta”

Hace pocos dias, recibiamos la noticia del veredicto
del jurado popular que condenaba a los padres



adoptivos de la pequefia Asunta como autores del
asesinato de la menor. Segun el texto que el jurado
ha presentado como veredicto:

a) EL SUMINISTRO DE LORAZEPAM.De comtn acuer-
do, los acusados suministraron repetidamente desde
al menos tres meses antes del fallecimiento a su hija
Asunta un medicamento que contenia Lorazepam
(produce somnolencia y sedacion). El padre, retir6 en
al menos tres ocasiones, una cantidad de coémo mini-
mo, 125 comprimidos de Orfidal de la farmacia.

b)LA ULTIMA COMIDA Los acusados deciden de mu-
tuo acuerdo acabar con la vida de su hija. Comieron en
el domicilio del padre de la nifia y le suministraron
una cantidad téxica de Lorazepam para posteriormen-
te, cuando tuviese efecto, asfixiarla. Los informes reve-
lan que la nifia presentaba un alto grado de microgra-
mos de Lorazepam (0,68 microgramos) por mililitro de
sangre ademas de en el contenido géstrico.

¢) EL CRIMEN. Los acusados asfixiaron a su hija por medio
de la compresién que le aplicaron sobre la nariz y la
boca. Antes de morir fue atada por los brazos y los tobi-
llos por medio de cuerdas de plastico cuando se en-
contraba bajo los efectos del medicamento, con una do-
sis casi mortal (segun el Instituto Nacional de Toxicolo-

gia), por lo que no pudo defenderse[7].

4.2. Caso “Breton”

En este caso, el padre de los nifios, como venganza ha-
cia su mujer causé la muerte de sus dos hijos suminis-
trandoles ansioliticos y barbitdricos (farmacos de efec-
tos sedantes y depresores del Sistema Nervioso Central
similares a los ansioliticos) a él recetados con anteriori-
dad por un psiquiatra, para posteriormente, consumar

su delito con la incineracion de los menores.

5. CONCLUSIONES

El empleo de ansioliticos casi se esta convirtiendo en un
medicamento de ingesta cotidiana entre un gran nimero
de personas de nuestra poblacién para tratar los sintomas
del estrés y la ansiedad con efectividad y sobre todo, ra-
pidez. Los médicos advierten de la dependencia que ge-
neran y de los efectos negativos para la salud que produ-
cen a largo plazo. Considero que es necesario tener espe-
cial precaucion por parte de los especialistas a la hora de
recetar este tipo de medicacion a la ligera debido a sus
potentes efectos sedativos, y principalmente por el posi-
ble uso desviado que puede hacerse de ellos, tal y como
hemos podido comprobar con los casos ejemplificados,
para fines totalmente opuestos al destino previsto de es-
tos farmacos, fines que, solo la condiciéon humana puede

llegar a inventar.
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¢ CUANTA VITAMINA HAY EN MI ZUMO?

J. M. Gomez, M. Poyato, P. Ortiz

J. Luis Pérez, A. Marcos Naz, C. Clavijo

Resumen- Este articulo muestra un estudio realizado sobre diferentes tipos de zumos para deducir o calcular la cantidad de
acido ascorbico, vitamina C, que contienen. Para ello se realizan valoraciones en el laboratorio con el fin de conocer diferentes

aspectos.

Palabras clave: acido ascérbico, valoraciones, redox, zumos, bachillerato, IES

1. INTRODUCCION

En este articulo se desarrolla el trabajo de
investigacion realizado por alumnado de 1° de
bachillerato dirigidos por investigadores de la
Universidad, de la facultad de Quimica, y
tutorizados por profesores de su centro educativo.
Esta investigacion ha sido posible dentro del
proyecto “Jévenes con Investigadores” , en el que
el alumnado realiza un proyecto de investigacion
junto a investigadores de la Universidad o del
CsIC.

La investigacion es fundamental para el avance de
la Ciencia, y es por eso tan importante introducirla
desde el instituto para formar los investigadores
del mafiana. Por otro lado aprender a realizar un
proyecto de investigacién, es fundamental para
cualquier disciplina. Estos dos objetivos se
cumplen con creces con el proyecto Jovenes con

Investigadores.

Este proyecto de investigacion se basa en la
busqueda de diversos objetivos, con los que se
puedan cerrar una o varias conclusiones que
respondan a las hipotesis iniciales. Para comenzar
nos planteamos algunas preguntas: ;qué zumo de
fruta tiene mayor cantidad de vitamina C?,
;afectan las diferentes condiciones del zumo a la
cantidad de vitamina C?, ;la informacion
nutricional de los tetrabricks de zumo es veraz?,
asi como otras inquietudes que surgiran a lo largo

del desarrollo del proyecto.

Para la experimentacion se requieren diferentes

zumos sobre los que trabajar (Imagen 1). Para el

proyecto se usaran varios tipos de zumos: de
origen natural, de naranja, limén, pomelo y
mandarina; y dos tipos de zumos procesados
industrialmente, “néctar con azucar” y “Fruta +
Leche”.

Imagen 1: Zumos de fruta

Antes de profundizar mas en el tema es importante
tener ciertas nociones basicas acerca del &cido
ascorbico (imagen 2) y sus caracteristicas. Es una
vitamina hidrosoluble que se presenta en forma de
polvo amarillento, esencial para todos los seres

Vvivos.
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Imagen 2: Estructura organica del Acido Ascérbico (Aa)

Aunque muchos son capaces de generarlo de
forma natural, el ser humano necesita captarlo del

exterior. Este es uno de los motivos por lo que es



importante conocer mas a fondo uno de los
principales métodos de ingesta: a través de los
zumos de frutas. La enfermedad degenerada por la

falta de esta vitamina se conoce como escorbuto.

Finalmente es necesario tener nociones basicas
acerca del desarrollo del trabajo en el laboratorio,
lo principal es realizar las disoluciones que
actuaran como reactivos. Si las disoluciones no se
han hecho correctamente cualquier conclusion
obtenida sera errdonea. Para esta experimentacion
se usara la valoracion REDOX como proceso de
experimentacion en el laboratorio. En este caso el
reactivo principal es el yodato de potasio (KIOs),
que reacciona con el acido ascorbico del zumo y
como indicador de la reaccion se usard el almiddn.
Este proceso se explicara en profundidad en el

siguiente punto.

2. MATERIALES Y
EMPLEADOS

REACTIVOS

La investigacion comienza con los preparativos del
trabajo de laboratorio, para ello son indispensables
los materiales y herramientas de seguridad: bata
de laboratorio, guantes de latex y gafas de
protecciéon. También es necesario tener acceso
directo a todos los materiales de laboratorio que
hacen falta: matraces aforados y Erlenmeyer, vasos

de precipitado, buretas, pipetas...

Imagen 3: Materiales de laboratorio
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Teniendo en cuenta estos materiales se pasa a la
parte préactica. En primer lugar se preparan las
disoluciones de los reactivos: KIOs (0,43 gen 1 L de
agua), KI (10 g en 100 mL de agua), HCI (50 mL en
200 mL de agua) y almidén. Se dispone una
mezcla, igual para todos los zumos, en un matraz
Erlenmeyer, en la que se afaden: 20 mL del zumo
que se desee valorar, 5 mL de la disolucién de KI, 5
mL de la de HCl y entre 12 y 15 gotas de almidoén.
El reactivo principal, KIOs, se dispone en una
bureta bien enrasada para ver la cantidad que se

gasta reaccionando con el acido ascoérbico.

3. VALORACION REDOX DE LOS
DIFERENTES ZUMOS. RESULTADOS

Se realizan las valoraciones que concluyen con el
cambio de color de almidén del zumo a marrén.
Con la cantidad de KIOs gastada en la bureta se
sustituye en la siguiente formula que resume las

conversiones necesarias para el calculo.

masa Aaj, =V KIO; (empleado) x [KIO3] X3 X My,

Siendo Maa la masa atémica del acido ascorbico.
Con este célculo se obtienen datos muy
reveladores acerca de la investigacién. Que vemos

en la siguiente tabla:

VOLUMEN VOLUMEN | CANTIDAD DE
FRUTA CONDICIONES | A VALORAR DE KIO3 VITAMINA C
EMPLEADO EN 100 mL
Reciéen exprimido 88 mL 45'85 mg
POMELO 1 hora despues 20 mL 77mL 40'85 mg
Aireado 87 mL 46'15 mg
Recien exprimido 11'63 mL 61'75 mg
NARANJA 1 hora despues 20 mL 113 mL 60 mg
Aireado 102 mL 54'15 mg
MANDARINA Recien exprimido 20 mL 7mL 37'15mg
Recien exprimido 87 mL 468'15 mg
LIMON 1 hora despues 20 mL 8'53 mL 4525 mg
Aireado 86 mL 4565 mg
INDUSTRIAL:
NECTAR CON Envasado 20 mL 3'5mL 18'55 mg
AZUCAR
INDUSTRIAL:
FRUTA + LECHE Envasado 20 mL 81 mL 43 mg

Tabla 1: Resultados obtenidos segin zumos medidos



4. CONCLUSIONES

En primera instancia se responde a las hipdtesis

iniciales:

- El zumo de naranja contiene mas vitamina C que

el resto.

- Se puede apreciar, como era evidente, que cuando
se valora el zumo recién exprimido tiene mas
vitamina C que en reposo o aireado. En el zumo de
pomelo se aprecia una irregularidad cuando se
airea, el aumento de concentracién se puede
atribuir a una reducciéon en la cantidad de
disolvente, en este caso provocada por la

evaporacion del agua.

- Por ultimo se comprueba la poca cantidad de
vitamina C que posee el “néctar con azucar” y se
confirma la veracidad de la informacién
nutricional del zumo de “Fruta + Leche”, que
indica, aproximadamente, 40 mg de vitamina C

por cada 100mL.
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La vida rural: ¢enemiga del asma?

Jesus Porcuna Doncel y Gonzalo Vigara Astillero

Resumen—Parece ser que la vida rural es enemiga del asma. Se ha observado que, salvo algunas excepciones,
demogréaficamente los nifios que viven en zonas rurales tienen menos tendencia a padecer asma y otro tipo afectaciones como
las atopias. Estos datos han llamado la atencién de la comunidad cientiica y se han hecho la pregunta de si la vida rural
protege o no frente al asma. Se han planteado distintas hipétesis, todas ellas basadas en la hipétesis de la higiene, y todas
ponen de manifiesto que vivir en un ambiente con mayor nimero de alérgenos hace que nuestro sistema inmune se regule, por
diversos motivos, hacia una menos hipersensibilidad contra alérgenos frente a los que no deberia reaccionar. Para alejarnos de
hipétesis, se han realizado estudios cientificos en ratones que parecen afirmar que realmente un ambiente rural protege frente
al asma. Ademas, se piensa que la proteina A20 tiene un efecto protector sobre el asma y que esta se desarrolla en ambientes
rurales. Ademas, se esta hablando del importante papel del gen tnfaip3, el cual puede variar en ciertos SNPs dando
poliformismo que podrian explicar porque pese a vivir en un ambiente rural hay nifios que ain padecen asma.

Palabras Claves— Asma, Granja, Atopia, Higiene, A20, Sistema Inmune

1. INTRODUCCION

E 1 asma es una enfermedad crénica cuyo principal
aspecto es una inflamacion de los pulmones que con-

lleva un estrechamiento de las vias respiratorias. No
es una enfermedad que se pueda considerar de alta gra-
vedad, aunque depende del grado, pero si que supone
una traba para la realizacion de una vida normal y la sen-
sacién de tener un buen estado de salud. Esto se debe a
que produce lo que se llaman pitidos pulmonares o ruido
al respirar, dificultad respiratoria que se ve reflejada en
una sensacién de dureza del pecho y tos aguda [1].

Todos estos sintomas que conforman la enfermedad
aparecen en la mayoria de los casos debido a una reaccién
del epitelio pulmonar, principalmente, contra algo que
considera un alérgeno, como podria ser el polen o el pro-
pio polvo y sus acaros. Bajo la presencia de estos alérge-
nos, se liberan en los pulmones, entre otros, interleuqui-
nas proinflamatorias que provocan un estrechamiento de
las vias, dolor y el resto de los signos y sintomas del asma

[112].

El asma es una enfermedad que puede afectar a per-
sonas de todas las edades. Desde hace 30 afios hasta la
actualidad, la mortalidad por asma ha descendido enor-
memente, debido a los avances médicos. Sin embargo, es
sorprendente que la morbilidad haya aumentado. La ma-
yoria de los casos empiezan en la infancia y la demografia
de la enfermedad demuestra que el porcentaje de nifios
afectados por asma varia mucho entre paises, por ejemplo
en Georgia es de un 3% hasta Nueva Zelanda, en torno al
33% [1][3].

2. VIVIR EN UN ENTORNO RURAL: ¢, PROTEGE DEL
ASMA?

El aumento en el nimero de casos de asma no parece
aplicarse al conjunto de la poblacién por igual, sino que
recientemente se observan mas casos de asma en zonas
urbanas, y en general en los paises mas modernos del
mundo actual. Este dato estd haciendo cuestionar a los
especialistas si vivir en zonas rurales donde hay una ex-
posicién a distintos agentes a los que hay en una zona
urbana podria ser la razén que explicase el aumento de
nifios enfermos de asma en las ciudades. Hay que decir
que no soélo el asma cumple esta regla, sino que también
otro tipo de enfermedades llamadas atopias, como la
dermatitis atopica [4].

Pese a la hipétesis de que la influencia de un ambiente
rural puede proteger frente al asma y otras enfermedades,
no se conoce una razon cientificamente probada que de-
muestre que asi es. Es por esto el motivo por el cual se
estan llevando a cabo distintos estudios sobre el tema en
los altimos anos [4].

Las diferencias observadas entre los nifios de ciudad y
los que viven en zonas rurales puede deberse a los facto-
res ambientales a los que se exponen. El polvo, sus &caros,
pesticidas e inclusive otros alérgenos derivados del con-
tacto con el ganado como sus propios patégenos o endo-
toxinas de éstos. Para demostrar si esto tiene algtin efecto,
se han llevado a cabo numerosos estudios poblacionales
de alta envergadura como por ejemplo en Suiza con 1620
nifios y adolescentes, 2283 en Australia o 7981 en Finlan-



dia. En estos estudios se demuestra en la mayoria de los
casos que los nifios que han crecido en granjas tienen una
menor tendencia a padecer asma que los nifios que han
crecido en ciudades [4]. Sin embargo, no en todos los ca-
sos, debemos separar a Nueva Zelanda y Australia, que
no ha demostrado que sea asi (Tabla 1).

Zonas Rurales Zonas Urbanas

Estados Unidos 5,70% 7,10%

Etiopia 1,30% 3,60%

Suecia 4,50% 11%

Kenia 3,90% 11,20%

India 7% 12,50%

Suiza 7,80% 9,60%

Dinamarca 8% 8,40%

Canada 10,10% 10,80%

Austria 1,10% 3,90%

Alemania 3,40% 6,40%

Australia 43,40% 40,60%

Europa Occidental 5,40% 11,80%

Finlandia 5%
34%

5,60%

Nueva Zelanda 33%

Tabla 1. Tabla en la que encontramos la incidencia de asma sobre la
poblacion, en tanto por ciento, observando una mayor incidencia de
asma en zonas urbanas. En Australia y Nueva Zelanda, sin embar-
go, se observa lo contrario.

3. LAHIPOTESIS DE LA HIGIENE

La hipétesis de la higiene, formulada por Strachan, in-
tenta explicar que el descenso de enfermedades infeccio-
sas en la actualidad esté relacionado con un aumento de
enfermedades autoinmunes, alergias y distintos tipos de
hipersensibilidades. Segtin esta hipétesis, la falta de expo-
siciébn a distintos compuestos de un ambiente “sucio”
provoca que el sistema inmune reaccione contra alérgenos
que realmente no lo son; de tal modo que carece de tiem-
po para encargarse de enfermedades infecciosas menores
[5]. Asi pues, en relaciéon con el menor ntimero de casos
de asma en nifios que viven en ambientes rurales, la hip6-
tesis de la higiene explicaria que la convivencia con gana-
do y en un ambiente mas sucio supone una exposicién
continua a distintos compuestos evitando una reaccién
inmunolégica frente a éstos, lo que frenaria la apariciéon
del asma [4]. Para explicar esta hipdtesis desde un punto
de vista mas inmunolégico y aplicarla al caso de la preva-
lencia del asma existente diversas explicaciones.

La primera de ellas hace referencia a un balance entre
linfocitos Thl y los Th2. Se conoce que exposiciones a
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microorganismos concretos hace que la poblacién de lin-
focitos Th sea mayoritaria en Thl, por ejemplo, una expo-
sicién a endotoxinas activa el promotor de la IL-12 que
provoca la maduracién de células T naive hacia linfocitos
Th1. Esta disminucién en la poblacién de los Th2 estaria
relacionada con una menor produccién de IL-4, IL-5, IL-6
e IL-3, que en niveles normales inducirian la produccién
de IgE. Al haber menor cantidad de IgE, se va a unir me-
nos a los receptores de mastocitos, eosinéfilos y baséfilos
encargados de liberar citosinas y moléculas proinflamato-
rias. Asi pues, una menor poblaciéon de Th2 conllevaria
una menor inflamacién, obstruccién de las vias respirato-

rias y la ausencia de asma [4][6].

Otra de las explicaciones se basa en la competencia
antigénica para mantener la homeostasis. Se piensa desde
hace varios afios que las respuestas inmunes son capaces
de inhibirse unas a las otras, de competir. De tal modo
que una gran respuesta inmune es capaz de inhibir a
aquellas originadas por antigenos débiles. Asi pues, en
ambientes rurales, al haber mayor exposicién frente a
distintos agentes patogénicos se crearian unas respuestas
inmunes frente a estos que a su vez inhibirian aquellas
producidas por otros compuestos como el polen o los aca-
ros del polvo que per se supondrian una respuesta inmu-
nolégica débil. Por tanto, se evita la respuesta frente a
estos. Los nifios que viven en zonas urbanas se exponen a
un entorno sano y limpio, por lo tanto no presentarian
respuestas inmunes capaces de inhibir aquellas creadas
por los alérgenos que producen el asma [6].

Hay otros estudios que demuestran que si el sistema
inmune se encarga de otro tipo de antigenos, como aque-
llos que pertenecen a bacterias infecciosas, se promueve
ademdas una proteccion contra enfermedades alérgicas.
Este concepto estd relacionado con los receptores de tipo
Toll o Toll-like receptors, TLRs. Los TLRs tienen capaci-
dad para estimular la produccién de citoquinas con lo que
deberiamos pensar que aumenta las respuestas alérgicas y
autoinmunes. No obstante, también se ha demostrado
que una activacién de los TLRs puede conllevar una inhi-
bicién de la aparicién de ciertas enfermedades autoinmu-
nes y alérgicas. Esto podria ser una de las explicaciones
que podrian aplicarse al caso del asma. De igual forma,
existen otras explicaciones para aplicar la hipétesis de la
higiene al caso del asma como los genes activados por
respuestas ambientales u otros procesos de inmunorregu-
lacién, pero ninguno de ellos estd demostrado con clari-
dad [6].



4. ¢ QUE PERMITE LA PROTECCION FRENTE AL
ASMA?

4.1. Acercamiento experimental

Basandose en los hechos, que demuestran que hay
una menor incidencia del asma en zonas rurales, y sa-
biendo que la causa del asma es de origen inmunolégico,
lo siguiente es saber la razén por la cual la gente que vive

en zonas rurales presenta una menor incidencia.

Los investigadores del laboratorio de Inmunoregula-
cién de Belgica, en conjunto con otros centros, se propu-
sieron encontrar qué era lo que hacia que la gente que
vive en medios rurales presentara menos asma. Para ello,
hicieron un estudio en el cual se utiliz6 como alérgeno
lipopolisacarido, componente de la pared bacteriana de
Gram negativas y que es una endotoxina muy abundante
en el polvo de las granjas, que ademas se presenta en zo-
nas no rurales, sobre todo en los suelos de las cocinas o en
polvo acumulado en colchones [7].

El experimento consisti6 en la inyeccién intranasal en
ratones de pequefias cantidades de esta toxina, unos 100
ng, cada dia durante dos semanas; a la vez que a otro
grupo de ratones se les inyecté PBS. Posteriormente, estos
ratones se expusieron a extracto de acaros del polvo
(HDM), mediante inyeccién intracraneal, y se observo
que los ratones que habian sido expuestos previamente a
la endotoxina no presentaban asma mientras que aquellos
que no se expusieron desarrollaron una alta linfocitosis y
eosinofilia, es decir, una gran cantidad de eosinéfilos en
las vias aéreas [8].

4.2.Explicacion inmunoldgica

La pregunta es, ;qué hacia que estos organismos no
exhibieran sintomas de asma? Se sabe que la aparicién de
estas células se debe al reclutamiento de células dendriti-
cas a los pulmones, que depende de una quimioquina, la
CCL20, y su maduracién en el factor estimulador de colo-
nias de macréfagos (GM-CSF) “9], [10]; y posteriormente
esta célula induce la polarizacién de los linfocitos Th2.
Los linfocitos Th2 secretan, entre otros interleucina 5, la
cual activa los eosindfilos e induce la reaccién que
desemboca en el asma [11]. Se realizaron pruebas cuanti-
tativas que determinaron que estas dos proteinas estaban
reducidas en los ratones tratados con LPS, por lo tanto se
determiné que habia una reduccién de la respuesta in-
mune ante el extracto. Tras esto, y sabiendo que el princi-
pal gatillo de la reaccién inmune ante HDM eran los re-
ceptores Toll de tipo 4 (TLR4) [9], los cuales desencade-
nan la activacién de factores proinflamatorios mediante la
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Relative expression of Tnfaip3

PBS HDM LPS

Fig 1. Grafica en la cual se muestra la expresion relativa del
gen codificante de la proteina A20, Tnfaip3, en células del
epitelio pulmonar en ratones tras la administracion de los
agentes de preexposicion HDM (Hause dust Mite) y LPS.

liberacion de la proteina NF-xB.

Ademéds de activar factores proinflamatorios, NF- kB
también activa la sintesis de inhibidores de proteinas co-
mo A20, una proteina ubiquitinasa que actda atenuando
las sefiales de activacion de NF- kB [12]. ;Podria ser esta
proteina la responsable de la proteccién ante el asma?
Para intentar dilucidar esto, se realizé un estudio median-
te PCR cuantitativa a tiempo real del RNA, y se observé
una mayor transcripcion del gen tnfaip3 en células del
epitelio pulmonar (figura 2), el cual codifica la proteina
A20. Este hecho establecia una prueba irrefutable del efec-
to protector de A20, pero para demostrarlo utilizaron ra-
tones con el gen fnfaip3 mutado, resultando en que estos,
al realizar un tratamiento con la toxina, no exhibian pro-
teccion alguna ante la induccion del asma [9].

4.3. ¢ Qué hace que siga habiendo asma en medio
rural a pesar de la proteccion?

Esta pregunta se respondié haciendo un estudio de
los polimorfismos, derivados de variaciones de un nu-
cleétido (SNP), que se encuentran en el gen tnfaip3 en ni-
fios de 6 a 12 afios. De un estudio anterior se encontré que
habia principalmente dos variaciones, las denominadas
rs2230926 exénica y rs610604 intrénica [13]. Mientras que
la segunda no tenia asociaciones a defectos en la salud, la
primera si repercutia en la salud, afectando de forma di-
recta a la proteina A20 y llegando a causar enfermedades
autoinmunes como el lupus eritematoso [14]. Esta muta-
cién cambiaba una timina por una citosina, produciendo
un cambio de aminoacido en la posicion 12 de fenilalani-
na a cisteina, que repercutia directamente en la prevalen-
cia de asma y eccemas; presentando menor predisposi-
cién a desarrollar estos sintomas aquellos nifios que po-
sefan la timinia original. [9]



5. CONCLUSIONES

El asma es una enfermedad muy abundante, y que
pese a que no tiene efectos graves puede repercutir gra-
vemente en la salud del enfermo. Demograficamente se
ha visto que hay cierta tendencia en la poblacién infantil a
padecer asma en las zonas urbanas en comparacién con
las zonas rurales.

Este hecho no ha podido ser demostrado cientifica-
mente, y aunque hay estudios poblacionales de alta en-
vergadura tampoco se puede concluir que realmente las
zonas rurales eviten la aparicién del asma. Si embargo, si
que la baja aparicién de la enfermedad en estas zonas ha
hecho pensar a la comunidad cientifica en una explica-
cién. Para dar dicha explicacion se ha recurrido a la hipé-
tesis de la higiene: vivir en un ambiente limpio hace que
nuestro sistema inmune, por distintos motivos, responda
contra alérgenos que no deberfa. Otros investigadores
han hecho estudios en ratones y sefialan a la proteina A20
como proteina protectora frente al asma y que aparece en
situaciones donde hay suciedad. Ademads, se ha visto que
ciertos SNPs en el gen tnfaip3 podrian explicar que nifios

en ambientes rurales sigan padeciendo asma.
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.. Bebés a la carta?

Angel Martin Bastida

Resumen— Recientemente, las cientificas Jennifer Doudna y Emmanuelle Charpentier han desarrollado un sistema capaz de
reescribir el genoma con un nivel de precisiéon sin precedentes, y de una forma relativamente sencilla y econémica. Dicho
sistema, llamado CRISPR-Cas9, supone una revolucion total para el ser humano. La tecnologia CRISPR-Cas9 es
potencialmente capaz de realizar modificaciones a la carta en el genoma de células soméaticas, germinales o embrionarias. Las
primeras aproximaciones de la técnica se desarrollaron con idea de evitar enfermedades genéticas. Sin embargo, la realidad
es que, al menos a efectos tedricos, CRISPR-Cas9 nos permitiria ir mucho mas alla. El peligro potencial frente a un posible uso
inapropiado de esta potente herramienta ha obligado a la comunidad cientifica a reconsiderar sus implicaciones éticas y de
seguridad. No obstante y a pesar de la pausa, ya es posible afirmar: la era de los humanos de disefio ha llegado.

Palabras Claves— CRISPR-Cas9, Genome-editing, Lineas germinales, ARTs, Bioética.

1. INTRODUCCION

Los CRISPRs (del inglés: “Clustered regularly interspaced
short palindromic repeats”) son agrupaciones de pe-
quenas secuencias palindrémicas de ADN que se repiten
y estdn separadas por ADN espaciador. Se asocian a un
grupo de genes (genes Cas) y a una secuencia lider para
conformar un complejo sistema de inmunidad adaptativa
en organismos procariotas. [1] Los productos de trans-
cripcién de dichos espaciadores guian la degradacién de
ADN exégeno codificante para transcritos homoélogos a
ellos, llevandose a cabo un proceso de silenciamiento gé-
nico a nivel de ADN. [1] [2]

Cuando se comenzo a estudiar el mecanismo, se tomo
un sistema sencillo CRISPR/Cas, basado en una tnica
proteina: la nucleasa Cas9. El sistema CRISPR-Cas9, con-
cretamente, estd inspirado en el sistema inmune adaptati-
vo de Streptococcus pyogenes SF370. Cuando la célula reco-
noce material genético exégeno, transcribe una molécula
de RNA de gran tamafio formada por las secuencias pa-
lindrémicas y los espaciadores. Dicha molécula es proce-
sada para dar lugar a complejos efectores formados por
una molécula de crRNA (productos transcripcionales de
los espaciadores) y por Cas9. Estos complejos también
estdn formados por una molécula de RNA llamada tra-
crRNA (“Trans-activating crRNA”), implicada en la madu-
raciéon del crRNA. La molécula de crRNA guia a Cas9
hasta la molécula de ADN diana, llevandose a cabo la
degradacion. [3]

Cuando se combinaron el espaciador y el tracrRNA, se
descubri6é que junto con Cas9 eran capaces de encontrar el
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ADN diana correcto y cortarlo. A la unién entre el espa-
ciador y el tracrRNA se le llamé “RNA guia”. Asi, intro-
duciendo un gen exégeno acomparfiado de su RNA guia,
se descubrié que era posible suprimir un gen endégeno o
corregir una mutacion determinada de forma especifica,
por accién de Cas9. [3] Esto es posible porque al introdu-
cir en el interior celular el RNA-guia con el gen exégeno
diana, se produce una rotura especifica de la doble cade-
na (DSB) gracias a que la Cas9 tiene dos sitios de corte,
uno para cada hebra de ADN. Las DSBs son reparadas
por recombinacién homéloga (HDR) en presencia del
DNA exdgeno. Por esto, cuando se produce una recombi-
nacion del tipo HDR se puede introducir el gen exégeno
de interés o corregir una mutacién determinada con un
alto nivel de especificidad.

