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EDITORIAL

Bienvenidos a este nuevo nimero de MoleQla en el que, como
en los anteriores, nuestros autores nos traen lo mejor de la
ciencia actual con caracter divulgativo. Ademas este ndmero es
muy especial, ya que en él nos despedimos de nuestra
plataforma de Internet. Aunque las despedidas son siempre
tristes, y mas teniendo en cuenta que nuestra plataforma nos ha
acompafiado durante nada menos que seis afios, en el nimero de
invierno pondremos a wuestra disposicion una nueva plataforma
que ofrece muchas ventajas frente a la anterior, como lo es el
facilitar el envio de articulos a nuestros autores, y su
seguimiento.

Otro aspecto interesante de este numero, es que se publica tras el Brexit y, como bien
decia el celebérrimo autor y creador del Mundodisco, Terry Pratchett, “mejor que no te
toque vivir en tiempos interesantes”. Aunque nuestra revista, como sabéis, es de
ciencias y no tratamos temas politicos, ocasionalmente merece la pena hacer un alto en
el camino y una llamada a analizar la forma en que algunas decisiones politicas de peso
pueden afectar a Las Ciencias. Resulta interesante, por ejemplo, que las encuestan
anteriores al referéndum del Reino Unido (con tan inesperado resultado para sus
convocantes) la inmensa mayoria de los cientificos estuviesen en contra de la salida del
Reino Unido de la Unidbn Europea. Las consecuencias del Brexit, que apenas han
comenzado a perfilarse, preocupan hoy a la comunidad cientifica del Reino Unido,
como se pone de manifiesto en un articulo publicado en la prestigiosa revista Nature el
pasado 6 de octubre. Si el objetivo principal del Brexit va a ser limitar la inmigracion,
¢qué implicaciones negativas tendrd sobre el transito de investigadores?, un hecho
ampliamente deplorado por la mayoria de los investigadores y rectores de universidades
del Reino Unido. Parece que en tiempos interesantes a veces nos alcanzan nuestros
fantasmas. ..

Implicaciones politicas aparte, desde la redaccion de MoleQla los editores os damos la
bienvenida al nuevo curso, y os deseamos una feliz lectura.
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Uso de nanoparticulas poliméricas para la
eliminacion de biopeliculas bacterianas

Pedro Jesus Garcia Murillo

Resumen—Las infecciones por bacterias formadoras de biopeliculas, como Pseudomonas aeruginosa, son una de las
principales amenazas para pacientes hospitalizados y una de las causas méas importantes de la aparicion de la enfermedad
pulmonar obstructiva cronica y de fibrosis quistica. La relevancia de estas infecciones es mayor debido a la resistencia
otorgada por la biopelicula frente a los antibiéticos convencionales. Esto hace necesario el desarrollo de nuevas terapias y
tratamientos frente a este tipo de microorganismos en la lucha contra las enfermedades infecciosas modernas. En este articulo
veremos como podemos utilizar nanoparticulas poliméricas de acido poli (lactico-co-glicélico) como nueva herramienta frente a
estas bacterias y a la biopelicula bacteriana como nueva diana para el tratamiento de estas enfermedades.

Palabras Claves— Biopelicula, Ciprofloxacino, DNasa I, Fibrosis quistica, PLGA.

1. INTRODUCCION

En la actualidad, Pseudomonas aeruginosa es una de las
principales causas de infecciones nosocomiales en el

mundo y se suele asociar a pacientes de fibrosis quis-
tica y de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC), siendo en estos pacientes la principal causa de
morbilidad y mortalidad [1], [2].

La aparicién de una infeccién crénica por Pseudomonas
se debe a la formacién por parte de este microorganismo
de una estructura denominada biopelicula, constituida
por agrupaciones de bacterias adheridas a una superficie
y embebidas en una matriz polimérica [3]. Estas bacterias
tienen més probabilidades de resistir a los tratamientos
con antibiéticos debido a que el farmaco no es capaz de
difundir a través de la biopelicula [4]. Ademés, las bacte-
rias en biopeliculas presentan una fisiologia diferente a la
de células plancténicas, como por ejemplo, una tasa me-
tabolica més baja, disminuyendo la eficacia de los antibi-
o6ticos y aumentando las posibilidades de que aparezcan
cepas resistentes a los antibiéticos disponibles, lo que exi-
ge el desarrollo de nuevas lineas terapéuticas [5], [6].

Nuevos dispositivos, como las nanoparticulas polimé-
ricas, han sido estudiados para el tratamiento de infeccio-
nes bacterianas por su capacidad de encapsular y liberar
sustancias de forma sostenida [7].