A lo largo de los afios, la todavia inexistente posibili-
dad de modificar genéticamente las células de las lineas
germinales ha sido generalmente rechazada, por ir en
contra de las leyes de la naturaleza, entre otros motivos.
[4] Sin embargo, en algunos paises existen vacios legales
que dotan de cierta maniobrabilidad al uso de nuevas
herramientas de edicién genémica, puesto que o bien las
normas estan dictadas por directrices en lugar de por le-
yes, o bien las leyes estan referidas a técnicas de ingenie-
ria genética convencionales y no afectan a las técnicas
modernas. Reino Unido, el pais con mayor impacto a ni-
vel mundial en el ambito de la reproduccién asistida, ha
aprobado recientemente un proyecto de ley que permiti-
ria la donacién mitocondrial para prevenir la aparicién de
enfermedades mitocondriales en la descendencia. Y esto
supondria, basicamente, la modificaciéon genética de las
lineas germinales. [5]



Ante la inminente posibilidad de que CRISPR-Cas9 se
convierta en una herramienta clinicamente viable para la
edicién de genomas en lineas germinales, sera necesario
sentar unos limites legales de una forma extremadamente
prudente. Para la valoracién de tal necesidad, a continua-
cién se exploraran los procedimientos de modificacién,
los objetivos y la relacién beneficio-riesgo del sistema
CRISPR-Cas9 para la edicién del genoma en lineas ger-
minales.

2. EDICION GENOMICA EN LINEAS GERMINALES

La edicion gendémica se puede realizar a nivel de em-
brién, de ovocito o de espermatogonias (Figura 1) [6].

2.1. Embriones

Se realizaria por microinyeccién del complejo efector
de la edicion (RNA-guia, DNA exégeno y nucleasas) en el
zigoto (estadio unicelular del embrién). Posteriormente,
se llevaria a cabo el analisis de las modificaciones on-
target y off-target mediante diagnoéstico genético preim-
plantacional (PGD), en una biopsia de blastémera (si se va
a transferir el embrién fresco) o trofoectodermo (si se va a
transferir el embrién congelado). Tras comprobar que las
modificaciones se hayan llevado a cabo correctamente, se

procederia a la transferencia embrionaria.

2.2. Ovocitos

A Embryonic genome editing
Microinjection of  Blastomere biopsy Trophectoderm
editing system for PGD biopsy for PGD
B
IVF or ICSI
> —
2Zygotes Cleavage process Blastocysts Verified
(One-cell-stage (3 days post (4-5 days post blastocysts
embryos) fertilization ) fertilization)
IVF or ICS1
B Oocyte editing C Spermatogonial stem cell editing
Edited cocytes Testicular biopsy FACS sorting
Microinjection of
edtng system Transfection of
5Cs Purified SSCs  €diting system
Oocyte retrieval Transplantation Genetic analysis
Mil cocytes Verified Edted $SCs

SSCs.

Fig. 1. Genome-editing en la linea germinal [6]

La edicién genémica a nivel de ovocitos tendrfa lugar
en el estadio de ovocito secundario, cuando éste se en-
cuentra detenido en metafase II. El ovocito editado puede
ser fertilizado por un espermatozoide mediante IVF o
ICSI, y el embrién resultante seria implantado en el ttero
materno.
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2.3. Espermatogonias

Las células madres espermatogonias se extraerian me-
diante una biopsia testicular, se procederia a su separa-
cién, purificaciéon y edicion con CRISPR-Cas9. Tras la ve-
rificacién por PGD, se incorporarian de nuevo al hombre
para que terminen de madurar in vivo. Posteriormente, se
seleccionarian las células editadas para su fertilizacién
por IVF o ICSI.

3. CONSIDERACIONES

El primer aspecto a considerar es que la modificaciéon
embrionaria podria tener efectos contraproducentes (y lo
que es mas importante, insospechados) en el individuo
formado. Sin haberse documentado demasiado, uno po-
dria sospechar las terribles consecuencias que tendria un
corte off-target (aquellos que tienen lugar fuera de la dia-
na) en un gen supresor de tumores, como TP53. En efecto;
de ser asi, el individuo desarrollaré cancer probablemente
poco después del nacimiento.

En este punto cabe preguntarse.. jpor debajo de qué
porcentaje de error podriamos considerar “especifica”
una modificacién? ;como seria posible evaluar las modifi-
caciones off-target? En cuanto a la posibilidad de modifi-
car fenotipos controlados por mas de un locus, la intro-
ducciéon de varios RNA-guia multiplicaria las probabili-
dades de ocurrencias off-target, acumulandose alteracio-
nes por falta de especificidad.

El uso de enzimas mads sofisticadas y el desarrollo de
herramientas de andlisis del perfil genémico de sitios off-
target de alta ocurrencia, permitirdn reducir la incidencia
de dichos efectos. [7] Sin embargo, la vida nunca sera una
ciencia exacta, y por tanto la probabilidad de ocurrencia
nunca sera cero. En este punto, serd preciso valorar si
compensa asumir un riesgo, especialmente en aquellas
situaciones en las que el embrién sabemos lleva escrito en
su genoma el alelo que le provocara una determinada
enfermedad. Todo serd cuestién de probabilidades.

La correccién de pequefias mutaciones en el embrién
para revertir el genotipo silvestre en presencia de una
alteraciéon que provoca una enfermedad, se vislumbra
como la primera aplicacién del sistema CRISPR-Cas9. En
contra de objeciones éticas, el rescate del genotipo en este
tipo de casos podria considerarse como una recuperacién
de su estado normal. No obstante, otra corriente de pen-
samiento podfa considerarlos como una transgresién del
orden natural de los acontecimientos. En cualquiera de
los casos, queda claro que por el momento las modifica-



ciones que deben estudiarse son aquellas en las que se
revierta el genotipo silvestre via HDR, utilizando un
molde de ADN exégeno de pequeiia longitud, con un
solo tipo de RNA-guia, y con la finalidad tinica de corre-
gir un fenotipo que comprometa seriamente la salud del
individuo a desarrollarse.

4. OBJETIVOS

Al dambito clinico de aplicacién de CRISPR-Cas9 se le
podria sumar una aplicacién adicional relacionada direc-
tamente con el dmbito social: la mejora genética de los
seres humanos. Ademads, se podria considerar su uso para
la optimizacién y personalizacién de las técnicas de re-
produccion asistida (ART).

4.1. Mejora genética humana

Un estudio reciente ha demostrado que aproximada-
mente la mitad de las mujeres que buscan un donante de
esperma consideran la inteligencia igual de importante
que la salud, mientras que un grupo mas pequeiio (40,7 %)
da mas importancia a los rasgos étnicos del individuo.
Aunque se han descrito varios SNPs relacionados con la
atencién y la capacidad de aprendizaje del individuo, los
efectos de éstos son muy pequerios. En este sentido, por
ahora seria dificil aumentar la inteligencia de un indivi-
duo por edicién genémica. En cuanto a los rasgos étnicos,
un reciente estudio ha demostrado que en cigotos de rata
el tratamiento con CRISPR-Cas9 permite rescatar a los
individuos albinos por modificacion de un SNP. Es de
suponer que en este punto alguien se pregunte si es posi-
ble elegir tener un nifio rubio de ojos azules. Pues bien, se
sabe que una variante del gen OCA2 (rs1667394 A) esta
relacionada con el pelo rubio y los ojos azules. Sin embar-
go, la modificaciéon de este gen no tendra los efectos
deseados porque el color de ojos estd controlado por al
menos 16 genes. [8] Por tanto, podemos afirmar que co-
nocemos el procedimiento y la técnica, pero que aun des-
conocemos la correspondencia genotipica de muchos ras-
gos fenotipicos. Una vez sea conocida dicha relaciéon
(simplemente cuestién de tiempo), tendran que evaluarse
las posibles consecuencias de estos cambios a nivel sisté-
mico, con el objetivo de aceptar o rechazar la viabilidad
de esa modificaciéon en concreto.

4.2.Personalizacion de las ART

La ediciéon de embriones y células germinales permiti-
ria incrementar la eficiencia de los tratamientos de repro-
duccién asistida (ARTs), ya que en algunos casos la infer-
tilidad estd asociada con condiciones genéticas desfavo-
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rables en los propios pacientes. Es el caso de las reorgani-
zaciones cromosOmicas, siendo la mas comun las translo-
caciones reciprocas (1 de cada 500 individuos). Este fe-
némeno consiste en el intercambio balanceado de mate-
rial genético entre dos regiones cromosémicas terminales,
y suele derivar en el pérdidas recurrentes del embarazo y
nacimiento de individuos con anomalias congénitas. Un
paciente que no considerara la donacién de gametos o la
adopcién, podria encontrar una solucién en CRISPR-Cas9
para generar descendencia “a su imagen y semejanza”. [9]

4.3. Eugenesia

Quizé sea éste sea el aspecto que suscita mayor pre-
caucién. La apertura a la modificacién de la linea germi-
nal es, simplemente, una apertura sin retorno a la eugene-
sia: la seleccién positiva de las versiones “buenas” del
genoma humano y la eliminacién de las “malas” versio-
nes, no solo para la salud del individuo, sino también
para el futuro de la especie. En cualquier caso, eugenesia
racional seguira siendo eugenesia, y nada podria eliminar
el dolor de aquellos que nazcan en el mundo de la modi-
ficacion de la linea germinal si nadie invirti6 demasiado
en sus gametos. A estas personas les tocard vivir con la
complejidad de un genoma diferente de lo que esta tecno-

logia sera capaz de definir como “normal”.

5. CONCLUSIONES

Es posible imaginar el dia en el que los cromosomas
humanos puedan ser modificados para asegurar que una
caracteristica u otra esté presente en un nifio nacido. Este
dia esta relativamente cerca, y nos encontramos andando
a pasos de gigante. Por este motivo, los desarrolladores
del sistema han solicitado la convocatoria de un grupo
mundial de expertos en la tecnologia de la ingenieria del
genoma, el derecho y la bioética, asi como de otros miem-
bros de la comunidad cientifica, agencias gubernamenta-
les y otros grupos de interés, con el fin de examinar mas a
fondo la seguridad de la técnica y el alcance que su apli-
cacion debe tener por el momento.

La edicion de genomas en lineas germinales permitird
prevenir enfermedades monogénicas y aumentara la efi-
cacia de los tratamientos de reproduccién asistida. La
modificacién genética humana deberd ser tomada con
extrema cautela, y en cualquier caso, serd crucial que la
sociedad conozca los pros y contras de las practicas en el
posible caso de que éstas lleguen a ser aprobadas. Para
esto, la comunidad cientifica debe analizar rigurosamente
los problemas de seguridad de su empleo, estableciéndo-



se unas medidas reguladoras prudentes, y siempre ante-
poniendo el sentido comdn a la enorme diversidad de
creencias culturales que nos gobiernan. Cualquier accién
debera realizarse bajo un extremo nivel de sensatez, y
especialmente bajo la sola premisa de mejorar la calidad
de vida de los seres humanos sin llegar en ningan caso a
comprometerla.
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El sistema inmune y el sexo

Blanca de Alarcén Gémez, Rocio Espinosa Portero

Resumen— El sistema inmunolégico funciona de forma diferente en hombres y en mujeres dando lugar a un dimorfismo
sexual. Esto hace que la respuesta inmune sea distinta, por lo que el ataque de patdgenos, asi como las enfermedades
autoinmunes, no afectan de igual forma. Una posible causa de esta diferencia es que las mujeres estan preparadas para el
embarazo, un evento que incluye la presencia de otro organismo inmunoldgicamente diferente a ellas.

Palabras Claves— Embarazo, Hormonas, Respuesta inmune, Sistema inmune, Sexo

1. INTRODUCCION

En vista a las muchas diferencias que hay entre hom-
bres y mujeres a nivel biolégico, no deberia sorpren-
dernos que el sexo también influya en el desarrollo de la
respuesta inmune. Sin embargo, debido a la enorme com-
plejidad del sistema inmune, atn a dia de hoy, tras afios
de estudio, se desconocen aspectos que tienen relacién
con esta parte tan importante de nuestro organismo. Un
ejemplo de esto es el reciente descubrimiento de la in-

fluencia de las hormonas sexuales en la respuesta inmune
humana, hecho que implica un dimorfismo entre ambos
sexos. Como veremos a continuacion, el sistema inmune
es diferente segun el género, y esto ademads tiene una cau-
sa: el embarazo como evento inmunolégico; y una conse-
cuencia: las enfermedades autoinmunes y su distinta in-
cidencia en hombres y mujeres.



2. EL SISTEMA INMUNE Y EL SEXO

Esta afirmacion puede verse reflejada en estudios que
demuestran que las mujeres producen una respuesta celu-
lar y humoral mas fuerte, y por tanto son mas resistentes

a ciertas infecciones por patdgenos que los hombres. 1]

El dimorfismo sexual se encuentra muy presente
cuando se analizan las diferencias en los componentes del
sistema inmune en ambos sexos. Mientras que el niimero
totalde linfocitos se mantiene constante en mujeres y
hombres, existen diferencias en las cantidades de los dos
tipos de linfocitos existentes. Los hombres, por lo general,
poseen un porcentaje total de linfocitos T menor que las
mujeres, que podria ser debido a las altas concentraciones
de testosterona, que provoca la apoptosis de células T.
Asi, el niimero total de estas células se ve decrecido en
mujeres en estado menopausico, lo que puede ser debido
a una falta de hormonas sexuales durante un largo perio-
do de tiempo. En cuanto a linfocitos B, no existen atn
datos significativos sobre diferencias en los nimeros en-
tre mujeres y hombres. En cuanto a células del sistema
inmune innato, se ha demostrado que el nimero de mo-
nocitos y células NK es superior en hombres y durante la
menopausia que en mujeres, con la excepcion del emba-
razo, donde los niveles de monocitos y granulocitos au-

mentan. 1112

No obstante, el dimorfismo entre ambos sexos es prin-
cipalmente provocado por las variaciones en las hormo-
nas sexuales (testosterona, progesterona y estrégenos),
especificas para cada género e implicadas en las fases re-
productivas, que conllevan la alteracion de las funciones
de los componentes del sistema inmune. Se ha compro-
bado que los estrégenos ejercen una respuesta antiinfla-
matoria en neutréfilos y células NK, reduciendo su nu-
mero y su actividad; mientras que tienen el efecto contra-
rio en granulocitos y macrofagos. Ademas, estimulan la
produccion de anticuerpos (y por tanto la de IgG e IgM) y
aumentan la respuesta Th2. La progesterona tiene un
efecto pro-inflamatorio sobre los neutrofilos. Inhibe la
activacion y la proliferacion de linfocitos, aumentando la
apoptosis de los linfocitos T y B. Por tanto, tiene efectos
negativos en la produccion de anticuerpos por linfocitos B
asi como la generacion y actividad de linfocitos T citoto-
xicos. Por el contrario, los andrégenos (hormonas sexua-
les masculinas que incluyen la testosterona, androsterona

y androstenediona) tienen un efecto antagonista a la pro-
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gesterona, aumentando la cantidad de linfocitos T citoto-
xicos CD8+. Aunque no tienen efecto alguno sobre linfoci-
tos B periféricos, reducen la poblacién de los pre-B en la

médula 6sea y estimulan la respuesta Th1. &

El género y el estado reproductivo y su influencia en el
sistema inmune es mas claro en la respuesta inmune inna-
ta que en la adquirida. Esto se debe a que el sistema in-
mune no especifico esta implicado en varios procesos re-
productivos, como la ovulacién y la menstruaciéon. Asi,
los ovarios son capaces de regular respuestas no especifi-
cas afectando no sélo al nimero de monocitos, granuloci-
tos o células Natural Killer (NK) por un mecanismo aun
desconocido, sino que también afectan a su funciéon, como
ya se ha descrito anteriormente. De esta manera, se con-
cluye que es mucho més importante que los ovarios regu-

len la respuesta innata que la especifica. 1!

Los efectos asociados a las diferencias a nivel de siste-
ma inmunitario en hombres y mujeres pueden ser obser-
vados en algunas enfermedades autoinmunitarias, como
el lupus eritromatoso y la artritis reumatoides. En estas
enfermedades la proporciéon de mujeres afectadas es sig-
nificativamente mayor, indicando que las hormonas pue-

den llegar a ser un factor clave. I

3. EL SISTEMA INMUNE Y EL EMBARAZO

Ahora bien, ;por qué son diferentes los sistemas in-
munes de hombres y mujeres? Uno de los principales mo-
tivos es con un acontecimiento que, por motivos fisioldgi-
cos, solo es posible en las mujeres: el embarazo. Es decir,
el sistema inmune de la mujer debe ser diferente al del
hombre porque su cuerpo tiene que ajustarse y acomo-
darse a la presencia del feto, inmunoldgicamente diferen-

te a ella.

Durante afios se ha planteado el embarazo como un
evento de alotrasplante (trasplante entre individuos de
una misma especie), erréneamente. Las investigaciones
han basado sobre esto las investigaciones, que estudian
por qué el feto y la placenta (“semi-alotrasplante”, ya que
hay proteinas de ambos padres) esquivan la respuesta
inmune de la madre. Sin embargo, hoy en dia se sabe que
la placenta no puede considerarse un érgano trasplanta-
do, no puede ser simplificado de esta forma. La placenta
es un organo inmunoldgicamente tnico, y su presencia

altera la fisiologia y el sistema inmune de la madre, ade-



mas de que puede ser perjudicial tanto para la madre co-
mo para el feto en el caso de infecciones o eventos pato-

génicos. (¢!

Bacteria I @ Bacteria

Response

Figura 1. Respuesta inmune combinada de los tres eventos

inmun({)l}égicos durante el embarazo: la madre, el feto, y la pla-
5]

centa.

Los sistemas inmunes de la madre, del feto y de la pla-
centa no funcionan de forma individual, sino que han
evolucionado conjuntamente para coordinarse y conse-
guir un embarazo que llegue a buen término. Por tanto, lo
que se deberia estudiar es como afecta o modulan el feto y

la placenta el sistema inmunolégico de la madre. P!

Ademas, al interpretar el embarazo como una inva-
sién, mas que como una implantaciéon ha sido tratado
como un proceso inflamatorio constante. Esto es otra
simplificaciéon al entender el embarazo como un todo
cuando es un proceso compuesto, al menos, por tres even-
tos diferentes a nivel inmunoldgico, ya que las necesida-
des del feto van cambiando conforme éste se va desarro-
llando. !

Por tanto, podemos hablar de tres etapas en las que el

sistema inmune se comporta de forma distinta:

La primera etapa es una fase pro-inflamatoria. El em-
brién y el trofoblasto (precursor de la placenta) tienen que
implantarse en el ttero, y para ello tienen que romper e
invadir el endometrio, para reemplazar ese tejido con el
trofoblasto. El titero se convierte asi en un “campo de ba-
talla”, caracterizado por la inflamacion. Todo esto afecta a
la madre, ya que su cuerpo tiene que adaptarse a la pre-
sencia de algo nuevo, causando en parte el conocido ma-

lestar matinal. ' En cambio, la segunda etapa se caracteri-
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za por un estado anti-inflamatorio. El feto, la madre y la
placenta estan totalmente coordinados para un rapido
crecimiento del feto. La madre ya no sufre una invasion,
sino una simbiosis. ! En la tercera etapa se renueva la
inflamacién para promover y facilitar el parto. Este am-
biente inflamatorio da lugar a la contraccion del ttero, la

expulsion del bebé y de la placenta. 1

En cuanto a la respuesta inmune, se sabe que las muje-
res embarazadas son mas resistentes, de forma generali-
zada, a enfermedades bacterianas y viricas, incluyendo el
VIH, gracias a este estado inmunolodgico particular. De
hecho, muchas infecciones viricas se consideran benignas
en mujeres embarazas. La placenta participa activamente
en la respuesta inmune, ya que reconoce patégenos y pro-
tege contra ellos, ademads de funcionar como una barrera.
Sin embargo, este érgano es una diana nueva, no presente
en la madre de forma habitual (en el no-embarazo), para
patdgenos. Sin embargo, si se da la infeccion, las mujeres
embarazadas sufran sintomas mas agresivos, pudiéndose
dar partos prematuros y defectos en el feto, debido a la

inflamacién causada por dicha infeccion. 191 €117

5. CONCLUSIONES

La influencia de las hormonas sexuales y sus variacio-
nes durante el estado reproductivo conlleva un dimorfis-
mo sexual entre hombres y mujeres que se ve reflejado en
el distinto nimero y funcién de los componentes del sis-
tema inmune en ambos sexos, notable también durante el

embarazo y la menopausia.

El porqué de este dimorfismo sexual puede ser expli-
cado atendiendo a un estado tnico de la mujer: el emba-
razo. Es un proceso tanto pro- como anti-inflamatorio,
que justifica que el sistema inmune de la mujer tienda a
suprimirse para conservar el embrién, y que luego se
adapte a la presencia del feto y se defienda de infecciones
coordinandose con el feto y la placenta. Durante el emba-
razo se crea un estado inmunologico tnico, que responde
de forma diferente a la presencia de microorganismos o
virus. Este estado particular es facilitado por el sistema
inmune de la mujer, preparado para que se dé el embara-

ZO.

Para concluir, uno de los ejemplos mas claros de este
dimorfismo sexual es el mayor padecimiento de enferme-

dades autoinmunes en mujeres.
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El abuso de la cocaina y su efecto en el
sistema inmune y citoguinas del suero

Cristina Guillén Mendoza

Resumen—La cocaina es una sustancia adictiva cuyo abuso tiene influencia en los sistemas de nuestro organismo,
incluyendo al sistema inmune que se encuentra estrechamente relacionado con el sistema nervioso. Uno de los multiples
efectos del abuso de cocaina sobre el sistema inmune recae en las citoquinas del suero, tanto proinflamatorias como

antiinflamatorias.

Palabras Claves— Cocaina, sistema inmune, efectos, citoquinas, sistema nervioso.

1. INTRODUCCION

A cocaina, menos conocida como “(15,354R,5R)-3-
hydroxy-8-methyl-8-azabicyclo[3.2.1]octane-4-
carboxylic acid” segtn la IUPAC, es un agente narcoé-
tico que induce Narcosis, que es un estado mas o me-
nos profundo de adormecimiento junto con otros muchos
efectos debidos al narcético como pueden ser la euforia,
estado de vigilia y energfa, ansiedad y paranoia entre
otros. Ademas tiene consecuencias negativas en el ambito
social, econémico, psicoldgico y fisico.
Como es bien conocido, la cocaina es una sustancia
adictiva y por definicién, todas ellas son neurolégicamen-
te activas y se conoce que tienen efecto en los sistemas

nevioso, circulatorio, respiratorio y digestivo. También se
ha estudiado ampliamente la relacién de la cocaina con el
VIH, SIDA, cancer, problemas cardiovasculares y otras
infecciones. Aunque menos conocido y estudiado, tam-
bién tiene efecto en el sistema inmune que es en lo que
nos centraremos en el articulo. En primer lugar comenta-
remos la intima relacién existente entre el sistema nervio-
so y el inmune, después veremos algunos de los efectos
ya estudiados de la cocaina sobre el sistema inmune y por
altimo se profundizara en el comportamiento de citoqui-
nas proinflamatorias y antiinflamatorias del suero en pre-
sencia de cocaina



2. RELACION SISTEMA NERVIOSO-SISTEMA INMUNE

La conexién existente entre el sistema nervioso y el
inmune hacen complicado el entendimiento de las accio-
nes de la cocaina. Se trata de una relacién bidireccional
donde el cerebro entiende como un estrés la activaciéon
del sistema inmune a través de las citoquinas. En esta
relacién destacan el eje hipotdlamico-pituitario-adrenal
(eje HPA), el sistema nervioso simpatico y el sistema in-
mune innato del cerebro.

El cerebro tiene sus propios componentes inmunes en-
tre los que encontramos a los astrocitos o las células de la
microglia, los cuales presentan comportamientos tanto de
células neurales como inmunes. Cuando se observan es-
tos caminos de comunicacién bajo el uso crénico o la
adiccién a la cocaina, se percibe que estas conexiones se
potencian ya que la cocaina sirve como estrés inflamato-
rio que hace que los leucocitos se adhieran a las célula de
la barrera hematoencefalica, lo que aumenta la conexién
entre los dos sistemas y de hecho posibilita que los leuco-
citos atraviesen dicha barrera.

El eje HPA es la primera respuesta contra estrés y ac-
tda a través de hormonas y citoquinas y puede estar invo-
lucrado en la potenciacién del efecto de la cocaina. Ade-
mas, las teminaciones nerviosas del sistema nervioso
simpético conectan con los linfocitos por lo que se obser-
va una relaciéon entre ambos sistemas donde las citoqui-
nas desempefian una labor importante, no solo en el HPA
sino también en la transmisién de informacién entre el
sistema nervioso simpatico y los linfocitos ya que el re-
greso de la informacién desde los linfocitos hacia las neu-
ronas tiene lugar a través de la sefializacién con citoqui-
nas.

3. EFECTOS DE LA COCAINA EN EL SISTEMA INMUNE

Las investigaciones acerca del efecto de la cocaina en el
sistema inmune se inici6 en 1980 con un estudio donde se
mostré que la cocaina tenia efectos supresivos en el siste-
ma inmune y otro de los primeros articulos relacionados
con el tema que data de 1983 ya describi6 la inmunosu-
presion que seguia a la administracion de cocaina en ra-
tones. A estos estudios le siguieron otros 10-15 por afio
desde inicios de 1990 hasta nuestros dias. Lo que es ex-
tremadamente poco comparado con lo que se publicaba
acerca del sistema nervioso-cocaina. Quizas debido al
reducido ndmero de publicaciones, a que la administra-
cién de la cocaina en los ensayos puede ser aguda o créni-
cay a que se pueden usar distintas poblaciones de células
y organismos modelo, no existe acuerdo en los resultados
de las investigaciones. Por lo que en este apartado se co-
mentaran algunos efectos que se han ido demostrando
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con el tiempo aunque exista controversia con sus resulta-
dos.

» Sabemos que como decia el primer articulo, la co-
cafna es un inmuno supresor y actda directamente
en el receptor o1 de las poblaciones de leucocitos,
incluyendo las células T, Células B y las Natural
Killer o NK. Esta supresién varia con la dosis y
frecuencia de administracion de la cocaina. Tras
un periodo de administracién crénica de cocaina,
si se deja de administrar se observa qu la inmuno-
supresion continta y pueden llegar a ser alteracio-
nes del sistema inmune permanentes.

> La cocaina tiene muchos efectos sobre el sistema
inmune y una de las formas que tiene de alterarlo
es elevando los niveles circulantes de glucocorti-
coides. En circunstancias normales, los glucocorti-
coides inhiben la produccién de citoquinas y sus
acciones bioldgicas, protegiendo al organismo de
una respuesta inmune exacerbada.

» Cuando nos exponemos a la cocaina, la fitohema-
glutinina (PHA) que induce la proliferacion de los
linfocitos T es reprimida y se asocia a un descenso
en los niveles de Ca?* citosélico y de la produccién
de IL-2. Sin embargo existen estudios contrarios a
estos que ponen de manifiesto que una cascada
mas compleja de sefializacion estd presente y se
necesita mas investigacion.

> El abuso de cocaina es capaz de activar los com-
ponentes de la respuesta inmune innata ya que in-
crementa la produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y en el cerebro esto provoca infla-
macién que unido a cambios en los niveles de ci-
toquinas, estimula al eje HPA

» La secreciéon de citoquinas se ha demostrado que
estd alterada en presencia de cocaina como se ob-
servé en varios leucocitos incluyendo las células
NK los linfocitos T, neutréfilos y macréfagos. Con-
cretamente se ha visto que la cocaina provoca un
incremento de las citoquinas de los linfocitos Thl y
un descenso de las de los linfocitos Th2.

» Otro estudio de 2001 sobre la proliferacién de los
linfocitos tras la exposicién a la cocaina demostré
que su supresion ocurria como resultado de las ac-
tividades periféricas de la cocaina y que la canti-
dad de cocaina necesaria para inducir in vitro una
disminucién de la funcién del sistema inmune era
excesivamente alta por lo que tenian que estar ac-
tuando neurotensmisores y/o el sistema neuroen-
docrino de manera que potencien los efectos de la
cocafna sin necesidad de dosis tan elevadas.



> Debido al pequefio tamafio de la cocaina, no pue-
de presentarse como antigeno y desencadenar la
respuesta inmune pero al unirse a una proteina si.
En 2002, el estudio de Deng SX &Co demostré que
algunos metabolitos de la cocaina tenian la capaci-
dad de unirse covalentemente a proteinas endége-
nas del plasma como la albumina. A pesar de exis-
tir en el propio organismo estas proteinas, al ser
modificadas, eran reconocidas como antigenos ex-
trafios. Si es reconocida como un antigeno extrafio,
en el proceso estara implicado el complejo mayor
de histocompatibilidad de clase II (MHC clase II)
que forma un complejo con los péptidos digeridos
de la proteina y activa a los linfocitos T CD4+ y
después estimula a los linfocitos B para que pro-
duzcan anticuerpos contra estas proteinas modifi-
cadas por la cocaina. La activacion de los linfocitos
T incrementa la produccién de IL-2 y la sobre-
regulaciéon de la expresiéon del receptor de IL-2.
Las células T CD4+ se diferenciaran en Thl por IL-
2 y en Th2 por IL-4 y estos tltimos activaran me-
diante citoquinas a los linfocitos B que produciran
mas anticuerpos.

> En el proceso de reconocimiento del antigeno ex-
trafio, los macréfagos se activan gracias a quimio-
quinas inflamatorias y secretan mas citoquinas que
reclutan a més linfocitos. Destaca la produccién de
IL-6, IL-8, IL-12 que tienen un papel central en la
activacion de los linfocitos, la estimulaciéon de la
produccién de anticuerpos y el reclutamiento de
linfocitos T, respectivamente. Por lo que la modifi-
cacion de las proteinas llevada a cabo por la cocai-
na acaba teniendo efecto tanto en la respuesta in-
nata como adaptativa.

En las investigaciones comentadas y otras sobre los
efectos de la cocaina en la funcién del sistema inmune
se han llevado a cabo usando muestras de sangre de
organismos modelo animales y lineas celulares inmu-
noldgicas. El estado inmune en el que se encuentre se
evalda midiendo la cantidad de células totales, la proli-
feracion de linfocitos, la cantidad de anticuerpos pre-
sentes, la produccién de citoquinas, etc. usando como
control para comparar los resultados, los datos de pa-
cientes no adictos a la cocaina o animales a los que no
se les habia suministrado cocaina. En la actualidad, los
inmunoensayos méds utilizados son el ELISA y la in-
munohistoquimicas unidas a un citémetro.
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4. COCAINAY CITOQUINAS PRO Y
ANTIINFLAMATORIAS DEL SUERO

Las citoquinas son un conjunto de proteinas que regu-
lan interacciones de las células del sistema inmune y su
funcién inmunorreguladora es esencial en la respuesta
inmune, inflamacién y hematopoyesis. Existen distintos
tipos de citoquinas entre los que destacamos a las cito-
quinas proinflamatorias y antiinflamatorias presentes en
el suero.

Para que la defensa se inicie de manera eficaz, se nece-
sita la participaciéon de citoquinas proinflamatorias y esta
respuesta proinflamatoria inicial debe estar controlada
por moléculas antiinflamatorias para limitar el efecto po-
tencialmente dafiino de la reaccién inflamatoria. En con-
diciones patoldgicas la respuesta antiinflamatoria puede
ser insuficiente para contrarrestar la inflamatoria y en
algunos casos ser excesiva e inhibir al sistema inmune lo
que para el paciente no es bueno ya que lo dejaria a mer-
ced de la infeccién.

El abuso de cocaina puede alterar el balance entre am-
bos tipos de citoquinas y para describir las perturbaciones
nos centraremos en la citoquina proinflamatoria secunda-
ria IL-6 que es producida por diversos tipos celulares y
posee muiltiples funciones bioldgicas entre la que destaca
que es la principal citoquina proinflamatoria activada en
el proceso inmune innato que resulta en la activaciéon de
la microglia y en la antiinflamatoria IL-10 cuya principal
funcién es limitar y detener la reaccién inflamatoria inhi-
biendo la sintesis de citoquinas.

La cocaina provoca un incrementeo en las citoquinas
proinflamatorias y un descenso en las antiinflamatorias
como se deduce de un articulo reciente donde se han me-
dido las cantidades de IL-6 e IL-10 del suero de volunta-
rios jévenes usando un kit de ELISA. Se vio que los nive-
les de IL-6 eran mayores en los consumidores de cocaina
y los de IL-10 menores que los del grupo control. Ade-
mas, para evaluar el balance de las respuestas Th1l/Th2,
se calcul6 el ratio I1-6/IL-10 y se vi6é que era superior en
los consumidores de cocaina.

El abuso de psicoestimulantes estd asociado a una res-
puesta inmune innata exagerada en el sistema nervioso
central y al incremento de citoquinas proinflamatorias,
incluida IL-6 en algunas regiones del cerebro y érganos
periféricos. Las citoquinas circulantes podrian atravesar la
barrera hematoencefalica y los cambios centrales se aca-
baran reflejando en la circulacion periférica. Esta altera-
cién en la homeostasis del sistema nervioso central pro-
voca un dafio neuronal. La reduccién de los niveles de IL-
10 estimula el proceso de inflamacién local y el dafio celu-
lar. El sistema inmune de las personas adictas a la cocaina



se ve comprometido.

5. CONCLUSIONES

Queda demostrado que la cocaina afecta al sistema inmu-
ne exacerbando la respuesta innata debido a un incremen-
to de citoquinas proinflamatorias y comprometiendo a la
funcién eficaz del sistema inmune debido al descenso de
citoquinas inflamatorias. Sin embargo, desacuerdos entre
los resultados obtenidos en numerosos articulos indican
la complejidad de la relacion entre la cocaina y el sistema
inmune, también conectado con el sistema nervioso. Se
requiere por tanto investigar mas y en mas profundidad
los efectos de esta sustancia tanto en el sistema inmune
celular como humoral usando diferentes organismos mo-
delo incluyendo al ser humano bajo unas condiciones
experimentales controladas y ajustables. También es im-
portante mejorar las técnicas que se usan en las investiga-
ciones puesto que tienen fallos en el ambito biolégico.
Con todo ello se podran conseguir avances contra la adic-
cién a la cocaina desde el punto de vista del sistema in-
mune, que ha sido practicamente ignorado durante todos
estos afios a pesar de que las proteinas del suero se modi-
fican desde el momento en que la cocaina pasa al torrente
sanguineo y desde el punto de vista de la conexién entre
sistema nervioso e inmune que puede dar lugar a nuevas
terapias que reduzcan los efectos del abuso.

De los articulos utilizados sobre este tema se desprenden
mas preguntas que respuestas, lo que refleja el estado
actual de entendimiento sobre el mismo.
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Inmunizando contra los prejuicios anti-
vacunas

Ignacio de Loyola Ruiz Alpresa, Francisco José Molina Ruiz

Resumen—En estos Ultimos afios, se ha criticado constantemente la seguridad (y la eficacia, los mas osados) de las vacunas
en general, aunque mas concretamente las TCVs y la MMR, adjudicandoles un papel protagonista en la etiologia de
desoérdenes como el autismo. En este articulo veremos qué veracidad tienen estas afirmaciones, de donde proceden y qué
lugar les resta en el mundo de la ciencia, de la evidencia, de la razén.

Palabras Claves— Vacuna MMR, tiomersal, TCVs, ASD

1. TiPOS DE VACUNAS

1.1. El tiomersal y las vacunas
Atendiendo a su contenido en tiomersal, podemos
distinguir tres grupos de vacunas: las que no contie-
nen este conservante porque estan elaboradas con micro-
bios vivos, por lo que su eficacia podria verse comprome-
tida (como la vacuna MMR); las que contienen cantidades
infimas (menores a 0,5 microgramos por dosis) de tiomer-
sal ya que este solo se afiade durante la produccién; y por
altimo, aquellas como la DTP (contra la difteria, tétanos y
tos ferina) en las que se afiade tiomersal también al pro-
ducto final para evitar la contaminacién en viales multi-
dosis, y que contienen entre 10 y 50 microgramos de este
conservante por dosis. (1).

Pero, ;qué es el tiomersal? También conocido como ti-
merosal, mas parecido a su nombre en inglés, o también
mercuriotiolato o 2-(etilmercuriotio) benzoato de sodio,
este compuesto quimico que contiene mercurio (y quizas
por ello genere la polémica que se tratard mas adelante)
lleva utilizandose desde los afios 30 en la fabricacion de
algunas vacunas como adyuvante. La razén no es otra
que la de impedir la proliferacién de bacterias y hongos
durante el almacenamiento y, sobre todo, durante el uso
de viales abiertos de vacunas multidosis. También sirve
para inactivar ciertos microorganismos y toxinas y asi
mantener la esterilidad en la cadena de produccién, de-
mostrando una mayor eficacia que otros conservantes
como el 2-fenoxietanol (1).

1.2. Vacuna MMR y TCVs, conociendo a las
presuntas culpables

Hoy en dia, para nadie es ajena la gran polémica en
torno a la vacunacién. En este tema se ahondara mas ade-
lante, pero antes es necesario hacer una brevisima intro-
duccién a los dos tipos de vacunas mas sefialadas por los
detractores de las mismas: la MMR y las TCV.

La vacuna MMR (del inglés “Measles, Mumps and
Rubella”) es més conocida como la “triple viral” y consis-
te en una mezcla de tres componentes virales atenuados,
administrados por una inyeccién para la inmunizacién
contra el sarampion, la parotiditis o paperas y la rubéola.
Introducida en los afios 70 y admisnistrada en dos dosis
(al afo y 4-5 afios de edad), desde su aparicion ha provo-
cado que el sarampién en particular haya pasado de ser
inevitable a estar por debajo del 1% de incidencia en pai-
ses que hacen uso de esta vacuna.

En cuanto a las vacunas que contienen tiomersal, la po-
lémica surge a partir de un informe de la FDA (Food and
Drug Agency) sobre el metil-mercurio y su toxicidad en el
que se anuncia la retirada de varias sustancias que nada
tenian que ver con el tiomersal o las vacunas. Sin embar-
go, la similitud quimica del metil-mercurio con el etil-
mercurio produjo que parte de la comunidad médica, sin
evidencia ninguna, solicitase la retirada de las TCV.

2. EL CAsO WAKEFIELD, EL GRAN FRAUDE

Una de las criticas més prejuiciosas contra las vacunas
es la que se ocupa de conectar la exposiciéon a vacunas
que contienen tiomersal (TCVs) y/o a la vacuna MMR (la
del sarampién, parotiditis y rubéola) con el autismo o
ASD (autism spectrum disorders), tal y como sugieren
algunos estudios anecdéticos. Toda la controversia que
gira alrededor de la administracién de vacunas surgié en
1988 con la aparicién de un articulo fraudulento en la re-
vista médica "The Lancet", el cual estableci6 las bases para
que parte de los medios afirmase, de forma pretenciosa
ante la falta de credibilidad, que existia una relacién entre
aparicion de colitis y autismo con la triple vacuna MMR,



lo cual quedaria mas tarde desacreditado. El autor del
articulo original, el médico britdnico Andrew Wakefield,
al encontrarse con multiples conflictos de intereses finan-
cieros que no habian visto la luz, fue encontrado en 2010
culpable de manipulacién de evidencia cientifica y ruptu-
ra de otros cédigos éticos, como abuso de nifios autistas
sometidos a varios procedimientos invasivos innecesa-
rios. No en vano, tras cargar en contra de la vacuna MMR
y desacreditarla falsamente, Wakefield anuncié su interés
en desarrollar una vacuna alternativa que sustituyese a la
MMR, con el consiguiente beneficio econémico desorbi-
tado que ello le hubiese reportado. La propia revista "The
Lancet", al conocerse el veredicto, declaré el articulo como
completamente falso y se retracto, afirmando que habian
sido engafiados. En cuanto al autor del articulo, fue eli-
minadodel registro médico y como consecuencia se le
inhabilit6 para ejercer en Reino Unido.

Vaccine introduced
N

Fig. 1. Gréfico que muestra, en el eje vertical, un total de 26 estados
distintos de los EEUU. En el eje horizontal, se muestra el paso de
los afios desde 1930 hasta 2010. La linea negra marca el comienzo
de la aplicacion de la vacuna MMR. Cada cuadrado representa ca-
sos de sarampion por cada 100000 habitantes, representando el
rojo unos 4000 y el azul claro 0. Como se puede observar, tras la
aparicion de la MMR hay un descenso muy brusco de los casos,
hasta quedar la enfermedad practicamente erradicada.

Como era de esperar, tras la controversia que surgié se
llevaron a cabo exhaustivos analisis, controles y estudios
epidemiolégicos que, como era de esperar, desvirtuaron
por completo la afirmacién de Wakefield. El consenso
cientifico actualmente, de hecho, establece que no hay
motivo alguno para relacionar el desarrollo de autismo
con la vacuna MMR, y que los beneficios de esta vacuna
como herramienta de control de epidemias sobrepasan
enormemente sus riesgos potenciales. Sin embargo, el
dafio ya estaba hecho: para parte de la opinién publica,
las vacunas quedarian para siempre en entredicho. Des-
graciadamente, siguiendo la publicacion del articulo de
Wakefield, la pérdida de confianza en las vacunas ocasio-
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né que muchos padres optasen por no vacunar a sus hi-
jos, provocando un descenso en las tasas de vacunacién
de MMR en Reino Unido, Irlanda y Estados Unidos, lo
que result6é en un incremento significativo de sarampion
y paperas. Estos brotes, resultado final de la considerada
“farsa médica mas dafiina de los dltimos 100 afios”, tuvie-
ron como consecuencia tanto heridas graves y permanen-
tes como muertes (2). Pero el legado del Caso Wakefield
se alarga incluso a la actualidad, ya que la polémica en
torno a las vacunas ain es un tema candente. Las conti-
nuas advertencias de Wakefield en contra de la vacuna-
cién han contribuido a un clima de desconfianza hacia
todas las vacunas (ya no solo a la MMR) y a la reapariciéon
de otras enfermedades que se crefan controladas.

3. DESMONTANDO LA FARSA

Como se ha dicho, hay una gran cantidad de estudios
llevados a cabo con el correspondiente rigor cientifico que
han conseguido desvirtuar la relacién entre autismo y
vacunacion. En este articulo, se tratara algunos de ellos en
particular, el primero proveniente del JAMA (Journal of
the American Medical Association). Este estudio demues-
tra que no existe asociaciéon entre ASD y MMR incluso
entre nifios con alto riesgo de padecer autismo. El estudio
se desarrollé asi: los investigadores estudiaron la cone-
xién entre ASD y MMR en nifios con hermanos mayores
con y sin ASD, teniendo en cuenta las dosis de vacuna
MMR a la que habian sido expuestos. De esta forma, se
pretendia llegar a la conclusién, obteniendo unos resulta-
dos estadisticamente significativos, de la realidad de la
relacién entre ASD y MMR. Lo que se encontré fue lo
siguiente: ni hay asociacién entre la vacunaciéon con MMR
y el incremento del riesgo de padecer ASD, ni entre el
numero de dosis recibidas (una o dos) de la vacuna y el
riesgo de padecer ASD entre los nifios con hermanos ma-
yores con ASD (3,4).

Por otro lado, otro estudio de gran interés utilizé a
primates para llegar a conclusiones similares a las recién
expuestas: que no es sostenible la hipétesis de que la va-
cuna por medio de MMR juega un papel importante en la
etiologia (causas) del autismo. Ademads, en esta publica-
cion se quiso testar si existia una relacién con el ASD no
solo con la vacuna MMR, sino cambién con vacunas
TCVs. Para ello, se les inoculé a primates no humanos de
corta edad vacunas similares a las que se les dan a nues-
tros nifios, separandolos en 6 grupos de vacunacién en los
que se administré lo siguiente: solucion salina (control),
vacunas del plan de 1990 en EEUU para humanos, vacu-
nas del plan de 1990 en EEUU adaptado a la vida mas



corta (y desarrollo més rapido) de los primates respecto a
los humanos, vacunas del plan de 2008 de EEUU, vacuna
MMR, TCVs y MMR/TCVs a la vez. De esta forma, se
queria comprobar si los animales exhibirian cambios
comportamentales y/o neuropatolégicos idiosincréticos
del autismo con respecto a los animales del grupo control.
Los resultados fueron negativos para los cambios com-
portamentales (5). Lo mismo sucedié en cuanto a los
cambios neuropatolégicos relacionados con el cerebelo, el
hipocampo o la amigdala. Los cambios comportamentales
podemos observarlos en la Figura 2.
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Fig. 2. podemos observar lineas de diferentes colores donde se
diferencian primates de diferentes edades (12 a 18), de cada uno de
los grupos de vacunacién mencionados y que aparecen en la leyen-
da, asi como 4 comportamientos diferentes:uno de ellos social (po-
sitivo, A) y tres de ellos no sociales (explorativo,B, pasivo, C y posi-

tivo, D). Como se puede observar, no hay diferencias significativas

en el comportamiento entre el control y los grupos experimentales

de diferente edad y tratamiento, entre los que consta la MMR y va-
cunas TCV (5).

3. EFECTOS SECUNDARIOS REALES DE LAS
VACUNAS: NO HAY QUE ALARMARSE
Durante todo el articulo se ha insistido en la falta de
evidencia cientifica para establecer una relacién entre
desarrollo de ASD y vacunacién; sin embargo, esto no
quiere decir que las vacunas no tengan sus riesgos. Una
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vacuna, como cualquier medicamento, tiene efectos se-
cundarios capaces de producir problemas serios como
reacciones alérgicas severas.

3.1.Vacuna Triple Viral MMR

En el caso de la vacuna triple viral MMR, estos efectos
pueden ser suaves (fiebres en 1 de cada 6 personas, erup-
ciones en 1 de cada 20, hinchazén de glandulas en el cue-
llo en 1 de cada 75...), moderados (bajo nivel de plaquetas
que resulta en desérdenes de sangrado en 1 de cada 30000
personas, dolor en las articulaciones en 1 de cada 4, con-
vulsiones en uno de cada 3000...) y severos. Aunque los
efectos suaves y moderados ya de por si son poco fre-
cuentes, los efectos secundarios severos asociados a la
vacuna MMR son extremadamente raros. Por ejemplo, la
reacciéon alérgica severa a esta vacuna aparece en 1 de
cada millén de personas vacunadas mientras que otros
efectos han aparecido con tan poca frecuencia tras admi-
nistrar la vacuna que se desconoce si hay relacién entre
estos hechos: sordera, coma, pérdida de conciencia, con-
vulsiones a largo plazo, dafio cerebral permanente...(6).

3.2. Vacunas TCVs: DTP

En el caso de efectos secundarios producidos por las
vacunas que contienen tiomersal (TCVs), se puede poner
como ejemplo a la vacuna DTP (contra difteria, tétanos y
tos ferina). En este caso, los efectos suaves son bastante
comunes (1 persona de cada 4 de media a partir de la
cuarta dosis), incluyendo fiebre, enrojecimiento (y a veces
hinchazén y sensibilidad) de la zona en la que se vacuna,
falta de apetito, cansancio... Los efectos moderados son ya
menos comunes, incluyendo fiebre alta, convulsiones y
llanto descontrolado y continuo por 3 horas o mas. Al
igual que en el caso de la vacuna MMR, los efectos seve-
ros son muy poco frecuentes, y son los mismos o simila-
res a los que se han mencionado para esta (6).

4. CONCLUSIONES

La conclusién logica a la que se pretende llegar es que,
aunque existen ciertos riesgos asociados a la vacunacién
con MMR y TCVs especialmente, la probabilidad de esta
de causar dafios graves o la muerte es minima, y en todos
los casos sera preferible asumir el riesgo (tanto a nivel
individual como a nivel colectivo de salud publica para
evitar brotes de epidemias) que sufrir enfermedades co-
mo las paperas, el sarampion, el tétanos, la tos ferina... En
cualquier caso, estd demostrado cientificamente que la
apariciéon de ASD en nifios no tiene ninguna relacién con
la vacunacion de estos: Por ultimo, seria recomendable
reflexionar acerca del poco rigor de los medios de comu-
nicacioén al difundir informacion fundada en articulos de



nula credibilidad promoviendo la desinformacién, asi
como el poco criterio de parte de la opinién publica al
asumir como cierto un hecho, como la falsa relacién ASD-
vacunas, sin requerir para ello ningan tipo de evidencia
cientifica.
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Biosintesis de Quantum Dots

Rafael Hoyos Manchado

Resumen—Los Quantum Dots son nanoparticulas con propiedades Opticas muy singulares, por lo que se usan en multitud de
aplicaciones biomédicas o biol6gicas. Uno de los tipos méas importantes son los calcogenuros, especialmente los de cadmio.
Aunque existen otros métodos de sintesis, se ha estudiado la posibilidad de producir estas nanoparticulas de forma biol6gica
aprovechando los mecanismos de destoxificacion de metales pesados que muchos organismos poseen de forma natural. La
levadura de fision, Schizossaccharomyces pombe fue el modelo pionero con este propdsito pero, a lo largo de los afios, se han
logrado sintetizar estas nanoparticulas en diversos microorganismos.

Palabras Claves— biosintesis, quantum dots, calcogenuros, nanoparticulas, Schizossacharomyces pombe, Candida galbrata.

1. INTRODUCCION. QUANTUM DOTS

Los Quantum Dots (QDs) han sido una de las primeras
nanoparticulas con aplicaciones biolégicas y biomé-

dicas. Sus interesantes propiedades 6pticas hacen que
sean excelentes biomarcadores y que, casi medio siglo
después de su primera descripcién, se encuentren en la
vanguardia tecnolégica [1]. Los QDs son cristales de unos
cuantos nanémetros de didmetro que, en comparacién
con los biomarcadores fluorescentes convencionales y a
diferencia de su estado macroscépico, presentan un alto
rendimiento cuantico (PhotoLuminiscence Quantum
Yield, PLQY), amplio rango de absorcién pero estrecho en
la emision y una gran fotoestabilidad [2]. Dependiendo
del tamafo de las particulas, forma y estructura, las pro-
piedades Opticas pueden ajustarse facilmente segun la
aplicaciéon en la que vayan a usarse. Esta versatilidad,
junto a las propiedades previamente descritas, hacen que
los QDs sean especialmente tutiles en microscopia de fluo-
rescencia multiple (multiplexing).

Basicamente existen dos grandes tipos de QDs. Los 1I-
VI (sales formadas por un atomo del grupo 12, o IIB, de la
tabla periodica y otro del 16, o VIA), y los III-V (un atomo
del grupo 13, o IIIA, y otro del 15, o VA). El primer tipo es
posiblemente el que tiene mayores aplicaciones y ha sido
mas ampliamente estudiado. También son conocidos co-
mo calcogenuros, puesto que el grupo 16 es el de los cal-
cégenos y estd conformado por el oxigeno (O), el azufre
(S), el selenio (Se), el Teluro (Te), el polonio (Po, radiacti-
vo) y el Livermorio (Lv, anteriormente Uuh). Los calco-
genuros de cadmio son a su vez los mas utilizados, espe-
cificamente el CdS, CdSe y CdTe.

Durante muchos afios se ha investigado la forma en
que podian obtenerse nanoparticulas de estas moléculas
de la forma mas sencilla y con las propiedades 6pticas
idoéneas [1].
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2. SINTESIS DE CALCOGENUROS

Para sintetizar estas nanoparticulas encontramos tres
métodos generales: dos quimicos (sintesis organometalica
y sintesis acuosa) y uno bioldgico (biosintesis).

2.1. Sintesis Organometalica

La llamada sintesis organometalica, que produce QDs
(orQDs) de naturaleza hidrofébica y que, por lo tanto,
deben recubrirse con ligandos hidrofilicos o recubrimien-
tos poliméricos o de silica para hacerlas solubles en agua.
Este tratamiento, sin embargo, va en detrimento de sus
propiedades 6pticas (aumenta su tamafio y disminuye su
PLQY) y por lo tanto también merma su aplicabilidad.

2.2. Sintesis Acuosa

La sintesis mas usada ha sido probablemente la acuo-
sa (agqQDs), ya que generalmente es mas simple, barata y
respetuosa con el medio ambiente, ademas de que ya son
estables en agua, puesto que estan rodeadas de un gran
nimero de ligandos hidrofilicos. No obstante, aunque
esto se traduzca en un didmetro hidrodindmico pequefio
sus propiedades Opticas suelen ser pobres. De hecho un
campo muy activo ha sido la bisqueda de aqQDs con
propiedades 6pticas mejoradas [1], [2].

2.3. Sintesis Biologica (Biosintesis)

Aunque los dos métodos quimicos, descritos ante-
riormente, permiten obtener con éxito QDs, se han inten-
tado desarrollar vias alternativas que fueran mas limpias,
biocompatibles, no téxicas y respetuosas con el medio
ambiente, como es el caso de la biosintesis. Mediante el
uso de microorganismos, se han propuesto una serie de
métodos que permiten obtener QDs de forma barata, no
téxica, reproducible y a temperatura y presion ambientes.
Para ello, se aprovechan los mecanismos naturales que los
microorganismos tienen para protegerse de la accién de
los metales pesados, como es el caso del Cd o el Zn. Exis-
ten varios mecanismos de tolerancia a estos metales: la
modificaciéon de sus sistemas de transporte en la mem-
brana, la oxidacién o reduccion mediante enzimas, la alte-
raciéon del flujo de iones y la precipitaciéon con azufre,
fésforo o biopolimeros [1].



3. ESTUDIO DE LA SINTESIS BIOLOGICA

3.1. Cadistinas y Fitoquelatinas

El microorganismo pionero en estos estudios no es otro
que la levadura de fisién, Schizossacharomyces pombe. Es
bien sabido que esta levadura unicelular ha sido clave en
el conocimiento de la morfogénesis y el ciclo celular. Sin
embargo, en 1981 [3] , se descubre que en presencia de
CdCl, la levadura no s6lo produce metalotioneinas (de-
toxificacién de metales) sino que también se induce la
formacién de unos péptidos cortos que se unen al cadmio.
En 1983 [4] , se publica la estructura de la cadistina de S.
pombe, determindndose posteriormente en otros organis-
mos que la estructura general es (y-Glu-Cys)n-Gly, o lo
que es lo mismo (YEC)nG, siendo n=3-4. Esto significa
que el enlace peptidico entre el glutamato y la cisteina se
produce por el carbono y (en vez de a que es lo usual) y
que estos dimeros se repiten un cierto nimero de veces.
En ese mismo articulo se les da el nombre de cadistinas,
pero si n=1 la molécula es el glutatiéon y no se considera
una de ellas. En 1985 se descubren los homoélogos de las
cadistinas en plantas, denominandose fitoquelatinas,
nombre mas extendido y general en la actualidad [5].

Entre diversos mutantes de S. pombe sensibles a Cd(Il),
se encontraron algunos que no sintetizaban cadistina. De
estos, unos posefan mutaciones en las enzimas implicadas
en la sintesis del glutation, la y-glutamilcistein sintetasa
(ahora conocida como glutamato-cisteina ligasa) y la glu-
tation sintetasa. Esto corroboraba que también eran nece-
sarias para la sintesis de las cadistinas, como era de supo-
ner dada su similitud. Sin embargo, se encontraron mu-
tantes incapaces de sintetizar cadistinas pero que tenian
unos niveles totalmente silvestres de glutation por lo que
también debian existir enzimas especificas de la sintesis
de cadistinas. No fue una sorpresa cuando poco después
se identificaron en Silene cucubalus [6] y S. pombe [7] la
enzima fitoquelatina sintasa, que mediante una transpep-
tidacién permite obtener las fitoquelatinas. Sin embargo,
no fue hasta 1999 cuando se comenzaron a aislar los genes
que codifican para esta enzima. La mayoria se denominan
CAD1 y PCS1 (en S. pombe es pcs2 porque ya existia un
pcsl), y estan considerablemente conservados en plantas y
levaduras [8].

3.2. Nanoparticulas de CdS como Quantum Dots.
Estudios en S. pombe y C. galbrata

Las cadistinas (o fitoquelatinas) tienen pues el papel de
proteger al organismo de una alta concentraciéon de cier-
tos iones metalicos mediante la acciéon quelante de estos
péptidos contra los iones. Se propuso que el conjunto se
estabiliza gracias al azufre [9] y que de hecho, los comple-
jos que se forman debian consistir en un centro de CdS
rodeado de los péptidos [10]. Desde muy pronto se supo
los nanocristales de CdS en solucién acuosa tenfan carac-
teristicas Opticas especiales [11]. Sin embargo, fue en 1989
cuando se publicé una carta en Nature que describia la
biosintesis de “cristalitos semiconductores cuanticos de
CdS” en S. pombe y Candida galbrata, y donde por primera
vez se propone su uso como Quantum dots, independien-
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temente del estudio de la resistencia a Cd(lI) de los orga-
nismos usados [12].

La formacién de quantum dots en S. pombe y C. galbrata
es bastante similar. En ambos casos se producen intrace-
lularmente y con tamafios parecidos (1,8 y 2.0 nm, respec-
tivamente, Figura 1) [13], ya que aunque extracelularmen-
te también se producen unos agregados de cadmio no
tienen las propiedades que deseamos [12]. Por lo tanto,
para recuperar los nanocristales intracelulares debian
romperse las células y separarlos del contenido celular
junto con el que eran liberados al medio. No obstante, en
1996 se describe como en S. pombe sometiendo a las célu-
las a un proceso de congelacion-descongelacion se pue-
den extraer de forma selectiva las nanoparticulas. Esto
conlleva dos beneficios: que se purifica més facilmente y
que no destruimos las células de forma que pueden se-
guir produciendo [13]. De hecho, para que se induzca la
formacién de las nanoparticulas también se ha observado
que se debe anadir el cadmio al cultivo cuando este se
encuentra en exponencial, y no en la fase lag o en la esta-
cionaria [14]. También se han sintetizado estos QDs me-
diante cultivo en lote [14] y en lote alimentado [15] en un
intento por maximizar su produccion.