2. IMPORTANCIA DE LAS BIOPELICULAS

El crecimiento en biopeliculas de los microorganismos
ha sido ampliamente estudiado y, en particular, en P. ae-
ruginosa procedentes de pacientes con infeccién bronco-
pulmonar. La matriz de la biopelicula estd compuesta
principalmente por proteinas, cadenas de polisacaridos y
ADN extracelular (eADN) [8].

Esta estructura confiere una resistencia a las bacterias
frente a antimicrobianos, permitiendo que se produzcan
episodios recurrentes tras el tratamiento debido a una

Pedro Jesiis Garcia Murillo. Universidad de Sevilla, Universidad Pablo de
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erradicacién incompleta de la infeccion. Esta resistencia se
produce por varias causas: a) la barrera de difusién que
proporciona resistencia a la penetraciéon de los antimicro-
bianos a través de la matriz de la biopelicula, b) el lento
crecimiento de las bacterias en las biopeliculas por la limi-
tacion de nutrientes que dificulta la accion de los antimi-
crobianos y c) la activaciéon de respuestas de estrés que
provocan cambios en la fisiologia de la bacteria y la apari-
cion de fenotipos que favorecen el desarrollo de mutantes
resistentes [8].

Por ello, se ha empezado a pensar que, ademas de la
célula bacteriana, la matriz de la biopelicula puede ser
una posible diana para el tratamiento de infecciones de
bacterias formadoras de biopeliculas, ya que la sustancia
extracelular de la biopelicula se encuentra muy expuesta
y a menudo presenta una estructura porosa [9], [10].

Algunos estudios recientes han demostrado que el
eADN es clave para la formacion, estabilidad estructural
y patogenicidad de la biopelicula, al actuar como agente
de reticulacién de la matriz y como quelante de los agen-
tes antimicrobianos catiénicos, lo que puede provocar la
aparicion de resistencias a los antibiéticos [10]. Es por ello
que se ha producido un incremento de los tratamientos
con desoxirribonucleasa (DNasa), en forma de aerosoles,
dénde se ha observado que la administracién conjunta de
DNasa mejora la actividad de algunos antibiéticos redu-
ciendo la formacién de biopeliculas [11].

Estas son algunas de las causas por las cuales se estdn
estudiando nuevos dispositivos capaces, no sélo de con-
trolar la liberacién de antibiético, sino también de interac-
tuar con la biopelicula con el objetivo de dafiar de manera
directa la matriz extracelular, y en particular su eADN, en
el tratamiento de infecciones persistentes, como las aso-
ciadas a fibrosis quistica.

3. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Entre las nuevas estrategias para el tratamiento de in-
fecciones bacterianas bajo estudio, tenemos a las nano-
particulas poliméricas (NPs) biodegradables constituidas



por acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA), con el fin de
usarlas como vehiculos de administracién de farmacos.
Esto se debe a que estas nanoparticulas permiten la en-
capsulacién de varios compuestos con distintas propie-
dades quimicas y fisicas y a que el perfil de degradacién
del PLGA puede ajustarse variando la relaciéon entre aci-
do lactico y glicdlico, lo que permite controlar la libera-
cién del farmaco cargado [12]. Ademas, el PLGA ya ha
sido aprobado por la Food and Drug Anministration
(FDA) para varios dispositivos biomédicos, lo que facilita
la llegada a la practica clinica de estas NPs de PLGA car-
gadas con un farmaco.

Por este motivo, se han llevado a cabo ensayos en los
que se han estudiado NPs de PLGA cargadas con cipro-
floxacino (CPX), un antibiético de la familia de las fluoro-
quinolonas, y recubiertas con DNasa I, con el propésito
de combinar una liberacién controlada del farmaco con la
capacidad de destruir la matriz de la biopelicula [13]. Al
mismo tiempo, se sintetizaron otras NPs con distintas
composiciones para comparar sus propiedades fisicas,
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 1.

TABLA 1
COMPOSICION Y PROPIEDADES DE LAS DISTINTAS NPs
PLGA- | PLGA-PL- | PLGA-PL- | PLGA-PL-
CPX CPX DNasa I CPX-DNasa I
.. Co Poli-lisina Poli-lisina
Recubrimiento - Poli-lisina DNasa I DNasa I
Actividad DNasa I
- - 32.0 26.2
(ug ADN/mg NPs/h)
%p/p de CPX 0.26 0.24 = 0.17
Tamafio (nm) 213.6 272.5 265.0 251.9
Indice de polidis- 0.085 0.101 0.099 0.122
persion
Potencial Zeta | -4, 1170 | 1335+5099 | +308+070 | +289+143
(mV)