& B

Figura 1. Imagenes EFTEM-ESI de S. pombe (a) y C. glabrata (b).
El cadmio aparece en rojo y el azufre en verde. Hay una gran canti-
dad de cadmio en el interior celular que sin embargo, no es téxico.
Esto se debe a que esta inmovilizado y recubierto. Como puede
observarse, no hay grandes agregados debido a que lo que se ob-
tienen son nanoparticulas de no méas de 2 nm [16]

3.3. Calcogenuros en otros organismos

La produccion de quantum dots no es algo exclusivo
de los organismos “modelo” que hasta ahora hemos co-
mentado. Durante todo este tiempo se han identificado
otros microorganismos que producen una variedad con-
siderable de nanoparticulas. Si seguimos centrdndonos en
los calcogenuros de cadmio iniciales encontramos que
también se han producido quantum dots de CdS y CdTe
en Saccharomyces cerevisiae [17], [18], de CdS y CdSe en el
hongo F. oxysporum [19], [20] y de CdS, CdSe y CdTe en E.
coli [21], [22], [23]. En las bacterias Rhodopseudomonas pa-
lustris [24], Clostridium thermoaceticum [25], Klebsiella
pneumoniae [26], Klebsiella aerogenes [27] y Gluconoacetobac-
ter xylinus [28]se han producido quantum dots de CdS
con diferentes tamafios, formas y localizaciones. También
en diversas plantas como Linaria maroccana [29]. Un caso
curioso es el de diversas estirpes obtenidas de una mues-
tra de suelo antartico, que eran capaces de producir estas



nanoparticulas a baja temperatura [30]. El ejemplo mas
reciente es probablemente la produccién de QDs de CdTe
en gusanos de tierra [31].

4. PERSPECTIVAS FUTURAS

El estudio a nivel molecular de cémo las diferentes es-
pecies pueden producir QDs nos puede ofrecer vias de
mejora que permitan controlar con precisién el tamaiio,
forma y estructura de las nanoparticulas producidas, asi
como la optimizacién y escalado de la biosintesis. Sin em-
bargo, hasta que esto se consiga, la sintesis biolégica no se
plantea como una alternativa real a la sintesis organome-
talica o la acuosa. Ademéas de los inconvenientes ya des-
critos, hay que tener en cuenta que el uso de microorga-
nismos puede resultar complejo para personal inexperto
en su cultivo y manipulacién.

Por otro lado, a pesar de su aplicabilidad, se ha de-
mostrado que los QDs basados en metales pesados son
toxicos también para las células en las que se usan: indu-
cen respuestas a estrés que pueden alterar los resultados
obtenidos durante el experimento o el diagnoéstico. Al
parecer, el hecho de que sean nanoparticulas ya aporta un
grado de citotoxicidad que a priori parece insalvable. Por
ello se esta poniendo mucho empefio en desarrollar nue-
vos QDs que al menos eliminen la citotoxicidad produci-
da por los metales pesados. Que la sintesis biolégica ten-
ga cabida en este caso es algo atn por determinar.
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Nanotecnologia para el tratamiento de la
artritis reumatoide

Maria Trujillo Rodriguez

Resumen— La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune que afecta a las articulaciones sinoviales y puede causar
incapacidad funcional. A pesar de la amplia gama de tratamientos disponibles para curar esta enfermedad, existen
limitaciones, como la especificidad y las reacciones adversas, que hacen que estos tratamientos no sean del todo eficaces. La
nanotecnologia ofrece estrategias prometedoras para mejorar y optimizar el tratamiento de esta enfermedad. Esta revisién se
centra, principalmente, en estrategias basadas en la liberacion dirigida de farmacos a las zonas deseadas.

Palabras Claves— Atrtritis, Citoquinas, PEG, siRNA, TNFa

1. INTRODUCCION

a artritis reumatoide es una enfermedad autoinmu-
L ne sistémica, crénica e inflamatoria que afecta, prin-

cipalmente, a las articulaciones sinoviales, provo-

cando dolor, hinchazén y rigidez. También causa
discapacidad progresiva ya que, si la inflamacién persis-
te, puede provocar dafio en los huesos, ligamentos y
tendones préximos, y reducir la movilidad articular,
disminuyendo asi la calidad de vida del enfermo [1, 2].

La causa de esta enfermedad no se conoce, solo se sabe
que la autoinmunidad juega un papel importante, ya que
el sistema inmune ataca a las células inmunitarias que
invaden la membrana sinovial. Los linfocitos, las células
plasmaticas, los fibroblastos y los macrofagos son las
principales células que se acumulan en el tejido sinovial
inflamado y en el fluido sinovial de las articulaciones
afectadas (Fig. 1). Los macroéfagos son los principales
secretores de citoquinas proinflamatorias, tales como el
TNFa y la IL-1f3, responsables, junto con las IL-6 y IL-18,
de destruir la articulacion mediante la activacion de los
fibroblastos sinoviales y la producciéon de metaloprotei-
nasas [1, 2].
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Fig. 1: a) Imagen de una articulacion sinovial sana. b) Imagen de
una articulacion sinovial con artritis reumatoide. [3]

2. TRATAMIENTO

Los tratamientos actuales estan enfocados a aliviar el
dolor, controlar la inflamacion de las articulaciones sino-
viales y retrasar la progresion de la enfermedad. Los mas

comunes son:

a) Farmacos antiinflamatorios no esteroideos: pro-
porcionan un alivio sintomatico pero no previe-
nen el dafio articular. La mayoria de estos farma-
cos actuan inhibiendo la ciclooxigenasa (COX),



enzima responsable de catalizar la transformaciéon
del acido araquiddénico en prostaglandinas, me-
diadores principales del proceso de inflamacién.
Asi, la inhibicién de la COX por estos farmacos
conduce a una reduccién del dolor y la inflama-
cién [2].

b) Glucocorticoides: se usan también para reducir la
inflamacién mediante la inhibicién de la acumula-
cion de macréfagos y la reduccion de la permeabi-
lidad capilar [2].

c) Farmacos anti-reumaticos: ayudan a prevenir el
dafio en las articulaciones. El metotrexato (MTX) es
uno de los mas utilizados ya que disminuye la in-
flamacioén a través del metabolismo del acido fdli-
co, necesario para el crecimiento de las células. La
sulfasalazina, la hidroxicloroquina y la leflunomida
también se usan para tratar esta enfermedad [2].

d) Agentes biologicos: son medicamentos que se han
disefiado para inhibir citoquinas y moléculas de
superficie que intervienen en la patogénesis de di-
cha enfermedad. Entre ellos destacan etanercept e
infliximab, ambos inhibidores del TNF«; anakinra,
un antagonista del receptor de la IL-1 y abatacept
que inhibe la coestimulacién de las células T [2].

Sin embargo, el mayor problema de estos tratamientos es
la falta de especificidad y la aparicion de efectos secun-
darios en otros drganos y tejidos. En este sentido, los
recientes avances en nanotecnologia han proporcionado
nuevas estrategias para el transporte y entrega de farma-
cos, de forma dirigida, en el tejido deseado, minimizan-
do asi los posibles efectos secundarios (TABLA 1) [1].

Entre estas estrategias nanotecnoldgicas destacan los
nano-vehiculos, que son entidades, de un didmetro de
10-1000 nm, que pueden englobar en su interior a un
farmaco, protegiéndolo asi de posibles interacciones con
proteinas plasmaticas e inmunoglobulinas presentes en
medios fisiologicos y permitiéndole atravesar membra-
nas celulares.

En el caso de la artritis reumatoide, los farmacos encap-
sulados en estos nano-vehiculos tienen como objetivo
principal la supresion de las citoquinas inflamatorias
responsables de esta enfermedad.
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Como se ha comentado anteriormente, el TNF«, la IL-1,
IL-6 e IL-18 son las principales citoquinas implicadas en
la inflamacién de las articulaciones, por lo que una estra-
tegia prometedora para tratar la artritis reumatoide seria
silenciar la expresion de estas citoquinas con pequefios
RNA de interferencia (siRNA) [1]. La interferencia por
RNA es un mecanismo especifico, ya que existe una
complementariedad de bases entre la molécula de siARN
y la molécula de ARNm.

TABLA 1: RESUMEN DE LAS ESTRATEGIAS NANOTECNOLOGI-
CAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ARTRITIS REUMATOIDE [1]

. Estrategia nano- .
Diana L. Efecto inmune
tecnologica
. y Supresion cito-
Liposoma catio- . .
TNF« . . quinas inflama-
nico con siRNA .
torias
Nanoparticulas Supresion cito-
TNFa de PLGA con quinas inflama-
siRNA torias
Complejo “wrap- Supresion cito-
TNFa some” con siR- quinas inflama-
NA torias
Nanoparticulas Supresion cito-
TNFa de quitosano con quinas inflama-
siRNA torias
. Neutraliza la
Certolizumab .,
TNFa funcion del
pegol
TNFa
. ., Supresion cito-
IL-1,IL-6 e Liposoma catio- . .
. . quinas inflama-
IL-18 nico con siRNA .
torias
Supresion de las
viIP Micelas estéricas respuestas Thl y
Th17

Estos siRNA, debido a su alto peso molecular y su natu-
raleza polianiénica, son englobados en nano-vehiculos
que facilitan su transporte hasta el citoplasma de los
macrofagos. Estos nano-vehiculos pueden ser:



a) Liposomas cationicos: son vesiculas nanométricas

formadas por bicapas lipidicas cargadas positi-
vamente, en las que la parte polar se sitta hacia el
interior de la vesicula y hacia el medio externo,
mientras que la parte apolar queda hacia el inter-
ior de la membrana (Fig. 2). Por tanto, ofrecen un
entorno lipofilico y un entorno acuoso, adecuados
para la administracién de farmacos con diferentes
solubilidades y perfiles (hidrofébico, hidrofilico y
anfipatico). Ademas, los liposomas estdan com-
puestos de materiales biodegradables y no téxicos
para la célula, por lo que no desencadenan ningu-
na respuesta inmunoégenica [2, 4].

Fig. 2. Estructura de un liposoma catiénico con siRNA en su interior

[1].

b) Nanoparticulas PLGA: El PLGA o 4cido poli

(lactico-co-glicdlico) es un polimero sintético ge-
nerado a través de la reacciéon de polimerizacion
entre el acido glicolico y lactico. Este polimero es
uno de los mdas usados entre los diferentes poli-
meros desarrollados para formular nanoparticulas
(Fig. 3), debido a una serie de propiedades: (i) es
biodegradable y biocompatible, (ii) ha sido apro-
bado por la FDA y la Agencia de Medicina Euro-
pea como un sistema de administracién de farma-
cos por la via parenteral, (iii) protege al fdrmaco
de la degradacién, (iv) permite dirigir nanoparti-
culas a 6rganos o células especificas, y (v) existen
distintas formulaciones y métodos de produccién
adaptados a diversos tipos de drogas [5, 6].
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Fig. 3. Estructura de una nanoparticula PLGA con siRNA en su

interior [1].
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¢) Complejo “wrapsome”: es un vehiculo que permi-

te el suministro de siRNA y que ha sido disefiado
recientemente con un nucleo compuesto por una
bicapa de lipido catiénico y el complejo siRNA,
que esta envuelto en una bicapa de lipidos neu-
tros con polietilenglicol en la superficie (Fig. 4). La
ventaja de este complejo es que como la capa ex-
terna esta compuesta de fosfolipidos neutros y
esta pegilada, se evita la unién del complejo a las
proteinas plasmaticas y a las membranas de las
células epiteliales. Ademas, esta bicapa lipidica
protege al siRNA de la digestion enzimatica y
aumenta la vida media del complejo en la circula-
cion sistémica, causando asi una entrega eficiente
del siRNA a la membrana sinovial inflamada de-
bido a la permeacién vascular en los tejidos infla-
matorios [7].

Fig. 4. Estructura de un wrapsome con siRNA en su interior [1].

d) Nanoparticulas de quitosano: el quitosano es un

polimero natural formado por moléculas de N-
acetil-D-glucosamina y D-glucosamina. Es uno de
los polimeros naturales mas utilizados para la
administracién de farmacos, ya que muestra ca-
racteristicas importantes como: su caracter polica-
tionico, su solubilidad en medio acuoso, su biode-
gradabilidad y su baja inmunogenicidad (Fig. 5).
Sin embargo, su propiedad mas atractiva es la ca-
pacidad de adherirse a las superficies mucosas, lo
que permite una mayor penetracion del farmaco y
un mayor tiempo de residencia prolongada en los
sitios de absorcién [8, 9, 10].



2
e B
. A N 8
NS
LY .o"( .‘ : o7

WL

Fig. 5. Estructura de una nanoparticula de quitosano con siRNA en
su interior [1].

Ademas de estos nano-vehiculos que engloban en su
interior siRNA, existen otras estrategias nanotecnologi-
cas para el tratamiento de la artritis reumatoide:

a) Certolizumab pegol (CZP): es un farmaco anti-
TNFa que reconoce y neutraliza al TNFa huma-
no, tanto el soluble como el que se encuentra
unido a membranas. Este fArmaco tiene una es-
tructura distinta al resto de los anti-TNFa (Fig.
6), ya que carece de region Fc y tiene un frag-
mento Fab’ de un anticuerpo monoclonal muri-
no humanizado unido a dos moléculas de polie-
tilenglicol (PEG). Esta pegilacion le confiere ca-
racteristicas importantes, ya que aumenta la so-
lubilidad y estabilidad del farmaco y el tiempo
de vida media en sangre, permitiendo asi una

mayor distribucion a los tejidos inflamados [11,

12, 13].

Infliximab Adalimumab

Chimeric mouse-human Human IgGl

IgG1 monoclonal monoclonal

| antibody antibody
% Certolizumab pegol

Humanized Fab’

N fragment linked to
PEC:EE,G two PEG molecules

Fig. 6: Estructura de farmacos anti-TNFa [13].

b) Micelas estabilizadas estéricamente: son estruc-
turas esféricas en las que las colas apolares de
los fosfolipidos se sitian hacia el interior, mien-
tras que las cabezas polares hacia el exterior, en-
trando en contacto con el agua. A estas micelas
se les agregan moléculas de PEG, convirtiéndo-
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las asi en buenos sistemas de liberacion de
farmacos, ya que el PEG mejora la estabilidad,
seguridad y bioactividad de éstos.

Para el tratamiento de la artritis, estas micelas
engloban el péptido intestinal vasoactivo (VIP),
ya que posee acciones antiinflamatorias y una
gran variedad de funciones que controlan la
homeostasis innata del sistema inmunitario, co-
mo son la inhibicién de la fagocitosis, del estalli-
do respiratorio, de la quimiotaxis, de la prolife-
racion de células T y de la produccién de agen-
tes pro-inflamatorios en las articulaciones infla-

madas y células sinoviales, como TNFa, IL-6, IL-
1B, iNOS, IL-12 e IL-18 (Fig. 7) [14, 15].
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Fig. 7: Esquema de la regulacién negativa llevada a cabo por VIP
[14].

3. CONCLUSIONES

La artritis reumatoide es una enfermedad que sigue un
curso progresivo y deformante, ya que puede provocar la
destruccién de las articulaciones. Los tratamientos aqui
descritos consiguen controlar el dolor y la inflamacion,
evitando asi el deterioro funcional y mejorando la calidad
de vida de los pacientes, pero no logran la remision de la
enfermedad. La nanotecnologia ofrece estrategias inno-
vadoras que optimizan estos tratamientos, como son los
nano-vehiculos, que permiten englobar en su interior
farmacos y siRNA dirigidos contra las citoquinas respon-
sables de la patogenia de la enfermedad. Sin embargo,
estos nano-vehiculos son muy novedosos y por ello re-
quieren de mas investigacion.
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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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Nanomedicina: Nuevas terapias para el
tratamiento de la diabetes.

Blanca Navarrete Ruiz de Clavijo

Resumen—La diabetes mellitus afecta a 366 millones de personas en el mundo. A falta de una cura para esta enfermedad, la
nanotecnologia ofrece varias alternativas que podrian utilizarse como terapia y que mejorarian la calidad de vida, a largo plazo,
de las personas que la padecen. El campo de la nanomedicina esta centrandose en la blisqueda de un sistema que permita
sensar la concentracion de glucosa en sangre y secretar insulina, en respuesta a dichos niveles y en dosis adecuadas. El
principio de estas nuevas terapias es la utilizacion de la enzima glucosa oxidasa (GOx), como sensor de la glucosa, y
nanoparticulas sensibles a variaciones de pH. La GOx cataliza la oxidacién de la glucosa a acido glucénico, causando una
disminucién del pH en la zona. Esta variacion en el ambiente provoca que las nanoparticulas modifiquen su estructura
permitiendo la liberacién de insulina en estas condiciones. En este articulo se describen dos estructuras que llevan incorporado
este mecanismo, un dispositivo implantable y un hidrogel inyectable. Ambos sistemas han dado buenos resultados e in vivo,
trasplantados a ratones diabéticos, abriendo una puerta a nuevas alternativas en la basqueda de una cura para la diabetes en

humanos.

Palabras Claves— Diabetes, GOx, Insulina, Nano-network, Nanoparticula sensibles a pH.

1. INTRODUCCION

a diabetes mellitus es una afeccién crénica que se

desencadena cuando el organismo pierde su capaci-

dad de producir suficiente insulina o de utilizarla con
eficacia. La insulina es una hormona producida en el pan-
creas, mds concretamente por las células beta pancreati-
cas, cuya funcién principal es mantener bajos los niveles
de glucosa en sangre. Una persona con diabetes no absor-
be la glucosa adecuadamente, de modo que ésta queda
circulando en la sangre (hiperglucemia) y dafiando los
tejidos con el paso del tiempo. Este deterioro causa com-
plicaciones para la salud potencialmente letales.

Hay dos tipos principales de diabetes: diabetes tipo 1y
diabetes tipo 2. La diabetes tipo 1, es considerada una
enfermedad autoinmune y metabdlica, que se produce
cuando los linfocitos T atacan y destruyen por error
las células beta pancreaticas productoras de insulina, ne-
cesarias para regular los niveles altos de glucosa en san-
gre. La diabetes tipo 2 se caracteriza por una combinacién
de factores genéticos y ambientales que afectan a la capa-
cidad del organismo para responder a las acciones de la
insulina, aunque ésta se secrete de forma normal.

En la actualidad, las personas con diabetes suelen pin-
charse los dedos varias veces al dia para extraer una pe-
quefia muestra de sangre y comprobar los niveles de azu-
car circundantes. Cuando los niveles son altos, estos pa-
cientes se inyectan a si mismos insulina, que disminuye
el exceso de aztcar. Este procedimiento de “auto-
administracién” de insulina puede llegar a ser peligroso
debido a un mal control de la glucosa en sangre, pudien-
do producirse las llamadas “complicaciones crénicas de la
diabetes”, como la amputacién de extremidades, ceguera
y fallo hepatico. Por otro lado, la hipoglucemia puede

resultar en riesgos de ataques epilépticos, dafio cerebral e
incluso la muerte [1]. La inyeccién diaria de insulina es
tan sélo un método paliativo y no supone, ni mucho me-
nos, la cura de la enfermedad. Por lo que diferentes cam-
pos cientificos, entre ellos la nanotecnologia, se encuen-
tran actualmente en la bisqueda de nuevas terapias al-
ternativas.

Estos tltimos afios la nanomedicina ha desarrollado un
gran avance, tanto en la manipulacién, como en las apli-
caciones de las nanoparticulas, abriendo una puerta a la
busqueda de nuevas terapias contra un gran ntimero de
enfermedades de diverso tipo, entre ellas la diabetes[2].

2. NANOTECNOLOGIA Y DIABETES

En ausencia de una cura definitiva para la diabetes me-
llitus, la obtencién de un dispositivo que monitorice la
concentracién de glucosa y libere insulina segtin dicha
concentracién, serfa una buena alternativa a las inyeccio-
nes de insulina [3]. Varios han sido los experimentos y
avances llevados a cabo por investigadores del campo de
la nanomedicina. En este articulo se comentaran dos po-
sibles sistemas que aseguran la liberacién de cantidades
adecuadas de insulina en respuesta a la glucosa en san-
gre. El principio de estos sistemas se basa en la integra-
cién de un elemento que mida la glucosa, y un mecanis-
mo que libere la insulina en dosis adecuadas [4]

Diversos grupos de investigacion se han centrado en el
desarrollo de biomateriales para lograr un buen sistema
de liberacién de insulina controlado quimicamente, utili-
zando enzimas como sensores. La mayoria de los sistemas
incorporan la enzima glucosa oxidasa (GOx) en hidroge-
les, membranas o biopolimeros que cambian su confor-
macién en respuesta a cambios de pH [5-7]. La GOx cata-
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presencia de oxigeno, liberando peréxido de hidrégeno.
En los siguientes apartados hablaremos de dos siste-
mas que utilizan el mecanismo explicado anteriormente:
un dispositivo de liberacién de insulina con una mem-
brana de nanoparticulas, y un hidrogel con estructura
reticular compuesto de nanoparticulas poliméricas

2.1. Dispositivo de liberacion de insulina con
membrana de nanoparticulas

El grupo de Claudia R. Gordijo [3] ha desarrollado un
dispositivo de liberacién de insulina en respuesta a los
niveles de glucosa en sangre, que puede ser implantado
en el paciente gracias a su pequefio tamafio (3 cm) (Figura
1.b).

El dispositivo esta compuesto por un reservorio de in-
sulina y, en uno de los extremos, una membrana de na-
noparticulas que mida los niveles de glucosa y libera in-
sulina en un ratio adecuado a dichos niveles. La membra-
na consiste en una matriz reticular formada por la unién
de albamina de suero bovino (BSA) y nanoparticulas de
MnQO,, en la que se encuentran embebidos la GOx, la cata-
lasa (CAT), encargada de eliminar el peréxido de hidré-
geno que se produce en la reaccién -incrementando la
vida media de la GOx-, y nanoparticulas de poli (niso-
propilacrilamida-co-acido-metacrilico) (poli (NIPAM-
MAA)). La eleccién de nanoparticulas de MnO; se debe a
su funcién estabilizadora de las enzimas. Cuando la GOx
cataliza la oxidacién de la glucosa a 4cido glucénico se
produce una disminucién de pH en la zona, creando un
microambiente en la membrana. Este cambio de pH, hace
que las nanoparticulas de poli(NIPAM-MAA), que for-
man el hidrogel, encojan y se formen unos pequefios po-
ros en la membrana que permiten el paso de la insulina
desde el reservorio al exterior [8], de manera que, cuando
la concentracién de glucosa es elevada, el pH disminuye
de forma considerable y se libera la insulina al organismo.
Por otro lado, cuando los niveles de glucosa vuelven a sus
estados basales, el pH aumenta y los poros se cierran (Fi-
gura l.a.i).

El pequefio tamario del dispositivo (3 cm) y su forma
plana permiten que sea facil de implantar y extraer sub-
cutdneamente o intraperitonealmente en ratas. Ademads
estd fabricado con una silicona médica altamente utiliza-
da en clinica y, para hacerlo mas biocompatible, la super-
ficie del dispositivo se modificé con diversas técnicas:
silanizacién y PEGilacién (Figura 1.a.ii). La silanizacién
permitié que la membrana de hidrogel se mantuviese
unida covalentemente al depésito de insulina. Las super-
ficies externas del dispositivo fueron PEGiladas aumen-
tando, en gran medida, su biocompatibilidad, mediante la
reduccion de la respuesta inmune del huésped. La insuli-
na muestra problemas de agregacion cuando se encuentra
en altas concentraciones o en contacto con superficies hi-
drofébicas [9]. Para evitar este proceso, el grupo de Gor-
dijo, ha estabilizado la solucién en la que se encuentra la
hormona, afiadiendo un surfactante no i6nico, el n-octil-
B-D-glucopiranésido (Figura 1.b.iii). Ademads, gracias a la
silanizacién de la superficie del dispositivo, ésta se vuelve
mas hidrofilica y se evita la posible agregacién de la insu-
lina en las paredes internas.
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Figura 1. Dispositivo implantabe para la liberacién de insulina en
respuesta a los niveles de glucosa en sangre [3]. (@) Composicién
del dispositivo. (i) Mecanismo de la membrana sensora de glucosa.
(ii) Modificaciones de la superficie del dispositivo. (iii) Interior del
reservorio de insulina. (b) Fotoarafia del dispositivo.

2.1.1 Experimentos in vitro e in Vivo

En experimentos in vitro se demostré que la liberacién
de insulina puede ser modulada en funcién de la concen-
tracion de glucosa. El perfil de liberacién de insulina mos-
tré un patrén tipico pulsétil cuando la concentracién de
glucosa se alterné entre los niveles normales y de hiper-
glucemia en varios ciclos (Figura 2.a). En experimentos in
vivo se confirmé que la glucemia de las ratas diabéticas se
puede controlar con la implantacién intraperitoneal del
dispositivo de insulina. Ademas, la glucosa en sangre de
las ratas diabéticas se redujo a niveles normales rapida-
mente, lo que demuestra la eficacia de la administracion
de insulina en respuesta a la glucosa del dispositivo im-
plantado (Figura 2.b).
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Figura 2. Resultado de los estudios in vivo e in vitro del dispositivo
[8]. @) Estudio in vitro de la secrecién de insulina en respuesta a
diferentes niveles de concentracion de glucosa. b) Estudio in vivo de
la concetracion de glucosa en sangre en ratones diabéticos (control)
v ratones con el dispositivo implantado



2.2. Nano-network

Otro gran avance en la terapia contra la diabetes ha
sido llevado a cabo por el grupo de Zhen Gu [10], que ha
desarrollado una estructura reticular de nanoparticulas
poliméricas inyectable en el paciente, al que denominan
nano-network. Esta “nano-red” es capaz de liberar gluco-
sa en respuesta a los niveles de glucosa en sangre. La red
estd compuesta por nanoparticulas de m-dextrano (una
modificacién del dextrano que lo hace sensible a variacio-
nes de pH), con cargas opuestas para que interaccionen
entre si y se unan por fuerzas electrostéticas para crear la
estructura reticular. Esta red forma una estructura tridi-
mensional estable y con poros suficientemente grandes
para dejar pasar a la glucosa.

Las nanoparticulas estdn formadas por cuatro com-
ponentes: una matriz polimérica de m-dextrano, revestida
con polielectrolitos para otorgarle cargas en la superficie,
las enzimas GOx y CAT, encapsuladas, e insulina recom-
binante (Figura 3, a). El dextrano ha sido seleccionado por
ser biocompatible, biodegradable y facil de modificar, de
hecho, se ha modificado de manera que se le ahaden cier-
tos ligandos para que sea soluble en compuestos organi-
cos y, ademads, sensible a cambios de pH (se degrada) (Fi-
gura 3.b)). Para conseguir las cargas opuestas en las na-
noparticulas, se han unido a la superficie de las nanopar-
ticulas polielectrolitos muy utilizados en clinica, el quito-
sano (carga positiva) y el alignato (carga negativa). Gra-
cias a la presencia de estas dos cargas en la nanoparticu-
las, hay zonas donde las cargas se atraen formando una
fuerte interacciéon y zonas donde hay repulsion y que
constituyen los poros, que permiten la entrada de la glu-
cosa en la nano-network.

Cuando la glucosa en sangre es alta, entra por los po-
ros de la estructura reticular y es convertida en 4cido glu-
conico por la accién de la GOx, haciendo que el ambiente
local sea ligeramente mas acido. Ese entorno acido hace
que las esferas de dextrano se desintegren, provocando la
liberacion de insulina desde su interior (Figura 3.c)).
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Figura 3. Nano-network [10]. a) Estructura de las nanoparticulas.
b) Estructura quimica del m-dextrano. ¢) Estructura y mecanis-
mo de accion de lal nano-network.
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2.2.1 Experimentos in vitro e in Vivo

Para medir la capacidad de la nano-network de liberar
inulina en respuesta a la glucosa, se realizaron experi-
mentos in vitro en los que se sometia a la nano-network a
concentraciones alternas de glucosa variando entre nive-
les de hipoglucemia e hiperglucemia. Los resultados de-
mostraron una alta liberacién de insulina cuando los ni-
veles de glucosa eran elevados y una inhibicién de la se-
crecién de insulina cuando los niveles de glucosa dismi-
nuian (Figura 4.a).

También se realizaron experimentos in vivo, dénde in-
yectaban el nano-network a ratones diabéticos y median
la concentracién de glucosa durante dos meses. Los resul-
tados demostraron que una sola inyeccién del gel man-
tiene los niveles de aztcar normales durante un promedio
de 10 dias. Se realizaron también pruebas in vivo en la que
se efectuaban inyecciones de glucosa a los ratones con y
sin nano-network para estudiar la eficacia del mismo (Fi-
gura 4.b), obteniéndose una respuesta similar en ambos
ratones.
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Figura 4. Resultado de los experimentos in vivo e in vitro de la
nano-network [16]. a) Estudio in vitro de liberacion de insulina
alternando niveles de hipoglucemia y de hipergucemia. b) Estudio
in vivo administrando una inyeccién de glucosa a ratones normales
(control) y en ratones después de 6 dias de la inyeccion de la nano-
network.

5. CONCLUSIONES

Hoy en dia no existe una cura para la diabetes, s6lo
métodos que reducen los efectos de padecerla. Estos tra-
tamientos requiere la constante monitorizacion de la glu-
cosa en sangre con la consiguiente inyeccién de insulina
por parte del paciente, que puede llegar a ser fatigoso al
igual que peligroso, si no se realiza de la forma adecuada.
Debido a esto, es esencial la busqueda de nuevas alterna-
tivas. Los dos avances mencionados en este articulo per-
miten nuevos tratamientos para esta enfermedad que po-
drian asegurar el mantenimiento equilibrado de los nive-
les de azticar en sangre y mejorar la calidad de vida de los
pacientes. Estas nuevas aplicaciones se basan en un sen-
sor de glucosa que permite una liberacién de insulina en
las dosis adecuadas, presentado en dos formatos diferen-
tes, un dispositivo implantable y un hidrogel que puede
inyectarse. Como se ha mencionado, ambos sistemas han
dado buenas expectativas, tanto en experimentos in vitro
como in vivo, para su utilizacién en clinica.
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Sin embargo, los sistemas de hidrogel han dado una
baja respuesta a los cambios en la concentracién de gluco-
sa, y las membranas con GOx pueden sufrir pequenas
roturas mecénicas que podrian provocar una liberacion
de insulina prematura. Actualmente, los investigadores
estan tratando de modificar las particulas para que pue-
dan responder a los cambios en los niveles de glucosa
mas rapido, para llegar a la velocidad de las células de los
islotes del pancreas, antes de ser implantadas en seres
humanos.
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Técnicas espectroscopicas aplicadas al

analisis de pigmentos

afectados por cambios

degenerativos, producidos por el fuego

Llucia Bosch Rubio

Resumen— El articulo presente trata de establecer una sintesis de las recientes aportaciones realizadas por distintos equipos
de investigacion, a partir de la combinacion de técnicas espectroscopicas sobre el campo de la caracterizacién de pigmentos

que, por efecto del fuego, han sufrido cambios y mutaciones.

Palabras Claves — Policromia, espectroscopia, pigmentos, fuego.

Llucia Bosch Rubio. Universidad Pablo de Olavide. lluciabr@restaura.org.

Se llaman colores a las distintas dreas visibles del espec-
tro solar y pigmento a la substancia mds o menos colo-
reada que, fijada por un aglutinante, constituye el estrato
pictérico. Estos pigmentos, pueden clasificarse en distin-
tas categorias, seglin su origen: naturales o artificiales,
orgdanico e inorganicos, sintéticos, etc. Y es en parte por
ese origen y composicién, por lo que reaccionan de distin-
ta forma ante factores de alteracion.

En el presente articulo, se realizard un estado de la cues-
tién sobre el estudio de uno de dichos factores; y c6mo las
técnicas espectroscépicas aportan datos para establecer
las propiedades especificas de pigmentos que han pade-
cido cambios degenerativos a causa del efecto del fuego.

1.1 Mecanismos de alteracion del fuego
El fuego, constituye un desafortunado agente de deterioro,
cuyo origen mds habitual es:

e Natural: rayos

e Fortuito: por incidentes como descuidos, corto-

circuitos, etc.

e Provocado: por actos vandalicos
Las alteraciones que producidas por los efectos del fuego
se desarrollan mediante el contacto con las llamas, inten-
sificadas por el cambio de temperatura y la fuerza con la
que se proyecta el agua utilizada por los bomberos al
apagar las llamas. Hay que tener en cuenta ademds, los
efectos del humo y del calor. Un desafortunado ejemplo
de estos efectos, se encuentra en la tabla de la Virgen del
Perdén [1], obra de Simon Pereyns (s.XVI), afectada por
un incendio que duré 3h y cuya temperatura ambiental
no disminuy6 hasta 24h mas tarde, quemdndose el 80%
de la obra.

Para la evaluacién de los efectos del fuego sobre
los pigmentos, hay que tener en cuenta el tipo de soporte
sobre el que se encuentren, puesto que dependiendo de
su composiciéon tendrd distintos comportamientos; los
soportes de madera, al ser un material combustible que se
descompone quimicamente a temperaturas superiores a
120°, originan carbén y gases inflamables. La resina se
funde a partir de 100°C y un incendio puede suponer la
exposicién de la obra a 230°C.

1. INTRODUCCION

A estas temperaturas, las capas de imprimacién compues-
tas por aglutinantes oleosos (por su contenido en aceite),
se ven afectadas por el calor durante el incendio, gene-
rando burbujas en la capa pictérica.

La degeneracién de los pigmentos es una de las
patologias que desvirtiia e impide la lectura original de la
obra. Por los efectos del calor y las reacciones quimicas
provocadas, pueden llegar a desvanecerse o tornar su
coloracién. Por lo que se hace necesaria la identificacién
de su composicién, no sélo para estudiar el comporta-
miento y deterioro del pigmento, sino también para ofre-
cer datos sobre el entorno socio-econémico del artista e
incluso establecer patrones para el uso de determinados
métodos de intervencién.

En pintura mural, el fuego generalmente no des-
truye completamente el estrato pictdrico, sino que tiende
a transformarlo en una obra monocroma, debido al hecho
de que los pigmentos tierras entre los 300 y 700°C se tor-
nan tierra tostada, tendiendo al rojo-bruno. Estos efectos
son los que podemos observar en pinturas como las de
Frauenchiemsee o las de Pompei [2].

1.2. Métodos de investigacion aplicada
Recientemente se han realizado algunos estudios en insti-
tuciones como el Museo Nacional de Arte de Catalunya
[3], la Universidad de Sevilla [4] o la Universidad de Gra-
nada[5]; relacionados con el andlisis de las alteraciones
provocadas por el fuego sobre los pigmentos.

Dichas investigaciones, tenian como objetivo la
evaluaciéon del proceso de deterioro provocado por el
fuego, a través de la experimentacién con probetas, re-
construyendo el proceso de alteracién y su temperatura
asociada.

En la metodologia seguida por los grupos de
investigacion, se recrearon los estratos pictéricos a partir
de las técnicas descritas en las fuentes bibliograficas como
la de Cennino Cennini [6]. A continuacién se sometieron a
procesos de temperatura controlada (entre 100 y 1000°C),
y finalmente se interpretaron los datos proporcionados
con ayuda de técnicas instrumentales, tales como la es-
pectroscopia o la microscopia éptica electrénica. En el



caso de la investigacién de los pigmentos de Sixena [7]
alterados por un incendio, se monitorizé la temperatura y
se utilizé la difraccién de rayos X para la investigacién de
las principales transformaciones mineraldgicas del pig-
mento, que conducian a la alteracién del color.

2. TECNICAS DE ESPECTROSCOPIA APLICADAS

Las principales técnicas espectroscépicas descritas por los
equipos de investigacién son:

> Espectroscopia optica de emision UV-visible:
Aplicado para el anélisis de substancias que absorben en
el campo del visible, el UV y el IR. Su principio bésico se
basa en la correlacién entre la absorcién de energia por
parte de una substancia ( que puede ser elemental o mo-
lecular) y la longitud de onda de la radiacién incidente;
pudiendo analizar minerales de composicién muy varia-
da. El estudio cuantitativo se basa en la proporcién direc-
ta entre la absorcién y la concentracién de un analito
cuando es irradiado por una luz monocromadtica. Los
resultados se observan en forma de espectro cualitativo
representado por un trazo continuo en el que los puntos
relacionan la absorcién con la longitud de onda; y un
valor numérico que representa la concentracién del anali-
to en la solucién analizada [8].

> SEM-EDX: Normalmente se usa para el estudio
de materiales de naturaleza inorgénica, a partir de una
biopsia sélida insertable en la cdmara de vacio del ins-
trumento. Un pequefio rayo de electrones incide en la
muestra, que emite un minimo de tres tipos de sefiales
distintas que se recogen y visualizan en un tubo catédico,
fotografiado o digitalizado. Este proceso pone de mani-
fiesto tanto la estructura tridimensional de la muestra,
como la distribucién de los elementos de distinto peso
atémico; que en este caso tiene el fin de estudiar la com-
posicién elemental de la capa pictérica y la determinacién
de los pigmentos [9].

> Espectroscopia IR (FTIR). Este andlisis permite la
identificacién de grupos funcionales los compuestos or-
ganicos e inorganicos, a través de biopsias en polvo, li-
quido o escamas, de los distintos estratos pictéricos. El
método es como el de la espectrofotometria, con la medi-
da de la energia residual tras traspasar una radiacién a
través de la muestra en examen [10].

4. OBSERVACIONES

La espectroscopia IR de transmisién fue utilizada para
determinar qué zonas de los frescos de Sixena afectadas
por el incendio, eran originalmente azules. Se identificé el
pigmento como aerinita, un pigmento azul inorganico,
sobre el cual se determiné también que se degeneraba
totalmente a los 400°C, a 800°C recristalizaba en forma de
augita y a 1000°C obtenian hematite. Con técnicas com-
plementarias como la termodifraccién, se establecen el
momento en que un pigmento como la azurita se degene-
ra en otro producto, como la tenorita, por decarbonata-
cién a altas temperaturas. Este tiltimo es el caso estudiado
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en la Universidad de Granada, sobre experimentos de
descomposicién del pigmento azurita.

Mediante la espectroscopia Optica de emision
UV-visible se detectaron los aglutinantes oleosos con
fluorescencia caracteristica de color naranja brillante, en el
retablo de la Virgen del Perdén analizado en México.

Por otra parte, las pruebas analizadas con MEB y
EDX por el mismo laboratorio, se realizaron con pigmen-
tos en contenido en el interior de capas, estudiadas en
cortes transversales. Con los resultados, se observé una
modificacién de un pigmento azul y su decoloracién por
reaccién, mediante el experimento de aplicacién de tem-
peratura controlada. Con esta técnica, se detectaron tam-
bién los efectos del fuego en la estratigrafia de la base y
los cambios morfolégicos y topograficos provocados por
la temperatura en los minerales y el aglutinante, en vista
superior y transversal.

En el caso de los pigmentos de Pompei, se con-
cluyé que los tierra eran extremadamente estables, a ex-
cepcién de los amarillos, los cuales formaron goethita y
hematites, variando el color del amarillo ocre al rojo ana-
ranjado; debido a la incidencia de los efectos de la erup-
cién del Vesuvio. Asi mismo, se detecté que algunos de
los colores actualmente marrones, eran en realidad verdes,
cuyos elementos (O, Mg, Al, Si, K y Fe) fueron identifica-
dos mediante SEM-EDX. Con el estudio de las secciones
trasversales, se descubrié que los pigmentos fueron utili-
zados con una o varias capas sobre el intonaco, con inten-
cién de dar distintas sensaciones colorimétricas.

5. CONCLUSIONES

Las técnicas espectroscépicas, en combinacién con otras
técnicas instrumentales, ofrecen en la mayoria de las ve-
ces, resultados de gran precisién con un coste medio;
determinando en estos casos, datos cualitativos que ayu-
dan a identificar los pigmentos que en origen daban color
a las policromias estudiadas. Ya no solo en el caso concre-
to en el que influye la accién del fuego, sino también
pueden ser ttiles para determinar las posibles alteracio-
nes que pueden producirse en los pigmentos, por la ac-
cién de tratamientos tales como la limpieza con lédser:.

Finalmente, dichas técnicas son usadas en gene-
ral como métodos de caracterizacién material, que en este
contexto se orientan a establecer los cambios morfolégicos
y alteraciones en la estructura pictéricas y transiciones de
fase cristalina; por comparacién con resultados experi-
mentales obtenidos de las probetas artificiales.
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Riesgo y Vulnerabilidad: Conocer para
proteger

Julia Benitez Jiménez

Resumen— Con el paso del tiempo el concepto de conservacion ha ido evolucionando, de forma que hoy dia al hablar de
conservacion se piensa en el mantenimiento de la obra en condiciones éptimas a lo largo del tiempo. Para llevar a cabo esta
tarea de conservacion es necesario estudiar las obras del Patrimonio objeto de interés, y en este sentido, los estudios de riesgo
y vulnerabilidad son una herramienta indispensable para conocer el estado de las obras y poder establecer medidas adecuadas

para conservarlos.

Palabras Claves— Conservacion, Patrimonio, Riesgos, SIG, Vulnerabilidad.

1. INTRODUCCION

De acuerdo con la UNESCO, el riesgo es una funcién
que viene dada por la peligrosidad y la
vulnerabilidad que presenta un edificio [1].

La peligrosidad estd relacionada de forma directa con
peligros de diversa indole, entre los que se incluyen
aquellos derivados del medio ambiente, los peligros
estructurales, problemas de calidad ambiental o
relacionados con la actividad del hombre.

La vulnerabilidad por su parte sefiala aquellas obras
que son mds sensibles a distintos riesgos, presentando
dafios y problemas que otras obras no presentarian en
ningudn caso.

Combinando estos dos aspectos, se obtiene un
conocimiento mds profundo sobre las obras y su entorno,
que permite establecer medidas de conservacién
preventiva asi como prioridades a la hora de restaurar.

A continuacién profundizaremos en distintos estudios
donde el andlisis de riesgos es fundamental para la
conservacion del Patrimonio Histérico.

2. CARMONA Y ESTEPA (SEVILLA)

En estas dos poblaciones, situadas en la provincia de
Sevilla, se ha llevado a cabo un andlisis de riesgos y
vulnerabilidad siguiendo la metodologia establecida por
Emilio Galan Huertos [2].

En el andlisis se llevé a cabo el estudio de las patologias
presentes, su frecuencia, la evaluacién del dafio que
pueden causar, su intensidad, asi como el indice de
vulnerabilidad (IV) del principal material de construccién.

Los resultados obtenidos establecieron que los
monumentos de ambas poblaciones se encontraban en
buen entado de conservacién, a excepcién de la Alcazaba
y el Alcdzar (Figura 1), que presentaban una
vulnerabilidad media y alta respectivamente, asociada
erosiones, contaminacién, vandalismo e intervenciones [3].

En cuanto a los principales riesgos se determiné que
eran los relacionados con problemas estatico-estructurales
por posibles deslizamientos.
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Fig. 1. Grado de vulnerabilidad de los monumentos estudiados.
(Ortiz et al., 2013)

3. TAINAN (TAIWAN)

La ciudad de Tainan se encuentra situada en el suroeste
de Taiwan, y en ella se realizaron mapas de riesgos
climdticos para estudiar las posibles amenazas que genera
el clima en los materiales de construccién que componen
el Patrimonio Historico [4].

Mediante la herramienta informaética SIG (Sistemas de
Informacién Geogréfica) se elaboraron distintos mapas
donde se reflejaban de forma individual pardmetros y
factores climdticos (Figura 2), la localizacién de los
elementos patrimoniales objeto de estudio, y por tltimo,
las patologias causadas por el clima en los distintos
materiales.
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Fig.2.a) Promedio anual de temperatura (°C) y b) promedio anual de
HR (%). (Ping-Sheng et al., 2014)



La informacién obtenida indica que los materiales
pétreos presentan mayor riesgo de desgaste en las zonas
costeras, mientras que los elementos de madera tienen, en
las zonas urbanas, mayor riesgo de sufrir alteraciones
cromdticas, grietas o ataques biolégicos.

4. MERIDA (BADAJOZ)

La ciudad de Mérida, en la provincia de Badajoz, cuenta
con gran cantidad de edificaciones de época de su
fundacién, en tiempos del emperador Augusto [5].

Siguiendo la misma metodologia que en el caso de
Carmona y Estepa, una vez estudiados los peligros y la
vulnerabilidad, se utiliza la herramienta SIG para realizar
un mapa de riesgos donde quedan representadas las zonas

con mayor peligro, y los monumentos que alli se emplazan.
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Fig. 3. Mapa de riesgos de la ciLidad de Mérida. (Ortiz et al., 2014)

Segtn el estudio, los edificios presentan un buen estado
de conservacién, siendo las principales formas de
alteracion la pérdida de material, los depdsitos
superficiales, la erosién y la vegetacion.

En cuanto a los mayores riesgos, estos provienen de la
contaminacién y la cercania del rio, ya que tanto las
condiciones ambientales como la acciéon del hombre no son
muy dafiinos en este caso.

4. Tursl (ITALIA)

La ciudad de Tursi es un ejemplo de arquitectura
verndcula que junto con Rabatan, una ciudadela medieval,
conforma una de las piezas mds importantes del
patrimonio cultural de Basilicata en Italia [6].

En el estudio se han identificado aquellos edificios con
algun tipo de valor histdrico, artistico, etc., asi como formas
constructivas significativas y se ha recopilado informacién
relacionada con el estado de conservacion de las
construcciones, materiales presentes y  distintas
mediciones.

Con esta informacién, mediante la asignacién de valores
numéricos a los dafios encontrados y la utilizacién de SIG,
se generaron mapas (Figura 4) donde se reflejaban las
diferentes tipologfas constructivas, el estado de
conservacién y el deterioro que presentaban los edificios.
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Fig.4. Estado de conservacion, tipologias constructivas y deterioro
en los edificios de Tursi. (Lazzari et al., 2009)

Con el estudio se estableci6 que la degradacién
presente era debida a los agentes climatolégicos y a
problemas estructurales.

Ademads, al comparar los resultados con los de la
Monuments and Fine Arts Office de Basilicata se
descubrié que algunos de los edificios en peor estado no
se encontraban en su lista de proteccién.

5. VALPARAISO (CHILE)

La ciudad de Valparaiso fue declarada patrimonio de la
humanidad por la UNESCO en el afio 2003 y por su
situacién se encuentra expuesta a distintos riesgos, tanto
naturales como humanos.

Debido a este motivo, en 2007 se inicia el Proyecto
“"MAR VASTO™ para, entre otros objetivos, determinar el
impacto causado por los principales riesgos como seismos,
incendios, tsunamis o deslizamientos, y estudiar la
vulnerabilidad de las 3 principales iglesias de la ciudad asi
como en la zona de Cerro Cordillera [7].

Para el estudio se recabaron datos sobre terremotos,
inundaciones, incendios, etc., ocurridos en la ciudad a lo
largo de su historia con los cuales se generaron mapas a
través de SIG.

Los resultados desvelaban elevados riesgos de
derrumbe en la zona urbana y de inundacién en la linea
costera, asi como diversas zonas que presentaban una
intensidad sismica importante (Figura 5).

Por su parte, 2 de las 3 iglesias estudiadas presentan
indices de dafios por encima del 50%, con una alta
probabilidad de colapso en caso de producirse un seismo
o deslizamiento.

En Cerro Cordillera, a partir de planos, detalles de
construccién y caracteristicas del terreno se estudi6 la
vulnerabilidad de la zona a los pardmetros anteriormente
mencionados (Figura 6).
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Fig. 6. Vulnerabilidad en Cerro Cordillera. (Indirli et al., 2010)
6. CONCLUSIONES

El andlisis de riesgos y vulnerabilidad suponen un gran
paso adelante en el estudio del Patrimonio Histérico, ya
que de una forma sencilla y con bajos costes, permite
conocer aquellos elementos del patrimonio que se
encuentran en peores condiciones teniendo en cuenta las
caracteristicas de su entorno, y como estds pueden influir
en ellos.

La utilizacién de los Sistemas de Informacién
Geografica solo hace mejorar la viabilidad de estos andlisis,
por posibilitar la visualizacién de gran cantidad de
informacién y datos de forma clara y concisa, permitiendo
priorizar actuaciones que ayuden a la conservacién del
Patrimonio Histoérico.
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DE LA CORROSION

DEL EDIFICIO METALICO DE BADAJOZ
(ANTIGUO MERCADO DE ABASTOS) POR
LAS TECNICAS SEM-EDX Y XRD

Manuel Alfaro-Dominguez; Ignacio Herrera-Navarro

Resumen— La estructura metalica del Edificio Metalico de Badajoz (Antiguo Mercado de Abastos) fue objeto de un diagnéstico
de su conservacion y restauracion en el nimero 11 (septiembre de 2013, en la seccién de patrimonio) de la presente
publicacion. La estructura metalica presenta corrosién medio ambiental y necesita de su restauracion, para ello es necesario
realizar previamente la caracterizacion de la corrosion metalica por diferentes técnicas de caracterizacion SEM-EDX (Scanning
Electron Microscopy-Energy Dispersive X-Ray Spectroscopy) y XRD (X-Ray Diffraction) que nos permitan determinar el estado
y grado de la corrosion metélica que presenta la citada estructura a través de la composicion quimica del material metalico.

Palabras Claves— Caracterizacion, Corrosion, Edificio, Metalico, SEM-EDX, XRD.
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1. INTRODUCCION

1 objetivo del presente trabajo es realizar una caracte-

rizacién del estado de corrosién metdlica que presen-

ta el Edificio Metdlico de Badajoz (Antiguo Mercado
de Abastos) y proponer su conservacién y/o restauracién
para protegerla de la corrosion medioambiental, pues el
citado Edificio Metdlico de Badajoz estd declarado Bien de
Interés Cultural con la categoria de Monumento, por De-
creto 251/2012, de 18 de diciembre, de la Junta de Extre-
madura [1] y publicado en el BOE el 29 de enero de 2013
[2]. Para ello se han realizado anélisis por diferentes téc-
nicas de caracterizaciéon SEM-EDX (Scanning Electron
Microscopy-Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy) y
XRD (X-Ray Diffraction) que nos permitan determinar el
estado y grado de la corrosién metdlica que presenta el
mismo a través de la composicién quimica del material
metdlico analizado.

1.1. Mecanismo de la corrosion metalica

La corrosion electroquimica de los metales, también lla-
mada corrosién hiimeda, se produce cuando el metal se
halla en contacto con electrolitos entendiendo por tales,
medios ionizados (agua, soluciones salinas, dcidos, bases,
etc.).

Cuando el metal se introduce en un electrolito, pasan
en funcién de la tensién de disolucién, iones positivos del
metal hacia el electrolito, a la vez que iones positivos del
metal, existentes en el electrolito tienden a despositarse en
el metal. Esto ocurre hasta que la concentracién de iones
del metal en este medio alcanza un valor en el que se es-
tablece un equilibrio entre los dos movimientos. Si por
algtin procedimiento se van eliminando los iones existen-
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tes en el electrolito, la disolucién del metal en él continua-
réd en tanto exista metal o electrolito, salvo que por alguna
razén se proteja al metal. La intensidad o velocidad de
ataque, depende de varios factores, entre ellos, de la con-
centracién de iones negativos (aniones) en el electrolito,
asi como de las posibles capas protectoras que, como
consecuencia del fenémeno, se formen en los dnodos.

2. MATERIAL Y ANALISIS REALIZADOS POR
DIFERENTES TECNICAS DE CARACTERIZACION

2.1. Material analizado

He procedido a la obtencién de una muestra metdlica
(que estaba desprendida), de la pilastra exterior del Edifi-
cio Metdlico de Badajoz, que se observa en la Fotografia 1.
Vista de la pilastra de obtencién de la muestra metdlica.

Fotografia. 1. Vista de la pilastra de obtencién de la
muestra metélica.

De la observacién de visu, se desprende que la muestra
metélica, de hierro fundido de dimensiones de 7 cm de un
vértice a otro y de 6 mm de espesor presenta una corro-
sién electroquimica medio ambiental, bastante acentuada
y generalizada por efecto de disolucién de oxigeno at-



mosférico en el agua que es mayor en la cara externa que
en la cara interna como se desprende de la observacién,
por estar expuesta la cara externa a una accién mds inten-
sa del agua del medio ambiente. En la cara externa se pre-
senta descascarillamiento de gran parte de la masa super-
ficial en la cual se han formado gran cantidad de 6xidos e
hidréxidos de hierro y otros compuestos quimicos por
efecto de la corrosién elecroquimica que he identificado
por las técnicas de caracterizacién siguientes SEM-EDX
(Scanning Electron Microscopy-Energy Dispersive X-Ray
Spectroscopy) y XRD (X-Ray Diffraction).

Todas las pilastras de la estructura metdlica exterior
del Edificio Metdlico de Badajoz, presentan corrosién
electroquimica, unas pilastras presentan corrosién genera-
lizada y otras, corrosion localizada en distintos puntos de
las mismas sobre todo en su base.

De la observaciéon de visu de la muestra metélica, se
podria deducir que la muestra metdlica debido a sus to-
nos de color marrén-rojizo, ocre-amarillo, color negro y
color gris-rojizo en distintos puntos de la muestra, podria
contener 6xidos e hidréxidos de hierro [3], lo cual se ha
confirmado y determinado por las técnicas de caracteriza-
cién citadas anteriormente y que a continuacién expon-
dré.

3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Resultados y discusion de la composicion

quimica por la técnica SEM-EDX

De la muestra metdlica, se han realizado fotomicrogra-
fias a diferentes aumentos (30x, 200x, 250x, 300x y 600x)
con la técnica SEM. En la Fotograffa 2. Fotomicrograffa
zonas clara y oscura, se aprecia la fotomicrograffa corres-
pondiente a las zonas clara y oscura a 30 aumentos, en la
Fotograffa 3. Fotomicrograffa zona clara, se aprecia la fo-
tomircrografia correspondiene a la zona oscura a 600 au-
mentos, y en la Fotograffa 4. Fotomicrografia zona oscura,
se aprecia la fotomicrograffa correspondiente a la zona
oscura a 600 aumentos, de las cuales se aprecia mayor
grado de corrosion en la zona clara a 600 aumentos que
en la zona oscura a 600 aumentos, lo cual se corrobora con
los andlisis realizados por la técnica EDX en cinco puntos
diferentes en la zona clara (mayor corrosién con mayor
contenido de O) como se observa en la Tabla 1a. Anélisis
de los elementos quimicos identificados por la técnica
EDX (puntos de la zona clara) y en cinco puntos diferen-
tes en la zona oscura (menor corrosién con menor conte-
nido de O) como se observa en la Tabla 1b. Anélisis de los
elementos quimicos identificados por la técnica EDX
(puntos de la zona oscura).

Comparando los resultados de las Tablas 1a y 1b se ob-
serva que el valor medio aritmético del % en peso de O es
mayor en la zona clara (65,33 %) que en la zona oscura
(56,68 %) y que ademds los valores del % en peso de O en
todos los cinco puntos de la zona clara analizados son
mayores que los correspondientes en los cinco puntos de
la zona oscura analizados.
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Fotograffa. 4. Fotomicrograffa zona oscura.

De los resultados tanto de las fotomicrografias realiza-
das por la técnica SEM, como de los resultados obtenidos
por la técnica EDX se desprende que en las zonas claras
existe un mayor grado de corrosién por existir mayor
contenido atémico del elemento quimico O. También se
deduce que el material es una fundicién puesto que pre-
senta un contenido de C en % en ambas zonas superior al
2,11 % de C de acuerdo con el Diagrama Hierro-Carbono
(7,91 % de C media aritmética de los cinco puntos en zona
clara y 3,36 % de C media aritmética de los cinco puntos
en zona oscura).

Por otra parte, en todos los cinco puntos de la zona cla-
ra analizados existe mayor contenido de O en % que en
los cinco puntos de la zona oscura analizados. La fundi-
cién aleada es aquella cuyo contenido en silicio o manga-
neso es superior al 5 % y 1,5 % respectivamente, o que
contiene otros elementos, en proporciones superiores al
0,3 % (Ni, Cr, Co) 0 al 0,1 % (Ti, V, Mo o Al).



TABLA 1la
ANALISIS DE ELEMENTOS QUiMICOS IDENTIFICADOS
POR LA TECNICA EDX
(puntos de la zona clara)

Ele P1 P2 P3 P4 P5 Media
men | % % % % % %
to (peso) (peso) (peso) (peso) (peso) (peso)
qui
mico
o 65,32 65,20 66,90 64,69 64,32 65,33
Fe 11,66 13,49 10,11 14,13 10,80 12,04
C 5,38 8,91 8,15 4,33 12,80 7,91
Al 3,57 2,97 1,99 5,57 2,30 3,28
Ca 2,90 2,40 3,21 2,27 2,40 2,64
Si 3,26 2,23 2,17 3,31 2,15 2,62

2,70 1,87 3,02 1,23 1,57 2,08

1,90 0,62 1,55 0,68 1,03 1,16
Mg 1,16 0,80 0,81 1,66 0,78 1,04
Na 1,43 0,76 1,19 1,37 1,30 1,21
Cl 0,36 0,38 0,44 0,44 0,17 0,37
K 0,36 0,37 0,44 0,30 0,38 0,37
Zn
Mn
Ttal 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

TABLA 2a

ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE LOS COMPUESTOS
QUiMICOS IDENTIFICADOS POR XRD CON BARRIDO
ACOPLADO (en el espesor de la muestra)

XRD con barrido acoplado
Compuesto Formula Sistema cris- (%)
talino

Hierro-Cromo Fe-Cr Cuibico 74,2

Oxido de CrOun Ctibico 15,8
Cromo

Hierro, syn Fe Cubico 8,4

Hematita, syn Fe:0s Romboédrico 1,6

De acuerdo con esto, el material es una fundiciéon
aleada, puesto que presenta elementos quimicos como
por ejemplo Al en % superior al 0,1 % tanto en el valor
medio aritmético de los cinco puntos de la zona clara
(3,28 %) como en el valor medio aritmético de los cinco
puntos de la zona oscura (0,75 %), asi como Cr que aun-
que no se detecta por la técnica EDX por ser esta una téc-
nica de andlisis superficial,
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TABLA 1b
ANALISIS DE ELEMENTOS QUiMICOS IDENTIFICADOS
POR LA TECNICA EDX
(puntos de la zona oscura)

Ele P1 P2 P3 P4 P5 Media
men % % % % % %
to (peso) (peso) (peso) (peso) (peso) (peso)
qui
mico
o 61,95 56,38 54,56 61,73 48,79 56,68
Fe 24,00 31,18 34,43 22,60 31,66 28,77
C 3,28 3,33 2,52 3,48 4,21 3,36
Al 0,44 0,59 0,30 1,43 1,00 0,75
Ca 3,28 2,73 3,47 2,31 2,92 2,94
Si 1.07 2,40 1,51 3,38 5,32 2,74

0,44 0,45 0,39 1,32 2,41 1,00

0,12 0,46 0,04 1,26 0,63 0,50
Mg 1,12 1,19 0,80 0,92 0,90 0,99
Na
Cl 0,16 0,20 0,25 0,36 0,37 0,27
K 0,14 0,14 0,26 0,44 0,16 0,23
Zn 0,73 1,00 1,01 0,46 0,17 0,67
Mn 0,75 0,46 0,47 0,33 1,45 0,69
Ttal 100 100 100 100 100 100

TABLA 2b

ANALISIS SEMICUANTITATIVO DE LOS COMPUESTOS
QUIMICOS IDENTIFICADOS POR XRD CON BARRIDO
DE INCIDENCIA RASANTE (en la superficie de la muestra)

XRD con barrido de incidencia rasante

Cromo

Compuesto Formula Sistema crista- (%)
lino
Hematita, Fe:0s Romboédrico 77,8
syn
Goethita FesO(OH) Ortorrémbico 12,3
Hidréxido- Fes(OH)12(COs) Romboédrico 3,9
Carbonato de
Hierro
Ferosyhyta, FeOOH Hexagonal 2,4
syn
Woustita, syn Feo90:0 Cubico 1,6
Lepidocrocita FeOOH Ortorrémbico 1,2
Oxido de CrO Ctibico 08




sin embargo como veremos posteriormente se detecta
tanto por la técnica de Difraccién de Rayos X con barrido
acoplado (donde el Cr estd como CrO,, con un 15,8 %,
porque es en las capas mds profundas del material) como
por Difraccién de Rayos X con incidencia rasante (donde
el Cr estd presente como CrO con un 0,8 % porque es en la
capa superficial del material pero en un andlisis de mads
profundidad superficial que por la técnica EDX) como se
observara en las Tablas 2a y 2b. Andlisis semicuantitativo
de los compuestos indentificados por la técnica XRD.
También el material presenta Si pero en una cantidad in-
ferior al 5 % tanto en el valor medio aritmético de los cin-
co puntos de la zona clara (2,62 %) como en el valor me-
dio aritmético de los cinco puntos de la zona oscura (2,74
%) debido seguramente a una pérdida de concentracién
por la corrosién metdlica superficial ya que en la zona
clara (de mayor corrosién) es ligeramente menor que en la
zona oscura (de menor corrosion). Por tltimo, también
presenta el material Mn, pero en una cantidad inferior al
1,5 % y ademds sélo presentan Mn los puntos de la zona
oscura (de menor corrosion, uno de ellos en concreto 1,45
%), mientras que los puntos de la zona clara no presentan
ninguno de los cinco puntos ningin porcentaje de Mn
debido seguramente como en el caso del Si a una pérdida
de concentracién por la corrosién metdlica superficial.
Con respecto al contenido de C es mayor en la zona clara
con valor medio aritmético de 7,91 % que en la zona oscu-
ra con valor medio aritmético de 3,36 % debido a que en
la zona clara de mayor corrosién estd presente el C en
forma de un compuesto quimico que es el Hidréxido-
Carbonato de Hierro, Fe,(OH).(CO.), el cual estd presente
con un 3,9 % (Tabla 2b. Analisis semicuantitativo de los
compuestos indentificados por la técnica XRD con barrido
de incidencia rasante), de aqui la contribucién de este
compuesto al aumento del % de C en la zona clara por
efecto de la corrosién ambiental (combinacién con el CO.
atmosférico). Con respecto al Fe existe mayor cantidad en
la zona oscura (28,77 % valor medio aritmético de los cin-
co puntos) que en la zona clara (12,04 % valor medio
aritmético de los cinco puntos) puesto que la zona oscura
es la de menor grado de corrosién y existe mds Fe, como
se corrobora por el andlisis realizado por la técnica de
Difraccién de Rayos X con barrido acoplado (Tabla 2a) ya
que en el interior del material el Fe estd presente como
Hierro-Cromo, con un 74,2 % y también como Hematita
syn, Fe.O, con un 1,6 % , éste dltimo proveniente de la
oxidacién de las capas mds profundas de la superficie del
material.

3.2. Resultados y discusion de la composicion
quimica por la técnica XRD

En las Tablas 2a y 2b. Andlisis semicuantitativo de los
compuestos quimicos identificados por la técnica XRD, se
muestran los resultados del andlisis semicuantitativo de
los compuestos quimicos identificados en la muestra me-
tdlica por Difracciéon de Rayos X con barrido acoplado y
por Difraccién de Rayos X con barrido de incidencia ra-
sante respectivamente.

De los resultados expuestos en las Tablas 2a y 2b, se
desprende que la muestra ha sufrido una corrosién bas-
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tante elevada tanto en la superficie como en el interior de
la misma, siendo obviamente mayor en la superficie que
en el interior por estar méds expuesta la superficie a la ac-
cién de la corrosiéon medio ambiental por efecto del oxi-
geno atmosférico disuelto en el agua, asi como del diéxi-
do de carbono atmosférico y que puede disolverse en el
agua. En el interior de la muestra metdlica se ha formado,
Oxido de Cromo, CrO.,, presente en un 15,8 % debido a la
reaccién del oxigeno atmosférico disuelto en el agua con
el Cr presente en la fundicién, asi como Hematita syn,
Fe.O, presente en un 1,6 % debido a la reaccién también
del oxigeno atmosférico disuelto en el agua con el Fe de la
fundicién, siendo el porcentaje total de estos dos éxidos
del 17,4 %.

4. CONCLUSIONES

Como hemos visto toda la superficie de la muestra metd-
lica de la fundicién analizada presenta corrosién con dis-
tintos tipos de 6xidos e hidréxidos de hierro e incluso
hidréxido-carbonato de hierro y 6xido de cromo, por tan-
to la corrosién a nivel superficial ha sido total. En cambio
en el interior de la muestra metdlica de la fundicién anali-
zada, la corrosién se ha visto frenada por la formacién del
6xido de cromo, CrO.,, siendo sin embargo, también bas-
tante elevada, puesto que este 6xido de cromo estad pre-
sente con un 15,8 % y ademds se ha formado también un
6xido de hierro, Hematita syn, Fe.O, con un 1,6 %, por
tanto, el total de los 6xidos formados en el interior de la
muestra metdlica analizada es de 17,4 %, lo cual represen-
ta un porcentaje elevado del total de compuestos quimi-
cos que se detectan por la técnica de Difraccién de Rayos
X.

De esta caracterizaciéon de la corrosion del Edificio Me-
tdlico de Badajoz (antiguo mercado de abastos) se des-
prende que es urgente la restauracién y conservacién de
la estructura metélica del citado edificio.
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El Selank, mas que un ansiolitico

Francisco José Paniagua Balbuena

Resumen—El Selank es un péptido sintético analogo del inmunomodulador tuftsina que ha despertado un gran interés como
ansiolitico por carecer de los efectos secundarios tipicos de estos medicamentos. A diferencia de la mayoria de estos se
administra por via intranasal y no actda directamente sobre los neurotransmisores sino a nivel de las enzimas degradadoras de

neuropéptidos.

Palabras Claves— Selank, péptido, ansiolitico, nootrépico, efectos secundarios.

1. INTRODUCCION

L os trastornos de ansiedad son sin ninguna duda
una de las enfermedades més preocupantes en las

sociedades desarrolladas, tanto por su elevada y
creciente frecuencia como por su capacidad para alterar la
vida de los pacientes y empeorar significativamente la ca-
lidad de esta. Segtin la Anxiety and depression asociation of
America (ADAA) [1], la ansiedad es el desorden mental
mas frecuente en los Estados Unidos, afectando a un sor-
prendente 18 % de la poblacién adulta, lo que en cifras ab-
solutas se traduce en un coste humano de 40 millones de
personas afectadas y econémico de 42 billones de délares
anuales.

No es de extrafiar por tanto que la industria farmacéu-
tica venga haciendo un gran esfuerzo en la btisqueda de
nuevos farmacos para hacer frente a esta afeccion. La ma-
yoria de ellos acttia sobre los receptores o los sistemas de
recaptacion de distintos neurotransmisores, fundamental-
mente GABA y serotonina [2]. Estos neurotransmisores es-
tdn implicados en los mecanismos ansiogénicos, pero tam-
bién en muchos otros procesos cognitivos y conducturales.
Como consecuencia la alteracién de su fisiologia suele te-
ner numerosos efectos adversos, que van desde la somno-
lencia y miorrelajacién hasta la adiccién.

Es por ello que en los tltimos afios los andlogos de pép-
tidos reguladores han despertado un gran interés, dados
los reducidos efectos secundarios que algunos de ellos pre-
sentan. Tal es el caso del Selank.

2. DESCUBRIMIENTO

El descubrimiento del Selank y de su potencial actividad
farmacolégica estéd ligado, como por otra parte es 16gico, al
péptido del que es analogo: la tuftsina. Se trata de un te-
trapéptido de secuencia: Thr-Lys-Pro-Arg que se encuen-
tra en la fraccion cristalizable de la cadena pesada de la in-
munoglobulina G [3].

Para poder ser activado, este péptido debe ser proteoli-
zado y separado del resto de la inmunoglubulina por ac-
cién de enzimas especifias. Dado su origen, no es de extra-
fiar que su actividad sea fundamentalmente inmunolégica

Norberto Diaz-Diaz. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de Ola-
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(activa a algunas células que presentan receptores de in-
munoglobulina G, fundamentalmente neutréfilos, macro-
fagos y linfocitos NK).

No fue hasta 1980 cuando la semejanza entre este pép-
tido y algunos motivos de los neuropéptidos sustancia Py
neurotensina [4] llevé a estudiar su actividad sobre el sis-
tema nervioso central. Se encontro, tanto en el citado estu-
dio como en otros posteriores, que la tuftsina provocaba
una disminucién en la percepcién del estrés atribuida al
descenso en los niveles y en la sensibilidad neuronal a las
catecolaminas.

A priori esta actividad lo convierte en un candidato per-
fecto para tratar los trastornos de ansiedad. No obstante,
este tipo de péptidos son rapidamente degradados tras ser
suministrados. Es por ello que para poder emplear la acti-
vidad ansiolitica de la tuftsina, fue necesario afiadir una
cola de Pro-Gly-Pro en el extremo C-terminal que estabi-
liza el péptido y lo hace menos sensible a las proteasas. El
heptapeptido resultante, conocido como Selank, perdia
gran parte de la capacidad de su anadlogo endégeno para
modular la respuesta inmune (aunque conserva cierta ca-
pacidad antiviral atribuida a los cambios en la sintesis de
citoquinas [11]), pero a cambio se convertia en un ansioli-
tico potente y estable.

3. SINTESIS

Pese al reciente apogeo de la sintesis de péptidos en fase
sélida, el grupo que desarroll6 el Selank opté por una es-
trategia de sintesis en fase liquida [5], probablemente por
su mayor economia y facilidad de escalado en procesos in-
dustriales [6].

El proceso comienza con la condensacién de la prolina
y la glicina del extremo C-terminal del Selank. Para ello,
ademds de la prolina protegida con un terbutoxicarbonil
(Boc) unido a su grupo amino y la glicina, se emplean otros
tres reactivos: Cloruro de pivaloilo (PivCl), trietilamina
(TEA) y acetatonitrilo.

El PivCl y la TEA se afiaden a la prolina protegida antes
de adicionar los otros dos reactivos (glicina y acetatoni-
trilo). El empleo de PivCl tiene como objetivo activar el
grupo carboxilo de la prolina convirtiéndolo en un anhi-
drido y posterior haluro de acilo [7] como se aprecia en la
figura 1.



Por su parte la TEA cumple varias funciones. La funda-
mental consiste en secuestrar el cloro que se libera en la
reacciéon de acoplamiento entre la prolina activada (halo-
genada) y la glicina. Con ello se retira cloro del medio ace-
lerando la reaccién y ademas se previene la formacion de
la sal hidroclorada de la glicina, que la inhabilitaria para el
ataque nucledfilo a la prolina [8]. Por otro lado la TEA es
una base organica fuerte que mantiene alto el pH del me-
dio, evitando que pudieran darse las condiciones de acidez
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Fig. 1. Mecanismo de activacion del grupo carboxilo de la prolina.
Modificada de [8].

que provocarfan la desproteccién del grupo amino de la
prolina [9].

El acetatonitrilo por su parte actda como disolvente or-
ganico, que evita la racemizacién de los aminoacidos que
puede ocurrir tanto por la via de la oxazol-5(4H)-ona (fi-
gura 2) como por abstraccion directa de un protén en me-
dio basico (figura 3) [10]. Dado que ambos mecanismos re-
quieren un medio polar que permita el intercambio de pro-
tones, el uso de un disolvente apolar como el acetatonitrilo
evita que tengan lugar.

Tras un paso de purificaciéon (que se repite tras la adi-
cién de cada aminoacido) por extracciéon del bipéptido
desde una fase acuosa acida (preparada tras la evaporacién
de la mezcla de reaccién) a una fase de acetato de etilo, se
procede a afiadir, junto con los componentes de la mezcla
de reaccién arriba detallados, una segunda prolina prote-
gida, esta vez en el extremo carboxilo mediante un bencilo
(Bzl).

A continuacién se procede a desproteger el extremo
amino del dipéptido mediante el tratamiento con 4cido tri-
fluoroacético. Seguidamente se afiade el siguiente aminoa-
cido (en este caso arginina), protegido con un ester terbu-
tilico en su extremo amino terminal y activado por adicién
de diciclohexilcarbodiimida en el extremo carboxilo.

El resto de la cadena se obtiene de forma anéloga, repi-
tiendo sucesivos ciclos de purificacién y desproteccién del
péptido y adicién del aminoacido correspondiente prote-
gido en el amino terminal (y sin olvidar la mezcla de reac-
cion). En todo caso puede variar la naturaleza del disol-
vente o del activador empleado en funcién del aminoacido
afiadido en cada etapa del proceso.

3. FARMACOCINETICA

La naturaleza peptidica del Selank y su consecuente sensi-
bilidad a las peptidasas limita enormemente sus posibles
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vias de administracién. Como consecuencia de dicha acti-
vidad el Selank es fragmentado fundamentalmente en 4
péptidos menores, que posteriormente serdn degradados
hasta aminoéacidos libres. Estor péptidos son: Thr- Lys-Pro-
Arg-Pro, Thr- Lys-Pro, Arg-Pro, Gly-Pro. Entre ellos los
mas destacables son los dipéptidos citados en tltimo lu-
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Fig. 3. Racemizacién de los aminoacidos de un péptido por abstrac-
cion directa de protones [10].

gar, pues presentan efectos similares o incluso de mayor
intensidad que los del propio Selank [11].

Se han estudiado dos posibles vias de administracion:
peritoneal e intranasal, siendo esta dltima superior en to-
dos los aspectos estudiados.

Esta tltima via permite una elevada biodisponibilidad
(del 92.8%) con un rapido acceso del farmaco al torrente
sanguineo (es detectado en este tras solo 30 segundos
desde la administracion) y al cerebro (al que alcanza en 2
minutos). Su degradacién por parte de las proteasas del
plasma sanguineo es mucho menor que cuando se emplea
la via peritoneal, siendo suficientemente baja como para
permitir su acumulacién en el archicortéx y el diencéfalo,
donde ejerce su funcién durante 12-24 h. Todo ello permite
al Selank actuar eficazmente incluso a dosis bajas, comen-
zando su efecto de forma casi inmediata tras la administra-
cién y prolongandose durante un periodo suficiente de
tiempo.

4. EFECTO DEL SELANK SOBRE EL SNC

Aunque el mecanismo de ansiolisis del Selank no se conoce
en la actualidad con total claridad, parece ser que inter-
viene en la regulaciéon del sistema opioide. Se trata de 3
péptidos: encefalinas, dinorfinas y beta endorfinas, que ac-
tudn como neuromoduladores, modificando la excitabili-



dad de ciertas neuronas y afectando la liberacién de neu-
rotransmisores en neuronas presinapticas o la sensibilidad
a los mismos en aquellas postsinapticas. Concretamente
los neurotransmisores cuyas concentraciones se ven incre-
mentadas tras la administracién del Selank son la noradre-
nalina, la dopamina y la serotonina [11]. Esto se traduce en
un incremento de la euforia y en un descenso en la tasa
respiratoria, en la percepcién del dolor y en las posibilida-
des de que ocurran alteraciones repentinas en la actividad
eléctrica de las neuronas (ataques) [12].

No es de extrafiar por tanto que dichos péptidos y sus
receptores se postulen como posibles dianas para la lucha
contra la ansiedad y por supuesto no lo es que el Selank
acttie sobre tal sistema. Concretamente este péptido lleva a
cabo la inhibicion de la encefalinasa, lo cual lleva a un in-
cremento comprobado de la vida media de las Leu-encefa-
linas [13], aunque se cree que este no es el tnico neuro-
péptido cuya vida media se ve incrementada debido a
la inhibicién de las actividades carboxipeptidasas y di-
peptidilcarboxipeptidasas que el Selank lleva a cabo
[11].

Puesto que el estrés y la ansiedad influyen negativa-
mente en el pleno desarrollo de las capacidades cogniti-
vasy en los procesos de aprendizaje, se estudia también
el uso del Selank como nootrépico.

Actualmente existen discrepacias sobre qué medica-
mentos pueden adherirse a este término. La definicién
original hacfa referencia a la capacidad del piracetam
para mejorar las capacidades cognitivas sin provocar
efectos secundarios, pero en la actualidad no hay con-
senso sobre si este dltimo requisito es indispensable
para que un farmaco pueda ser considerado nootrépico
o si basta con que este produzca el mencionado incre-
mento de las capacidades cognitivas [14].

En cualquier caso, incluso considerando el mas exi-
gente de los supuestos, el Selank cumple con las condi-
ciones necesarias para ser considerado nootrépico, pues
ha demostrado su capacidad para acelerar los procesos
de aprendizaje en ratas [11]. Esto se atribuye fundamen-
talmente a la susodicha ansiolisis, pero también a un po-
siblemente relacionado icremento en la sintesis de pép-
tidos como el factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) [15], involucrado en los procesos de aprendi-
zaje y formacion de interconexiones neuronales estables
(engramas). No es descartable que haya otros neuropé-
ptidos con influencia en las capacidades cognitivas cuya
sintesis se vea incrementada al administrar Selank, y es
que analizando con microarrays el cDNA de neuronas
del hipocampo de ratas a las que se les habia adminis-
trado Selank se han encontrado variaciones significati-
vas en la expresion de mas de 50 genes [16].

5. CONCLUSION

Los efectos secundarios de somnolencia y adiccion que los
ansioliticos de uso comun presentan no solo son el mayor
inconveniente para los pacientes que se ven, por su condi-
cién, obligados a consumirlos, sino también aquello que
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genera mas reticencias a la hora de prescibirlos y consu-
mirlos.

La comercializacién de nuevos ansioliticos y nootrépi-
cos que mimetizan péptidos endégenos y que carecen de
efectos secundarios (caso del Selank, pero también del Se-
max por ejemplo [11]) sin duda mejorara la calidad de vida
de los pacientes, pero también plantea interrogantes sobre
la utilizacién indiscriminada de estos farmacos que no solo
pueden hacernos maés felices y menos estresados, sino tam-
bién mejorar nuestra memoria, ingenio o creatividad. Sin
la consciencia de un retorno negativo para la salud y la
consecuente conciencia de igual caracter, ;qué nos impide
incorporar estos formacos a nuestra dieta habitual? ; Debe
por el contrario regularse su uso atendiendo al principio
de precaucién y al posible surgimiento de efectos adversos
a largo plazo? Son sin lugar a dudas cuestiones a las que
nuestra sociedad tendra que enfrentarse conforme nuevos
fdrmacos con las caracteristicas del Selank vayan viendo la
luz.
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Disefio racional de farmacos en el
tratamiento de las ulceras gastricas.

Maria Expoésito Serrano

Resumen—En este articulo se muestra una vision general sobre la gama de farmacos utilizados en el tratamientro de Ulceras
géstricas y duodenales y el reflujo gastroesofagico, asi como una visiéon sobre la evolucion en el &mbito farmacolégico y del

disefio de farmacos de este tipo en las Ultimas décadas.

Palabras Claves— Antiinflamatorios no esteroideos (AINEs), Cimetidina, Histimina, Inhibidores de la bomba de protones (IPP),

Optimizacién, Receptores-H2, SAR, Tratamientos, Ulceras.

1. INTRODUCCION

Las personas, a diferencia del resto de organismos vi-
VOs, somos seres racionales que nos hacemos pregun-
tas sobre el entorno que nos rodea, nos ponemos objetivos
o metas que cumplir, buscamos soluciones racionales a
los problemas, tenemos sentimientos...pero, una de las
mayores preocupaciones que pasan por la cabeza del ser
humano es la salud. Conforme pasa el tiempo, nos hace-
mos mayores, cada vez somos mas propensos a paceder
enfermedades, como problemas 6seos, pérdida de vision,
infartos... Entre estos problemas encontramos las tlceras,
caracterizadas por la presencia de una lesiéon profunda en
la membrana o mucosa del estémago o duodeno. La tlce-
ra puede conllevar hemorragias digestivas o perforacion a
la cavidad peritoneal. Entre las causas externas que la
producen encontramos la ingesta de antiinflamatorios no
esteroideos (AINES)/Aspirina y la bacteria Helicobacter
pylori, principalmente. En el desarrollo de la tlcera, tiene
un papel importante la secrecién acida y el jugo gastrico,
por lo que un posible tratamiento seria evitar la secreciéon
de 4cido gastrico. [1]
En cuanto al tratamiento médico actual, se emplean va-
riedad de medicamentos, como los llamados antidcidos
(hidréxido de aluminio e hidréxido de magnesio) para el
alivio del dolor, agentes protectores de la mucosa (sucral-
fato), prostaglandinas sintéticas (enprostil y misoprostol)
en la prevencién de tlceras desarrolladas a partir de Al-
NES, inhibidores de la bomba de protones (PPI) como el
omeprazol, lansoprazol... que son potentes antisecretores
de 4cido, o los antagonistas de los receptores H2 (cimeti-
dina, ranitidina o famotidina) que inhiben la secrecién
acida. En el caso de que aparezcan complicaciones, como
hemorrarias, perforacién... se contempla el tratamiento
quirdrgico. En tlceras producidas por infeccién bacteria-
na, es habitual el uso de antibiéticos como la amoxicilina,
claritromicina y metronidazol para su tratamiento. [2]

2. DESARROLLO DE LOS PRIMEROS TRATAMIENTOS
EFECTIVOS.

2.1. Contexto.
En la década de los 60 atn se disponia de poca informa-

cién sobre esta dolencia, ni tampoco de tratamientos efec-
tivos. No se conocian con exactitud las causas que la des-
encadenaban, pero si se sabfa que se agravaban con las
propias secreciones gastricas. Por ello, en un principio el
objetivo fue la neutralizacion de este acido utilizando ba-
ses, como bicarbonato sodico. El problema era que se re-
queria la administracion de base en grandes cantidades,
lo que conllevaba efectos secundarios. Hasta la fecha se
sabia que la secreciéon gastrica por las células parietales
del estémago se desencadenaba por la accién de acetilco-
lina, gastrina e histamina. Partiendo de esto, se contemplé
la posibilidad de inhibir los receptores de estas moléculas.
Esto result6 ser un problema en el caso de los receptores
de acetilcolina, pues desempefian otras funciones de im-
portancia en el organismo. [3] Entonces, algunos investi-
gadores se centraron en la busqueda de antagonistas de
los receptores de histamina para reducir la secrecién de
acido gastrico. En este sentido, se conocia la existencia de
los receptores H1 de histamina, pero los antagonistas has-
ta el momento desarrollados no inhibian dicha secrecién.
Asi que lo curioso es que los investigadores, debido a esta
observacién, supusieron que debia existir otro tipo de
receptores de histimina implicados en la secrecion géstri-
ca, a los que se llamaria H2. A partir de este momento, se
comenz6 la bisqueda de antagonistas especificos de estos
receptores para el tratamiento de las tlceras, los cuales
debian inhibir la secrecién de acido géstrico. [4][5]

Los investigadores se encontraron con que no conocian
ningln antagonista de receptores H2, y de hecho, ni si-
quiera tenian certeza de la existencia este tipo de recepto-
res. ;Por donde podian empezar para disefiar una molé-
cula que se uniera al receptor H2 inhibiéndolo? La deci-
sién fue tomar como punto de partida la propia histami-
na, un ligando natural del receptor hipotético y, a partir
de ahi, hacer modificaciones con la intencién de que se
uniera al receptor como antagonista. [3]

2.2. Busqueda de antagonistas-H2.

Primero se debia encontrar el farmacéforo de la histidina
que permitia la unién al receptor H2, partiendo de la
premisa del desconocimiento de la existencia del mismo.
Para ello se hicieron estudios estructura-actividad (SAR)
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Fig 2. Interaccién de los agonistas con los receptores H1 yH2. [3]

partes necesarias de la estructura de la molécula para la
unién a H2 eran las mismas que para la unién al receptor
H1, es decir, un 4tomo de N cargado positivamente en
una cadena lateral con libertad de giro, unida a un anillo
heteroaromatico (con un dtomo de nitrégeno en orto a la
cadena lateral), pero en el caso de los ligando de H2, el
anillo debia contener una unidad amidina (HN-CH-N:).
(Figura 1).

Se concluye finalmente que el grupo amino a se une a
ambos receptores por puentes de hidrégeno o enlaces
i6nicos, mientras que el dtomo (o atomos en el caso de
receptor H2) de nitrégeno del anillo heteroaromatico se
une por puentes de hidrégeno. (Figura 2).

Una vez conseguido el agonista, requerian conseguir el
antagonista, haciendo que la molécula se una al receptor
H2 impidiendo el cambio conformacional que permite su
activacion. Basdndose en la experiencia adquirida en otras
estrategias de modificacién, se sabia que en muchas oca-
siones la introduccién de un grupo aromético grande
transformaba un agonista en antagonista, pero esta técni-
ca no dio resultado. Del mismo modo, se probd introdu-
ciendo sustituyentes hidrofébicos, también sin éxito. Sin
embargo, con esta dltima estrategia se encontré la 4-
metilhistamina, que resulté ser un agonista de los dos
receptores, pero con mayor selectividad por los recepto-
res H2. Esto es asi porque habia mayor poblacién de mo-
léculas en la conformacién mds estable, que era la que se
unia mejor a H2. A pesar de ello, no se dié con antagonis-
tas.

Entonces se plantearon reemplazar el grupo aNHs* por
otros grupos funcionales polares que se unan al mismo
sitio en el receptor, pero alterando la geometria del enla-
ce, como una posibilidad para encontrar antagonistas. [3]
Se lleg6 asi a la N-guanilhistamina mediante la introduc-
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Fig 4. Posibles formas de union de N-guanilhistamina (arriba) y unién de ago-

nista histamina (abajo). [3]

cion de guanidina en la cadena lateral (Figura 3). Esta
presentaba una débil propiedad como antagonista de la
secrecion gastrica, es agonista parcial, liberdndose menos
cantidad de acido gastrico. [4] Ademas, se demostré que
en esta actividad eran importantes tanto el anillo imidazol
como el grupo guanidino. Se comparé la estructura de la
histamina y la N-guanilhistamina, proponiendo que la N-
guanidilhistamina podia interaccionar, ademéas de con el
sitio de interaccién de activacion del receptor, con otro
sitio en el receptor al que no tenfa acceso la histidina y
que permitia la accién antagonista (Figura 4). [3] Esta in-
teraccion se supuso que era establecida a partir de la car-
ga positiva del grupo guanidino. Para comprobar esta
idea, partiendo de N-guanilhistamina como cabeza de
serie, se obtuvo el andlogo isotiourea (Figura 5) al reem-
plazar el nitrégeno préximo al anillo imidazoélico por un
atomo de azufre. Asi conseguian que la carga positiva de
la molécula quedara sélo en la porcién final de la cadena
lateral. De esta forma, la interaccion con el sitio de union
antagonista propuesta seria mas fuerte. Se observé un
incremento de la actividad antagonista, reforzando asi la
idea del posible sitio de unién antagonista. [3]

En la sintesis de otros anadlogos en los que se reemplazaba
por un grupo metilo cualquiera de los grupos amino del
grupo guanidino, se obtenia una pobre actividad antago-
nista, concluyendo que son necesarios los dos grupos
amino para la unién al sitio antagonista del receptor. Se
propuso que los dos aminos del grupo guanidino interac-
cionaban con un grupo carboxilo del receptor por puentes
de hidrégeno, por lo que si se quita un grupo amino, se
reduce el efecto antagonista. [3] [6]
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Fig 5. Isotiourea. [3]

A continuacién, se propuso la homologacién, introdu-
ciendo otro carbono en la cadena lateral para ver qué ocu-
rria al alejar el grupo guanidino del anillo imidazol. Se
obtuvo un incremento de la actividad antagonista en el
caso de homologar la N-guanilhistamina, pero disminu-
yendo en el caso de la tiourea. Esto hacia pensar que en el




caso de la tiourea, con cadena lateral de dos carbonos, los
puentes de hidrégeno con el grupo carboxilo del receptor
se establecian a partir de los dos aminos terminales (Figu-
ra 6); pero con la N-guanilhistamina (3 carbonos en la
cadena lateral), se daba entre un amino terminal y el gru-
po NH de dentro de la cadena (Figura 6). Ademas, si un
amino terminal se sustituia por S-Me o por Me, no se afec-
taba la actividad antagonista en este altimo. //
/
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Fig 6. Interaccion hipotética entre isotiourea (arriba) y N-
guanilhistamina (abajo) con el receptor. [3]

Ahora el objetivo era obtener compuestos puramente
antagonistas, encontrando una estructura capaz de dife-
renciar entre los sitios de unién agonista y antagonista.
Esto resultaba dificil, porque la actividad agonista de-
pendia del anillo imidazol y de que los grupos amino
cargados se unan por puente de hidrégeno y enlace i6ni-
co, mientras que la actividad antagonista dependia tam-
bién del anillo imidazol y dos enlaces de hidrégeno entre
dos aminos cargados y el carboxilato del receptor. Se pen-
s6 entonces que quizds no era necesaria la carga para
formar los puentes de hidrégeno con el sitio antagonista
del receptor, pudiendo asi distinguir moléculas que se
unan al sitio de actividad agonista y antagonista, ya que
para la actividad agonista si es necesaria la carga en la
formacion el enlace i6nico. En este sentido, se llevo a cabo
una técnica de isosterimo, de forma que se cambiase el
grupo basico guanidino por un grupo neutro capaz de
formar los dos puentes de hidrégeno, pero lo més similar
posible en cuanto a propiedades fisico-quimicas, como
tamafo, forma e hidrofobicidad. [3] Asi obtuvo un deri-
vado en el que sustituy¢ el guanidino por un grupo tiou-
rea, el cual era un antagonista débil, pero ya no tenia acti-
vidad agonista. Posteriormente, mediante la extension de
la cadena y la adicién de un grupo N-metilo se llegé a la
burimamida, con una mayor actividad antagonista. El
grupo N-metilo beneficiaba la unién al sitio antagonista al
incrementar la hidrofobicidad. Por fin, se demostr6 la
existencia de antagonistas de los receptores H2. [3][4] Sin
embargo, se rechazoé la utilizacién médica de la burima-
mida debido a su baja absorcién por via oral. Para mejo-
rar esto, se centraron en favorecer la ionizacién del anillo
de imidazol. Para ello llevaron a cabo la adicién de un
grupo metilo en la posicién 4 de dicho anillo junto con la
introduccién de un atomo de S (aceptor de electrones) en
la cadena lateral. De esta forma se conseguia favorecer el
tautémero ionizado del anillo por resonancia. El com-
puesto obtenido fue la metiamida (Figura 7). [4] Este
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compuesto, era mds activo como antagonista H2 que la
burimamida, altamanete efectivo clinicamente y se resol-
via el problema de la administracion oral. Sin embargo,
los test de toxicidad mostraban dafios renales y agranulo-
citosis. [7] Posteriormente se lleg6 a la conclusién de que
los efectos secundarios que mostraba la metiamida se de-
bian al grupo tiourea, el cual no es comun en el organis-
mo. En este sentido, se decidié sustituirlo por otro con
propiedades similares. [3] Se sustituy6 el grupo tiourea
por un grupo de pKa similar (isosterismo), la N-
cianoguanidina, dando lugar a la cimetidina (Figura 7).
[4] Este fue el primer antagonista competitivo del receptor
H2 de histamina, inhibidor de la secrecién gastrica, con
utilidad terapética, ya que se eliminan los efectos secun-
darios y es mas potente in vivo que la metiamida. [7]
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Fig 7. Estructura quimica de la metiamida (izquierda) y de la cimetidina

(derecha).
Mas tarde, se descubrié que el anillo imidazdlico que

se consideré importante en la interacciéon con el receptor
H2, no era esencial para la actividad antagonista H2. De
ahi se desarrollaron nuevos anitihistaminimos de natura-
leza no imidazolica, como la ranitidina, que presenta un
anillo de furano, la famotidina y la nizatidina, que llega-
ron a ser mas activos que la cimetidina. [4]

3. TRATAMIENTO ACTUAL DE LAS ULCERAS
GASTRICAS Y DUODENALES.

En los dltimos afios, se ha avanzado mucho en la preven-
cién y el tratamiento de las tlceras gastroduodenales.En
el siglo XXI se han producido muchos cambios epidemio-
l6gicos, como la disminucién de H. pylori y el cancer gas-
trico, o el aumento en la incidencia de patologias como el
reflujo gastroesofagal. [8] Entre los tratamientos que sue-
len utilizarse més recientemente, encontramos el miso-
prostol y los inhibidores de la bomba de protones. Gracias
a la eliminacién de H. pylori en paises desarrollados, el
principal objetivo es la prevencién de tlceras provocadas
por AINEs. Su tratamiento se lleva a cabo principalmente
mediante terapias anti-tlcera profilactico continuo (miso-
prostol u omeprazol), o mediante el uso de AINEs con
actividad inhibidora selectiva de la ciclooxigenasa indu-
cible-2 (COX-2). Rebamipida es un nuevo farmacoprotec-
tor de la mucosa, eficaz en la curacién de tlceras gastri-
cas. Polaprezinc y nocloprost también son medicamentos pro-
tectores de la mucosa, pero se encuentran en desarrollo clinico.
Sin embargo, ninguno de estos tres farmacos citoprotectores
han sido evaluados por su eficacia en la erradicacion de H. py-
lori cuando se administra en combinacion con antibioticos. [9]
3.1. Inhibidores de la bomba de protones (PPI).

Los inhibidores de la bomba de &cido géstrico (H*/K*



ATPasa), se estdn empleando como farmacos que se diri-
gen a dicha ATPasa localizada en el entorno acido de las
células parietales del estémago. [10] Alli, gracias a este
entorno 4cido, se cataliza una reacciéon que lo transforma
en una sulfenamida, produciéndose la inhibicién covalen-
te de la bomba de protones, bloquedndose asi el dltimo
paso de la secrecion de acido gastrico. [11] En el caso de
los PPI, la inhibicién de la secrecién de &cido gastrico se
produce de forma irreversible, al contrario que ocurre con
los antagonistas competitivos de los receptores de hista-
mina H2, [12] por lo que el efecto de los PPI es mas dura-
dero y efectivo en el tratamiento del reflujo géastrico y de
la tlcera péptica. Ademads, los PPI, y no los antagonistas
H2, se han podido utilizar conjuntamente con antibiéticos
en el tratamiento de las tlceras favorecidas por H. pylori.
[11] Los PPI mas antiguos, como el omeprazol, lansopra-
zol, pantoprazol y rabeprazol son eficaces en la curaciéon
de las tlceras géstricas y duodenales, y pueden utilizarse
conjuntamente con antibiéticos si la causa es infeccién por
H. pylori. Ademas, tienen ventajas sobre la ranitidina y el
misoprazol, por ejemplo, siendo mds tolerados en pacien-
tes que toman AINEs. [13] Otros PPl desarrollados més
recientemente son el pantoprazol, rabeprazol y eso-
meprazol, que actian de forma similar a los dos anterio-
res.

3.2. Inhibidores de COX-2.

Los fdrmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINEs)
tienen efectos principalmente antiinflamatorios, analgési-
cos y antipiréticos (ibuprofeno, naproxeno, aspirina) [14]
que actdan bloqueando la sintesis de prostaglandinas de
produccién de la mucosa géstrica; pero tienen un efecto
irritante tépico. Esto hace més propensa la complicacion
de tlceras en los pacientes de alto riesgo de complicacio-
nes ulcerosas que consumen AINEs. [15] Los AINEs clasi-
cos, inhiben tanto la cliclooxigenasa-1 (COX-1), como la
COX-2, y con ello la sintesis de prostaglandinas y trom-
boxanos. Sin embargo, la inhibicion de la COX-2 es lo que
produce los efectos terapéuticos interesantes, mientras
que al inhibir conjuntamente la COX-1 se producen los
efectos secundarios no deseables (hemorragias digestivas
y tlceras), especial problema con la aspirina. De ahi que
sea mas interesante la utilizacién de los inhibidores espe-
cificos de la COX-2. [14], [15], [16] Entre los inhibidores de
COX-2, encontramos celecoxib y rofecoxib, que mantie-
nen los efectos analgésicos y antiinflamatorios, pero redu-
cen los efectos secundarios. [16]

5. CONCLUSIONES

Como consecuencia del problema de las tlceras pépticas,
principalmente causadas por H. pylori y posteriormente
con la generacién de los AINEs, surge la necesidad en la
busqueda de soluciones terapéuticas a este problema. En
un principio se llegé a una solucién que parecia ser bue-
na, la inhibicién con los antagonistas de los receptores de
histamina H2. Pero debido al agravamiento por la admi-
nistracién de AINES, sobre todo en pacientes de alto ries-
go de tlceras, surge la necesidad de nuevos farmacos que
se puedan administrar de forma sinérgica con los mismos
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para paliar sus efectos secundarios, asi como la adminis-
tracion conjunta con antibioticos en el tratamiento de al-
ceras causadas por infecciéon. A posteriori surge la idea de
otros AINEs que permiten evitar los efectos no deseados
de tlceras, los inhibidores de COX-2. Atn asi, sigue ha-
biendo efectos secundarios en los AINEs relacionados con
el sistema gastrointestinal y los rifiones, especialmente en
pacientes de riesgo, por lo que continua siendo un reto y
un amplio campo de trabajo la biisqueda de nuevos susti-
tutos o tratamientos para las enfermedades gastrointesti-
nales.
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Superficies revolucionarias:
Superhidrofébicas

Laura Zarzuela Moncada

Resumen— La superhidrofobicidad es una propiedad que presentan aquellas superficies que repelen completamente al agua
u otras sustancias, y no permiten a las gotas adherirse a su superficie para su posterior penetracién. En los Gltimos afios
gracias a la nanotecnologia se han hecho grandes avances en este campo, los cuales pueden ser de gran importancia en la

sociedad.

Palabras Claves— Hidrofobicidad, superhidrofobicidad, nanotecnologia, efecto Loto, metal.

1. INTRODUCCION

I agua es un bien esencial para la sociedad aunque

también puede considerarse un factor enemigo para

determinados materiales ya sean de construccién o
relacionados con otros campos. Gracias a los mdltiples
avances que se estan llevando a cabo en el drea de la na-
notecnologia, cientificos estdn buscando soluciones para
estos problemas. Una de las areas de estudios es la super-
hidrofobicidad, cuya tecnologia permitiria repeler cual-
quier liquido, agua, aceite u otras sustancias viscosas,
haciendo que las superficies dotadas de esta caracteristica
cuenten con propiedades muy ftiles en la industria, como
puede ser la autolimpieza.
Para ello se utiliza el llamado “Efecto Loto” que sera deta-
llado en el siguiente apartado, el cual se basa en un ejem-
plo de la sabia naturaleza.
A lo largo de este articulo trataremos las propiedades de
la superhidrofibicidad, en qué se basa y diferentes aplica-
ciones pues se trata de un tema que estd en pleno auge
debido a la incipiente ciencia, la nanotecnologia.

2. BASE

2.1. Efecto Loto

La flor de Loto (Nelumbo Nucifera) es una radiante planta
acudtica que como ya se ha citado antes, posee propieda-
des caracteristicas gracias a las cuales ha llegado a conver-
tirse en un simbolo de pureza en culturas asiaticas. Su
capacidad de permanecer siempre secas y limpias ha sido
fuente de inspiraciéon de este estudio, pues a pesar de que
las hojas de dicha flor sean sometidas a intensas lluvias
monzoénicas, paraddjicamente, estas permanecen secas.
Dicha hazafia se debe a un principio que recibe su nom-
bre, el efecto loto, que fue desarrollado en los afios noven-
ta por Wilhelm Barthlott. Sin embargo, este efecto tam-
bién se puede ver en otras especies vegetales como son el
Tropaeolum o la Opuntia, o en las alas de la mariposa
Morpho.

Se observa que las gotas de lluvia adoptan una forma es-
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férica practicamente perfecta y recorren la superficie
arrastrando con ellas la posible suciedad que se encuen-
tren en su camino.

Esto se debe a la doble estructura hidréfoba de la superfi-
cie o epidermis de la planta loto, que presenta dos pro-
piedades complementarias:

1. La existencia de una cuticula cuyas funciones
son proporcionar estabilidad estructural, barrera
de transpiracion y reflejar la luz, entre otras.

2. La presencia de papilas de 10 - 20 micras de altu-
ras y 10 - 15 de anchura, en las que se encuentran
superpuestas las ceras epicuticulares, como se
observa en la Figura 1 (a) y (b).

B o et 2 e

Fig. 1. (a) Imagen de la superficie de la hoja de Flor de Loto
donde se distinguen papilas y, en el espacio que hay entre
ellas, diferentes esfisiones (indicado por la flecha) por donde la
hoja realiza la transpiracion. (b) Imagen de la superficie am-
pliada de las papilas donde se aprecia que esta formada por fi-
lamentos de cera cristalina [11].

La combinacién de estas propiedades con las quimicas y
fisicas de las gotas de agua hace que estas sean repelidas
por la superficie, presentando de este modo una notable
hidrofobicidad.

Gracias a esto y a la elevada tension superficial de las go-
tas de agua, estas, al impactar sobre la superficie de la
planta descansaran sobre las puntas de las protuberan-
cias, quedando aire atrapado entre estas y la propia lami-
na de agua, de forma que la gota mantenga una forma
casi esférica. De este modo, al haber tan pocos puntos de
contacto, la gota puede desplazarse rodando sobre la su-
perficie (ver Figura 2).



Fig.2. Hoja de Flor de Loto. [12]

2.2. Angulo de contacto

La hidrofobicidad puede medirse por el angulo de contac-
to entre la superficie y la gota, en este caso de agua. A
medida que aumenta el angulo de contacto, aumenta la
hidrofobicidad. Las superficies con un dngulo de contacto
menor a 90° son hidréfilas y las que cuyo angulo es mayor
que 90° hidréfobas. Asimismo, existen superficies que
llegan a mostrar mas de 150° en las que la superficie de
contacto es minima.

Esto depende de la accién de todas las fuerzas que inter-
vienen en la linea de contacto de la superficie consideran-
dose el equilibrio termodinamico de tres fases: sélido -
liquido, liquido - gas y s6lido - gas. La ecuacién de
Young, (1), nos permite hallar dicho dngulo:

0 = Ysv-Ysl-y cos Bc 1)
donde vy es la energifa intersuperficial de las interfases (s
para s6lido, v para gaseoso y 1 para liquido) y Oc el angulo
de contacto en el equilibrio [3], como se muestra en la
Figura 3.

Fig. 3.Esquema donde se muestran las tensiones superficiales, y, y
el angulo de contacto, 6 [13].

La ecuacién (1) asume que la superficie es completamente
llana, de modo que para acercarnos mas a la realidad,
estudiaremos casos en los que la superficie presente cierta
rugosidad.

Aparece asi una modificacién de la ecuacién de Young.
Gibbs pasa a tener en cuenta aspecto que no se habian
considerado, tales como el efecto de una interfase sobre
las otras dos y la existencia de pequefias gotas.

3. TRATAMIENTOS

A continuacién se expondran diferentes materiales que
presentan superhidrofobicidad.

3.1. Tratamientos quimicos

Se trata de una aplicacion realmente factible para los me-
tales. Un claro ejemplo puede ser el tratamiento con nitra-
to de plata, AgNo3, sobre dos laminas, de cobre y alumi-
nio respectivamente. Dichas ldminas son introducidas en
un recipiente con AgNo3, lo provoca una reaccién entre el
nitrato y los metales, reduciéndose los iones Ag+.
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Tiene lugar una reaccion de “desplazamiento”, reacciones
redox, en la que el cobre por ser mas reactivo desplaza a
la plata adhiriéndose. Conseguimos asi formar una nano-
rigosidad en la superficie del cobre [3].
Las reacciones redox son las siguientes:

Alfy = Alfgyy + 3e”

Oxidacioén:

Reduccion:  34g(e, +3e™ - 34g{,
o 2 -

Oxidacién: €% ~ Ctilag) + 2¢

Reduccién:

2490 +2e7 = 2490,

De este modo enlazamos los iones de cobre con los del
metal formando una nanorugosidad en la superficie del
cobre, 6ptima para que las gotas y el angulo de contacto
que se formen sea aproximadamente de al menos 150°.

3.2. Tratamientos industriales

3.2.1. Metal superhidrofébico

Gracias al incesante trabajo de investigadores estauniden-
ses se ha conseguido desarrollar un metal superhidrofé-
bico por medio de una capa superficial de microranuras
cubiertas de nanoestructuras complejas, que han sido
producidas por pulsos rapidos de un rayo laser [8].

Se trata de una técnica desarrollada por el equipo de
Chunlei Guo [6]. Supone la grabaciéon de microsurcos
paralelos a una distancia de 0,1 mm. De este modo, cual-
quier metal que sea sometido a dicha técnica repelerd el
agua debido a la cdmara de aire que se genera por la
compleja estructura de la superficie, tal y como se refleja
en la Figura 4.

Fig.4. Imagen real de una gota de agua al impactar sobre la superfi-
cie de un metal con microranuras [14].

3.2.2. Ultra- Ever Dry ®

Se han desarrollado diferentes productos comerciales en-
tre los que se encuentra la tecnologia de Ultra-Ever Dry®
[9], presentado por UltraTech International, que va mas
alla, pues puede repeler practicamente cualquier liquido,
ya sea agua, aceite o sustancias viscosas como el barro o el
cemento liquido.

Por medio de su pulverizacién se crea una pelicula de aire
gracias a la nanoestructura de sus particulas, lo que impi-
de la penetracién o adhesién del material derramado a los
poros del material base.

Este revolucionador producto incluye una inmejorable
resistencia a la abrasiéon y la friccién que hace que posea
las caracteristicas mencionadas.



4. APLICACIONES

4.1. Industria automovilistica, aeronautica y naval
Los nuevos metales superhidrofébicos abren muchas
puertas en este ambito pues como bien dice Jeffrey
Youngblood, un profesor de ingenieria de materiales de
una Universidad de Purdue, “las estructuras metalicas
son mads robustas y pueden sobrevivir en ambientes mas
duros, lo que permite su uso en aplicaciones en las que el
plastico es inviable, como en aviones, trenes, automéviles,
maquinaria pesada y motores”.

En la industria aerondutica, uno de los problemas es la
acumulacién del hielo en los motores debido a la conden-
sacion. Para evitarlo y minimizar su deterioro, se recurre
al calor, pero esto supone un gasto en energfa, cosa que
se solucionaria con el uso de estos metales.

Por otro lado, el campo de la hidrodindmica est4 de suer-
te, pues se reduce la friccién de la superficie con el agua.
Ademas, estos metales evitarfan la adherencia de biorga-
nismos marinos de modo que el consumo de combustible
de las flotas se reduciria hasta un 40 % al disminuir la
friccién. Por este motivo, en el sector naval también su-
pondria grandes avances.

4.2.Higiene

El uso de los pulverizadores o los propios metales puede
evitar la proliferacién de microorganismos por lo que
supone una proteccién ante enfermedades.

Igualmente, un sanitario podria mantenerse limpio y libre
de infecciones minimizandose el uso de agua en paises
donde este bien mundial escasea.

4.3.0tros

Debido a la amplia variedad de propiedades que poseen
estos productos, como pueden ser la autolimpieza, la an-
tihumendad, antiadhesion, anticorrosividad o la resisten-
cia a manchas, se pueden citar innumerables aplicaciones.
En la industria textil podria revolucionar el sector de la
moda con la fabricacién de ropa imposible de manchar.
Sin olvidarnos de los mas desfavorecidos, de aquellos que
viven en paises subdesarrollados donde el agua escasea,
una ingeniosa aplicacién puede ser el uso de estos meta-
les para crear aparatos de recoleccién de agua, pues la
eficiencia de la recoleccién aumentaria.

5. CONCLUSIONES

Este analisis muestra que la superhidrofobicidad es una
propiedad que tiene el potencial para convertirse en una
herramienta muy ttil en diferentes sectores, como los ya
expuestos.

Esto no seria posible sin la cada vez mas desarrollada
nanotecnologia, ciencia que estudia la modificacién de la
materia a escala nanométrica para conseguir fines indus-
triales o médicos, entre otros.

No obstante, a dia de hoy se sigue trabajando en la mejora
de la potencia, la eficacia y la simplificacién del proceso
para que resulte un proceso industrial rentable.
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Extraccion de la cafeina con CO; supercritico

Rafael Serrano Duréan

Resumen— La cafeina es un producto bastante extendido en nuestra sociedad. Esta puede ser obtenida con la ayuda de los fluidos
supercriticos como el diéxido de carbono, que a partir de ciertas condiciones combina rasgos de los gases y de los liquidos.

Palabras Claves— CO,, fluidos supercritico, cafeina, café.

1 INTRODUCCION

uena el despertador, 6:00 de la mafiana, temporada de
Sexémenes. Una vez consigues levantarte, vas directo a

asaltar la cafetera para poder empezar el dia. E1 63% de
los mayores de 15 afios beben al menos un café al dia en
Espaiia [1]. Bendito café. Como todos sabemos esa magia
proviene de la cafefna.

La molécula de cafeina, o mejor dicho, 1,3,7-
trimetilpurina-2,6-diona, fue aislada por primera vez por
Friedrich Ferdinand Runge en 1820 [2]. Este alcaloide de la
familia de las xantinas actia como un estimulante del
sistema nervioso central, aumentando la agitaciéon debido a
que bloquea los receptores de Adenosina, sustancia que nos
relaja, gracias a su parecido con esta [3]. Podemos encontrar
sobre 160 mg de cafeina en 180ml de café, mientras que en
la misma cantidad de té o refresco de cola, hay alrededor
de 40-100mg y 17-55mg respectivamente [4].

Sin embargo, a veces se desea extraer este compuesto
bien para obtener un café descafeinado, para anadirla a
otras bebidas, o para su uso industrial, aunque también se
puede sintetizar a partir de dimetilurea y de acido malénico
[3]. Para la extraccion de cafeina, se pueden utilizar varias
técnicas y disolventes como el hexano o el método Soxhlet
con acetato de etilo. Pero nosotros nos centraremos en la
técnica del CO; supercritico y trataremos de realizar una
comparativa con los otros métodos.

2 CARACTERISTICAS DE LOS
SUPERCRITICOS.

FLUIDOS

La materia puede encontrarse en tres estados de agregacion
basicos: sélido, liquido y gaseoso. Como podemos observar
en la figura 1, a determinadas combinaciones de presion y
temperatura conseguimos que coexistan ambas fases,
llegando a conseguir hasta que puedan encontrarse en las
tres. Pero ademas si hacemos que la temperatura y presion
estén por encima del llamado punto critico, podemos
conseguir un nuevo estado intermedio entre el liquido y el
gas, el fluido supercritico.

Las sustancias en esta fase poseen una densidad
bastante mayor a la de un gas y una gran capacidad como
disolvente. Ademds es posible modificar estas dos
propiedades al variar la temperatura y la presién a la que
estan sometidos. Para que nuestra sustancia pueda actuar
como un disolvente ha de alcanzar una densidad parecida
a la del liquido, lo cual aumenta la probabilidad de que las

moléculas de soluto y de disolvente interaccionen,
dependiendo ya el tipo y fuerza de la interaccién de las

caracteristicas de las especies (puentes de hidrégeno,
dipolo-dipolo, fuerzas de dispersion, etc...). Pero a estas
propiedades como disolvente hay que afiadirle otras
propiedades transportadoras de los gases que son
interesantes, como una tension superficial casi nula y una
viscosidad entre 5 y 30 veces menor a la de los liquidos,
permitiéndole atravesar facilmente materiales
microporosos.[2][5]

Podemos observar estas caracteristicas en la Tabla 1.

Gas Fluido super- | Liquido
critico
Densidad 0,001 0,1-1 1
(g/ml)
Viscosidad 0,01 0,01-0,1 1
(cP)
Difusividad 0,1 0,0001-0,001 < 0,00001
(cm2/s)

Tabla 1 Comparacion propiedades sustancia en diferentes fases. [6]

Debido a que la temperatura critica aumenta con el
peso molecular y con la energia de las fuerzas
intermoleculares, podemos utilizar diferentes compuestos
en su punto critico para procesos que se realizan a
temperaturas diferentes. Por ejemplo, para procesos
sensibles al calor se utilizan CO, o etano, cuyas
temperaturas criticas rozan la temperatura ambiente.
Mientras, en algunos procesos de la industria quimica
como trabajar con polimeros, es mejor usar hidrocarburos
de mayor masa molecular [5].

Punto critico y
T R R LR L e T

SOLIDO

LIQUIDO

Presidn (atrm)

| e e s
Punto triple

-78.2 -56 6 311
Temperatura (°C)

Fig 1. Diagrama de fases del CO2 [7]

3 MATERIALES Y PROCEDIMIENTO

Los materiales necesarios para la extracciéon de la cafeina
son: Un recipiente de extraccién de acero inoxidable de
200ml recubierto con una chaqueta de calentamiento, un
recipiente de separacién, un regulador de presién alta-alta
con dos manémetros y dos cilindros de gas: uno con CO;



liquido (disolvente de extraccién) y otro con N para
presurizar el sistema.

Para extraer la cafeina de una muestra, primero se carga
en el extractor y el recipiente se satura con el CO,. Se
aumentan la temperatura y la presiéon del extractor; y tras
esperar un tiempo, se despresuriza el extractor permitiendo
que el flujo se dirija hacia el recipiente de separacién [2].
Dependiendo de la temperatura, la presion y el tiempo con
el disolvente que sometamos a la muestra, los resultados de
la extraccién seran diferentes.

A continuaciéon, analizamos la muestra extraida
mediante espectrometria UV. Para ello, creamos primero
una recta patron midiendo la absorbancia de
concentraciones conocidas a 274nm [3] y luego observamos
la absorbancia de nuestro extracto y calculamos su
concentracién con la ayuda de la ley de Lambert Beer.

4 COMPARACION CON OTRAS TECNICAS

Segtin varios trabajos [2,8,9] la técnica de extraccién
supercritica con CO; es mas especifica que otros métodos
como la extracciéon Soxhlet con acetato de etilo, la
extraccion con cloroformo, o con otros disolventes
organicos. Al extraer mas cafefna por masa de café, el
rendimiento con CO; es mayor.

5 CONCLUSION

Como hemos podido observar, las interesantes
caracteristicas de los fluidos supercriticos (densidad
cercana a la del liquido, tensién superficial cercana al cero,
viscosidad parecida a la del gas...) y la posibilidad de
modificar estas con la temperatura y la presioén, hacen de
las sustancias en este estado buenos disolventes para
realizar extracciones. Como por ejemplo la extraccién de la
cafeina con CO, que nos permite conseguir este producto
tan apreciado.
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The discovery of Quarks

Marjorie Dufaud

Summary— Like numerous scientific discoveries, quarks were postulated before their discovery could be proven
experimentally. Indeed, several researchers had predicted the existence of those elementary particles but it is the American
Murray Gell-Mann of the Technology Institute of California that named them after a poem from James Joyce — “Three Quarks
for Mr Marks” — the word quark has thus no real ethymological meaning.

Keywords — Elementary particles, fermion, hadrons, leptons, particle accelerators

1. INTRODUCTION

hemistry concepts usually draw on atoms (from the

Greek datopog [atomos], “indivisible”), composed of

electrons, protons and neutrons, as the smallest par-
ticles of matter, from which all the rest is made. Those
particles are fundamental as they are at the basis of all
chemical reactions. In the 1960s, it has been discovered
that they were in fact made up of even smaller particles,
today known as quarks.

As such, quarks are considered to be the smallest ele-
mentary particles that have been discovered until now
[1], an elementary particle being a particle with an unk-
nown composition, it might be composed of other smaller
particles or not [2]. Due do their spin of %2 (half-integer
spin), they are classified in the fermion family.

When quarks gather, they give rise to hadrons [1],
which are particles made from other subatomic particles
linked by the strong interaction [3]. This is the case of
protons and neutrons for instance. Studying hadrons is
the only way of gathering information about quarks, their
confinement properties preventing their direct observa-
tion [1]. Indeed, when you try to isolate a single quark, an
anti-quark forms and joins it, transforming it into a
hadron [6].

2. ONE STEP TOWARDS QUARKS

In the 1930s, elementary particles were divided into two
families: hadrons, sensitive to the strong interaction (pro-
tons and neutrons) and leptons, insensitive to this same
interaction (electrons and neutrinos). To these two fami-
lies photons were added which are non-material particles
considered as ‘light particles’ [5].

Over the years, this basic classification became more
complex due to the discovery of new hadrons in cosmic
radiation and particle accelerators.

In the early 1960s, physicists Jerome Friedman, Henry
Kendall and Richard Taylor were working at the Stanford
Linear Accelerator (SLAC), on a scientific issue. Previous
experiments had shown that the size of a proton was
measurable, inducing that its volume might contain parti-
cles even more fundamental. The study led to the disco-

Marjorie Dufaud, French student in biotechnology (Erasmus) at Universidad
Pablo de Olavide

very of three charged ‘grains’ in protons, within the nu-
cleon, as well as in neutrons. They were named ‘parts’
and were not called quarks back then, but the term was
introduced soon thereafter [5]. The three scientists were
awarded the Nobel Prize for their discovery in 1990 [6].
At the end of the 1960s, three types of quarks had been
discovered: up (electric charge: 2/3), down (electric char-
ge: -1/3) and strange (electric charge: - 1/3). The first two
are the lightest quarks, found in protons (Fig 1). The third
one was named strange due to its unusually long lifetime

[4].

¢ o
9

Fig. 1. A proton is made of two quarks up (u) and one quark down

(d).

3. THE DISCOVERY OF MORE QUARKS

The existence of a fourth quark had been predicted a
couple of years before it was actually discovered in 1974
by two independent scientific teams. It was considered
too massive to be directly observed by the previous acce-
lerators but its existence explained that some interactions
were not possible. It was first named “psi’ by one team
and ‘]’ by the other team [6] before finally being termed
charm (electric charge: 2/3), in reference to magic as it
allowed to solve many contradictions between current
theory and experimental results [4,5].

The discovery of this fourth quark allowed to link lep-
tons (electric charge: -1) and quarks because theory ex-
pects an equal number of elements in each category, gi-
ving rise to a new classification of elementary particles
divided in two families: the electron and its neutrino
along with quarks up (u) and down (d) on one hand (first
generation), the muon and its neutrino along with quarks
strange (s) and charm (c) on the other hand (second gene-
ration) [5,6].
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will be discovered in years to come. However, astrono-

mers have declared that according to the outcome of their

research on supernovae, only six types of quarks are con-
4. UNEXPECTED DISCOVERY ceivable in the Universe, the very six already discovered.
In 1975, the discovery of a third lepton (tau) reopened This would bring the inventory to a close, but not so the
predictions on quarks’ family that would probably con- study of their fascinating properties.

tain more than four types as both leptons and quarks are

considered to be linked [5]. REFERENCES

Once again, predictions were confirmed with the discove- [q]
ry of two more quarks: bottom (electric charge: - 1/3) in
1977 at the Fermi National Accelerator Laboratory (Fermi- [2]
lab) near Chicago and top (electric charge: 2/3) in 1995.
This last one was discovered in a particle accelerator spe- (3]
cially designed to enable its discovery (Fig 2) [6]. It is the

heaviest quark, as massive as a gold nucleus, which ac- 4]
tually represents forty times the mass of a bottom quark 5
[4,6]. [5]

(6l

Fig 2: The Collider Detector at Fermilab that allowed the discove-
ry of the top quark.

According to these new discoveries, a new classification
has been made. It consists of three generations, corres-
ponding to six quarks and six leptons (Fig 3) [5].
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Fig 3: Classification of elementa-
ry particles

5. CONCLUSION

The existence of quarks was postulated in order to match
theory and experimental observations. Successively, new
types of quarks were introduced, and to confirm their
discovery the development of new, more powerful acce-
lerators and tools were required.

Considering the history of the discoveries of different
kinds of quarks, it would be tempting to think that more

https://fr.wikipedia.org/wiki/Quark
https://fr.wikipedia.org/wiki/Particule_élémentaire
https://fr.wikipedia.org/wiki/Hadron
http://www.particleadventure.org/quarknaming.html

http://www.larecherche.fr/idees/back-to-basic/quarks-01-03-2001-
88140

https://www.learner.org/courses/physics/unit/text.html?unit=1&sec
Num=5
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Biopolimeros, un vistazo del presente al
futuro

Manuel Alvarez de las Heras, Laura Barroso Burgos, Alejandro Becerra Villafranca, Virginia
Garcia-Calabres Marin

Resumen— Cuando decimos biopolimero, podemos imaginarnos la doble hélice de ADN o la cadena de aminoacidos que
forman la hemoglobina. Asi es, un biopolimero es un polimero sintetizado por un ser vivo. Pero podemos ir mas alla de ese
concepto. ¢ Plasticos “auto-degradables”? ;Envases comestibles? ; Farmacos que se administran “solos”? Y otras preguntas
de todo tipo sobre los biopolimeros estan apareciendo en &mbitos como la ingenieria de tejidos o la biomedicina. Poco a poco
se estan respondiendo, pero seguramente, el futuro nos proponga nuevas aplicaciones de estos materiales.

Palabras Claves— Biopolimero, Aplicaciones, Farmacos, Ingenieria.

1. POLIMEROS Y BIOPOLIMEROS. BREVE INTRODUCCION A SU HISTORIA

Sabiendo que un polimero es una macromolécula com-
puesta por una o varias unidades llamadas mondéme-

ro, los cuales se repiten en forma de “cadenas”; po-
demos decir que los biopolimeros son, a su vez, polime-
ros producidos por sistemas biolégicos o derivados qui-
micos de estos sistemas [1].

Debido a ello, no podemos hablar de biopolimeros sin
conocer brevemente la historia de los polimeros.

El uso de los polimeros a lo largo de la histora ha esta-
do relacinado con nuestro conocimiento sobre su estruc-
tura, e incluso sintesis.

Polimeros tipicos como el almidén, la celulosa, la lana
(que son biopolimeros)... han sido utilizados desde siem-
pre por la sociedad.

El primer polimero de gran impacto social fue un bio-
polimero, el hule (el conocido caucho obtenido de arboles
como Castilla elastica) utilizado para fabricar todo tipo de
productos plasticos.

En 1839 Charles Goodyear aplicé la vulcanizacién so-
bre el hule, obteniendo una sustancia mas resistente.

Otro acontecimiento a destacar fue la modificaciéon de
la celulosa, formando fibras sintéticas llamadas rayones.

Los biopolimeros sentaron las bases de la produccién
de polimeros sintéticos, ya que los primeros polimeros
que se sintetizaron se obtenian a partir de los biopolime-
ros. Ejemplos son el caucho vulcanizado mencionado an-
teriormente, o la sintesis de nitrato de celulosa en 1846
por el quimico Christian Friedrich Schonbein.

El primer polimero totalmente sintético se obtuvo en
1907. Fue Leo Hendrik Baekeland con su baquelita a par-
tir de formaldehido y fenol.

En 1926, el quimico aleman Hermann Staudinger sent6
las bases tedricas de los polimeros como largas cadenas
de monoémeros. En 1953 recibié el Premio Nobel de Qui-
mica por su trabajo.

Esta industria experimenté otro gran avance en la
Segunda Guerra Mundial, por la btsqueda de nuevos
materiales para sustituir las materias primas con las que
se hacfan los distintos productos o armas de combate.

Ejemplos de esto son el caucho sintético usado por

Alemania para las ruedas de los tanques; el nailon usado
por EE.UU para fabricar paracaidas o prendas...

En la segunda mitad del siglo XX se desarrollaron
nuevos métodos de obtencion de polimeros y
aplicaciones, como los catalizadores metalocénicos, fibras
de alta resistencia...

Y asi hasta nuestros dias.

Asi como de variados son los polimeros, tambié existe
una amplia variedad de biopolimeros. Debido a esto, se
suelen atender a varios criterios para clasificarlos, como el
tipo de monémero, el tipo de enlace, el tamafio o posicion
espacial, propiedades fisico-quimicas, ubicacién celular u
origen.

Hoy dia, sus aplicaciones, como veremos, son muy di-
versas, pero destaca su utilizacién en los sectores de me-
dicina, alimentacién e ingenieria de tejidos: equipos e
instrumentos quirdrgicos, implantes dentro del cuerpo,
envases comestibles [2]....

2. APLICACIONES

Las aplicaciones de los biopolimeros son hoy dia uno de

los campos de mayor interés, ya que abren nuevas vias a

la creacién de dispositivos terapéuticos, cardiovasculares,

ortopédicos, oftalmoldgicos; sustitutos de la piel; sistemas

de liberacién de farmacos; polimeros autodegradables...
Veamos los ejemplos mas reprensentativos:

2.1. Bioplasticos
Esta aplicacion estd basada en la creacién de plasticos
biodegradables: aquellos que pueden ser eliminados me-
diante la actuacién de sistemas biolégicos como los mi-
croorganismos, ya sea por la actuacién de enzimas
hidroliticas u otros mecanismos del microorganismo.

Se estan desarrollando bioplasticos derivados de com-



ponentes naturales como el almidén, el aceite de soja o la
celulosa. Un ejemplo representativo de biopléstico es el
acido poli(y-glutamico) (PGGA) obtenido a partir de la
bacteria Bacillus megaterium.

El PGGA, Figura 1, es un nylon 4 sustituido en el car-
bono 4 con un grupo carboxilo, una poliamida suscepti-
ble de hidrdlisis quimica tanto en medio acido como basi-
co. Se degrada rapidamente con agua a temperaturas por
encima de 60°C, y por la accién de 12 especies diferentes
de bacterias, usando enzimas como la enzima poligluta-
mil y-hidrolasa [3].

Estos bioplésticos contribuyen al desarrollo sostenible,
debido a su origen (los recursos renovables), pero todavia
no estan a altura del plastico convencial, debido al limita-
do y alto costo de produccién del bioplastico en compara-
cién con el plastico producido a partir del petréleo [4].
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Fig. 1(obtenida de [3]): Estructura quimica del acido poli(y-glutamico)
(PGGA). Consiste en una cadena de aminoacidos glutamato unidos
mediante un enlace gamma. El carbono quiral (representado me-
diante un asterisco) da gran versatilidad quimica a este compuesto.

2.2. Envases comestibles

Esta aplicacion tiene su base en el BiLac ®, Figura 2, bio-
polimero obtenido a partir de la cepa bacteriana Leuconos-
toc mesenteroides, y usando como materias primas sacarosa
y glucosiltransferasa. Ademas, se caracteriza por sus pro-
piedades de biodegradacién y biocompatibilidad.

Dadas sus caracteristicas fisicas y quimicas, este bio-
polimero no solo se tiene pensado usar como la tipica
bolsa transparente de plastico para llevar alimentos, sino
que incluso serviria de condimento para el alimento que
estd recubriendo.

Esto es debido a que se ha observado notables
propiedades de Dbarrera; capacidad para resistir
fenémenos de permeabilidad, absorcion e intercambio de
gases, vapores; proteccion frente a radiaciones...

Por ello, y concluyendo, segtin el alimento (verduras,
carne, frutas...) y las condiciones de humedad y tempera-
tura, eligiriamos una “bolsa” u otra para llevar estos ali-
mentos, y cuando fuéramos a comérnoslo, no haria falta
ni sacarlo de la bolsa (en el caso de la fruta, ya que la car-
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ne cruda nunca sienta bien si no se cocina primero).
También, se plantea usar en el recubrimiento de prin-
cipios activos y excipientes de los medicamentos.
Estas propuestas buscan reducir los impactos negati-
vos de los actuales envases de origen petroquimico y con-
servar al maximo la calidad del producto [5].

Fig. 2 (obtenida de la pagina web de la Universidad Nacional de

Colombia): Biopolimero BiLac ®, desarrollado por estudiantes de

pregrado y postgrado de Disefio Industrial, Dietética y Psicologia,

abre nuevas posibilidades en el almacenamiento y proteccion de
alimentos, entre otras.

2.3. Medicamentos

Principalmente, los biopolimeros se utilizan para la
creacion de sistemas de liberacién del farmaco y sensores
para propésitos de diagnéstico.

Los sistemas de liberaciéon de farmacos consisten en es-
trategias para administrar el formaco en su concentracion
Optima a través de una matriz polimérica, disminuyéndo-
se el nimero de dosis necesarias del medicamento.

En este contexto, los biopolimeros pueden controlar es-
ta dosificacion por varios mecanismos.

Un mecanismo destacable es el de de liberacion
controlada por difusién, Figura 3, en la que el
biopolimero forma una membrana que engloba al
farmaco, reservorio, del cual difunde el medicamento en
la concentracion adecuada.

La salida del farmaco también puede estar controlada
por activaciéon de solvente, Figura 4, donde el
biopolimero contiene el farmaco, y su velocidad de salida
estd regulada por el flujo de agua; ya que el biopolimero
puede hincharse, generando canales o poros para la salida
del farmaco.

Y, finalmente, mencionar otros sistemas de liberaciéon
usados, donde el control lo lleva a cabo una reaccién
quimica o enzimética, ya que la liberacién del farmaco
estd determinada por la degradacién del biopolimero (por
enzimas, reacciones de otra naturaleza...); o el ambiente
fisiolégico (variaciones de las condiciones fisico-quimicas



del ambiente desencadenan la salida del farmaco) [5].
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Otro campo de la farmacologia en el que los biopoli-
meros estdn teniendo un gran impacto es en la mejora de
la absorcion de farmacos, ya que pueden favorecer el paso
del medicamento a través de las barreras de nuestro or-

ganismo, condicién basica para la correcta accion
de los sistemas farmacolégicos.

Un ejemplo de cémo los biopolimeros pueden
contribuir es el empleo de polimeros anidnicos

Do o basados en PAA (4cido poli(acrilico)) o PMAA
88 5 %g v Contacto con agua (acido poli(metacrilico)) para la administracién
0@ \ = T A / Midratacien  POT Vi oral del farmaco; ya que estos biopolime-
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Fig. 3 (obtenida de [6]): Esquema de un sistema controlado por
difusion. La presencia de agua favorece la liberacion de la sustancia
activa almacenada en el espacio formado por la membrana hacia el

medio.
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Fig. 4 (obtenida de [6]): Esquema de una bomba osmética. La en-
trada de agua provoca el “hinchazon” del biopolimero, permitiendo la
salida del farmaco.
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trointestinal que facilitan el paso de las macro-
moléculas hacia el torrente sanguineo [6], [7].

2.4. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos usa biomateriales. Los

biomateriales son aquellos disefiados para actuar

en sistemas biolégicos con el objetivo de evaluar,

tratar, aumentar o reemplazar algin tejido,
6rgano o funcién del cuerpo.

Dentro de la gran lista de biomateriales que se podrian
mencionar, estan incluidos los biopolimeros.

Estos son disefiados para tener un tiempo de vida limi-
tado o un tiempo de vida ilimitado; siendo el segundo
caso el mas habitual porque los biopolimeros son usados
principalmente para actuar como soporte fisico, incluso
bioquimico, de las células de los tejidos.

Asi, destaca su uso en sistemas cardiovasculares,
ortopédicos, dentales.

Ejemplo de esto son los stents coronarios; malla
que se introduce en arterias obstruidas a través de un
catéter y se despliega dentro de la arteria, facilitando
la circulacion sanguinea. Existe un prototipo, el stent
REVA, que estd compuesto de un biopolimero de
policarbonato derivado de la tirosina. Pero por ahora
los mas conocidos y usados son los de aleaciones de
metales.

También es destacable el uso de los polimeros
polilactico y poliglicélico y sus copolimeros en el
soporte mecanico.

Diversas lineas de investigacién sugieren usar el
copolimero PLA-PGA para formar andamios poro-
sos o portadores de las células, componentes de la
matriz extracelular, o agentes bioactivos. Sin embar-
go, todavia debe de estudiarse su biocompatibilidad
y el uso a gran escala [6],[7].



3. CONCLUSIONES

Podemos afirmar que las caracteristicas fisico-quimicas de
los biopolimeros (resistencia mecanica, biocompatibili-
dad, versatilidad...) dan lugar a un gran abanico de posi-
bilidades, sobre todo, en el campo de la ingenieria de la
salud y la farmacologia.

Los bioplasticos aumentan cada vez més su repercu-
sién en la sociedad y dentro de poco podrian dar el gran
salto al mercado. Empresas de la industria quimica y de
materiales sintéticos ya han invertido varios miles de mi-
llones de euros en esta nueva tecnologia, buscando que
los bioplasticos le hagan la competencia a los plésticos
convencionales.

Ademéds, los biopolimeros se procesan para formar
piezas moldeadas, productos semielaborados o laminas...
pudiendo hacerse todo tipo de envases, productos de ca-
tering, productos para jardineria... todo ello biodegrada-
ble.

Los biopolimeros reforzados con fibras e hidréxidos de
metal son facilmente moldeables e ignifugo.

Y otras tantas aplicaciones en la industria de la cons-
truccién, la industria 6ptica, la fabricacién de automoévi-
les...

Pero eso no quiere decir que sea la tinica opcién. Hace
relativamente poco tiempo que se estudia el uso de los
biopolimeros como material, asi que, aunque a dia de hoy
no tengan una elevada repercusioén, puede que el dia de
mafiana sean, por ejemplo, uno de los pilares de la eco-
nomia. Quien sabe.
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Cryopreservation, it will chill you.

Laura Pérez, Adolfo Rodriguez, Carlos Sauco

Abstract— Tardigrades are micro-animals capable of undergoing cryptobiosis, a freezing process that allows them to survive in
damaging environments. Scientists have taken advantage of this capacity for cryopreservation, conserving cells and tissues in
time using different techniques such as vitrification for embryos, encapsulation-dehydration for plants or profound hypothermia
in surgery. The mechanism is ruled by thermodynamics processes that follow a loss of water by a chemical potential gradient.
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1. INTRODUCTION

Cryopreservation is the fact of freezing cells or tissues

to preserve them in the future. Did you know that Darth
Vader used it with Han Solo in one of the Star Wars mov-
ies? This method drags many years of researches related
to the thermodynamic process of freezing and is based on
some organisms like tardigrades. Moreover, it can be ex-
tended to many fields such as plants storage, surgery or
in vitro fecundation.

2. HISTORY

The phenomena of cryptobiosis, a metabolic state of inac-
tivity in which some organisms enter in response to ad-
verse conditions [1], has been studied since the second
half of the XVI century. At those times, biologist realized
that this period of inactivity could vary from hours to
years, being caused by a huge variety of stimuli: extreme
temperature, unavailability of food or water, desiccation
or oxygen deficiency [2], [3]. Cryptobiosis includes three
physiological states, anhydrobiosis, osmobiosis and cryp-
tobiosis [2].

An important discovery in relation to cryptobiosis, in
1702, was the identification of an organism capable of
adapt in many adverse environments [4]. These organ-
isms were called Tardigrades, and were first described in
1773 [5]. They are now known for being able to survive -
at least for a few minutes- at temperatures from -272°C to
151°C; and for resisting extreme pressures as vacuumy
dehydration and radiation [4]. In those cases of extreme
environments the metabolism of these creatures reduces
to 0.01% of the normal activity, and the water content of
the body also decreases to 1% of the normal volume [5].

From the study of phenomena like cryptobiosis a new
idea crossed the mind of some scientist: cryopreservation.
The history of cryopreservation starts in the early XX cen-
tury, when James Lovelock suggests that the damage
caused in blood cells when frozen could be due to osmot-
ic stress [3]. Here, several studies were done in this area
of frozen living cells and it was in 1949 when Ernest John
Christopher Polge accidentally discovered the cryoprotec-
tive properties of glycerol on fowl sperm. This meant the

start of a new field of study which soon began to grow
exponentially [6]. From that point, many of those re-
searches were performed in order to learn a way of freez-
ing sperm cell, so that in vitro fertilization became possi-
ble.

In 1953 Jerome K. Sherman was successful in freezing
and thawing human sperm, and on the same year he
founded the first sperm bank. Despite all of the discover-
ies taken place in the XX century, it was not until 1964
that the term cryobiology was invented and it was de-
fined as a science. In the 80s, several discoveries were
done in relation to insemination and pregnancy. For ex-
ample, in 1986, an Australian biologist called Christopher
Chen was successful in the freezing of human oocytes,
and this meant a huge step in the fertility field [6].

3. TARDIGRADE’S BIOCHEMISTRY

As tardigrade was one of the first organisms found in
relation to cryptobiosis, investigating its genome was cru-
cial to know more about that topic. After sequencing its
DNA, it was found that their genome was the most dif-
ferent one from any other animal. They only share about
the 17% of their genomic sequence with other species [7].

In a study carried out with different species of tardi-
grades from different environments, the main points that
an organism has to overcome in order to survive crypto-
biosis were defined. These critical points are the process
of freezing, the energy needed to enter this physiological
process and end of the cryptobiosis event. A too rapid
freezing could induce physical damage; it is also possible
that the organism has not enough energy to deal with this
process, so it would die. The ending of the frozen state is
also important, as if there has been any damage it should
be repaired before “‘coming back to life” [8].

In order to survive in extreme environmental condi-
tions, tardigrades are capable of carrying out some pre-
parative steps like losing most of their water, -around the
95%- synthesizing cell protective components and reduc-
ing dramatically their metabolism [9]. One of the compo-
nents that are known to have a cryoprotective role in tar-
digrades is the ice nucleating protein. These proteins are



important to control the freezing of the body of tardi-
grades in order to prevent sudden and damaging ice for-
mation [10].

There exist factors which may affect the survival of tar-
digrades during cryptobiosis. These are similar to the
ones affecting these organisms during desiccation and are
caused mainly by reactive oxygen species (ROS). ROS can
cause damage in macromolecules when the tardigrade is
in a cryptobiotic state and, as we have already mentioned,
it has to be repaired before the organism leaves this state
[11].

As we have said before, another aspect that is im-
portant when cooling down is the velocity by which the
negatives temperatures are reached. In a recent research,
it has been demonstrated the correlation between this
velocity and the rate of survival. A possible explanation
for this correlation is that, when the temperatures de-
creased gradually, the organism has time enough to pro-
duce all the substances required. On the other hand,
when it happens suddenly, there is no way of producing
all the compounds [8].

In general terms, the process of cryptobiosis needs such
a complicate mechanism, in which many substances and
specific conditions are required. That makes all the organ-
isms capable of doing it an important center to focus on
for future researches.

4. THERMODYNAMICS OF THE PROCESS

The intracellular medium of living cells is composed es-
sentially by liquid water, and its solidification by freezing
is lethal most of the times. However, it is also possible to
preserve cells for long periods of time in a frozen viable
state. This process slows and even stops some biochemi-
cal reactions, but other ones are accelerated at the same
time [12].

The physical events which take place in this process of
freezing depend on the cooling velocity. If it is slow, wa-
ter will be lost quickly enough by exosmosis to concen-
trate the intracellular solutes in order to eliminate super-
cooling and maintain the chemical potential of water in-
side the cell at equilibrium with the potential of the extra-
cellular medium. As a result, there is a dehydration of the
cell and its intracellular medium does not freeze. On the
other hand, if the cell is cooled at a high velocity it will
reach equilibrium by freezing intracellularly as it will
become increasingly supercooled [12].

The rate of water loss during this process can be de-
scribed by different equations proposed. The first one
associates this rate of loss of cytoplasmic water with the
chemical potential gradient expressed as a ratio of vapor
pressure [12]:

4V e = (LART Im2%) /v (1)

i
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V: Volume of cell water.  A: Surface area. t: Time.
R: Gas constant.  T: Temperature.
L,: Permeability coefficient for water.

P., Pi: Vapor pressure of extracellular and intracellular water.

This equation derives from the combination of two
simple principles. One is the application of Fick’s Law to
the rate of water loss of a cell, which is given by the per-
meability constant of water (L,), the cell membrane area
(4) and the osmotic pressure gradient between extracellu-
lar and intracellular media (m; — m,) . As the osmotic
pressure is a function of the vapor pressure, we can com-
bine these two equations to get equation 1:

o
V) o =LA@, —m,) (2) mv=RTInP"/p (3)
The change of vapor pressure with temperature can be

calculated from Clausius-Claperyon equation and Ra-
oult’s law [12]:

dln(Pe/Pi) _ Ly
dT  RT?

NZ—V?] dv/dT )
(V+N2VO)V

Na: Osmoles of intracellular solute.

L¢: Latent heat of fusion of ice.

Finally, L, is related to temperature by the application
of the Arrhenius equation, which gives the dependence of
a rate constant (in this case Lp) on the absolute tempera-
ture T, in relation to the activation energy of the process:
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Lp = Lpexp[—-E/R(1/T) — (1/Tg)] (5)
Lg : Permeability coefficient of water at a temperature Ty.
E: Activation energy.

There are two important variables which essentially
condition the survival of cells that have been frozen. First-
ly, the appearance of intracellular ice crystals depends on
the rate of the cooling process. Rapid cooling rates pro-
duce small crystals, and the higher the cooling rate is, the
smaller the crystals will be. However, these small ice crys-
tals are thermodynamically unstable, so they will have a
tendency to aggregate during warming to form larger
crystals [12].

This process is known as recrystallization, and it is re-
lated to the second variable which conditions the survival
of cells: the rate of subsequent warming. Slow warming
will be harmful to frozen cells as it provides them time
enough so the process of recrystallization occurs. But,
how does recrystallization condition the survival of cells?

Even though this question has not yet been clearly an-
swered, it has been proven that there exists a correlation
between this process and cell death in yeast, plant cells
[13] and some other tissue culture cells [14]. Some studies
report that “the presence of intracellular ice during warm-
ing is innocuous but it may lead to a change in another
unknown component which then causes injury” [15].

V°;: Water molar volume.



5. APPLICATIONS

5.1 Surgery

A type of light cryopreservation is profound hypother-
mia. It is used in humans while operating in complex car-
diovascular surgical procedures. It is based on the fact
that cooling sufficiently the organism may effectively stop
all cerebral activity and is able to provide protection for
all the organs considered vital. The temperature to reach
is 10-14°C around and it is made by a heart-lung machine
that makes the blood to pass through a cooling chamber.
After the intervention, the blood is gradually warmed
using the same apparatus [16].

5.2 Plants storage

Cryopreservation is applied to species that are unable to
be stored by other means and are sensitive to the medium
(i.e. dehydration). Furthermore, endangered species can
be conserved in such a way that their imminent extinction
is evaded. All the process is useful as it is value-for-
money, a small place to store is needed and contamina-
tion by microorganisms is avoided [17].

The most popular plant material for cryopreservation is
the so called encapsulation-dehydration of shoot tips,
based on the production of artificial seeds. These shoots
need to be pregrown in an enriched liquid medium and it
needs to be partially desiccated to freeze as it facilitates
the cryopreservation [18]. Apical meristems are common-
ly used in this process as they contain a relatively small
vascular system [17].

5.3 Cryopreservation of embryos

Fertilized eggs are called embryos [19]. Embryo cryopres-
ervation is considered very useful for pregnant mothers
that used in vitro fertilization, as they can save the em-
bryos and are able to return for another pregnancy some
years later. Moreover, the ones that are left over could be
donated and used by another couple willing to have a
baby or it is even possible to provide them to investiga-
tion or destroy them (as the Spanish Law of assisted re-
production techniques marks) [20]. The current process
followed to freeze is denominated vitrification. Through
it, the water molecules of embryos are removed and re-
placed with cryoprotectant and then introduced into lig-
uid nitrogen. This quick change of temperature (-12.000
degrees Celsius per minute) is going to create a glass state,
where embryos are vitrified. It also reduces the possibility
of intercellular ice crystals to be formed, thus protecting
the future baby [18].

6. CONCLUSIONS

The cryopreservation discovered in the process of crypto-
biosis in micro-animals such as tardigrades has made it
possible to make progress in the storage of living beings
or their tissues in order to maintain them through time.
The method requires a great loose of water from the or-
ganism, mechanism that is naturally based on a chemical
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potential gradient, thus Clausius-Claperyon equation and
Raoult’s law apply. Many applications have been devel-
oped thanks to this behavior, as the cryopreservation of
embryos during in vitro fecundation.
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