En los ensayos de liberacién in vitro del CPX encapsu-
lado en las NPs, se comprob6 cémo después de la primera
hora, se liberaba entre el 40 y el 50% de la carga total de
CPX de todas las NPs pero que posteriormente no se
comportaban de la misma manera, ya que aquellas que no
estaban recubiertas con poli-lisina (PL) liberaban su con-
tenido total de farmaco al cabo de 12h mientras que las
NPs que estaban recubiertas con PL y con PL-DNasa I,
mostraron una liberacién més controlada y constante del
farmaco restante, habiendo liberado a las 12h respectiva-
mente el 60 y el 80% del contenido de CPX (Figura 1) [13].
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7 PLGA-PL-CPX-DNasa |
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Fig. 1. Porcentaje de CPX liberado respecto al tiempo [13].

También se ha estudiado la actividad antibacteriana de
estas NPs cargadas con CPX frente a P. aeruginosa y Stap-
hylococcus aureus por medio de la determinacién de la
concentracién minima inhibitoria (CMI), utilizando como
control CPX no encapsulado, que sugirieron una buena
actividad antibacteriana de las NPs frente a P. aeruginosa.
En base a los resultados, se estudi6 la capacidad de las
NPs para inhibir la formacién de biopeliculas mediante el
uso de “peg lids” y, como puede verse en la Figura 2a,
para concentraciones tan bajas de CPX cargado como
0.0156 pg/ml, la formacién de la biopelicula disminuy6
en mas del 80%, llegando a valores del 100% a concentra-
ciones de CPX mayores de 0.125 pg/ml [13].

En otro ensayo se estudi6 la actividad anti-biopelicula
de las diferentes NPs cargadas con CPX frente a biopeli-
culas de P. aeruginosa formadas tras 48h, usando de nuevo
“peg lids”, dénde todas las NPs mostraron una inhibicién
de més del 50% de la biopelicula en las concentraciones
mas altas de CPX (0.5 pg/ml) pero pudo observarse una
disminucién dréstica de la biopelicula del 95% a concen-
traciones de CPX de 0.0078 pg/ml al usar NPs de PLGA
recubiertas con PL y DNasa I, mostrando asi la mejor ac-
tividad anti-biopelicula, tal y como se observa en la Figu-
ra 2b.
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Fig. 2. (a) Representacion del porcentaje de biopelicula formada en
presencia de concentraciones variables de CPX encapsulado. (b)
Representacion del porcentaje de biopelicula no destruida en pre-
sencia de concentraciones variables de CPX encapsulado [13].

A estos estudios se le sumaron estudios de citotoxici-
dad, que indicaron ausencia de efecto citotdxico de todas
las NPs utilizadas, y un estudio de la capacidad de elimi-



nacién de biopelicula formada tras 48h con administra-
ciones repetidas de NPs cargadas con CPX (1 dosis/dia,
durante tres dias consecutivos). En este tltimo, se observo
que la actividad anti-biopelicula mas alta la presentaban
las NPs de PLGA-PL-CPX-DNasa I, las cuales eran capa-
ces de eliminar més del 95% de la biopelicula en el se-
gundo dia de tratamiento a concentraciones de CPX de
0.0156 pg/ml, llegando incluso a eliminar el 99,8% de la
biopelicula a concentraciones de CPX de 0.25 pg/ml [13].

4. CONCLUSIONES

Como se puede observar por los distintos resultados
obtenidos tras los diversos estudios con NPs de PLGA
cargadas con CPX y recubiertas con PL y DNasa I, parece
ser que podriamos estar hablando de la préxima genera-
cién de farmacos empleados para el tratamiento de este
tipo de infecciones, ya que estos son muy prometedores.
Sin embargo, atin queda camino por recorrer para llegar a
esa meta, ya que aln es necesario refinar los parametros
de fabricacién de estas NPs para mejorar la eficiencia de
la encapsulaciéon de CPX, ademaés de realizar las valida-
ciones en modelos in vivo necesarias. Aun asi estas NPs
podrian representar un gran paso hacia adelante en el
tratamiento de infecciones por bacterias formadoras de
biopeliculas.
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Uso de nanoparticulas para la deteccion de
enfermedades infecciosas en paises en
desarrollo

Cristina Cerrada Romero

Resumen— Las enfermedades infecciosas suponen una gran amenenaza para el ser humano, especialmente en paises en
desarrollo. Esto hace necesario el desarrollo de dispositivos rentables, portatiles y con un sistema de deteccion muy sensible,
rapido, preciso, que pueda diferenciar entre distintos patégenos. Esta es un area en la que la nanotecnologia podria
desempefiar un papel de liderazgo a través del uso de quantum dots y nanoestructuras metdlicas, entre otras, y su integracion
con las tecnologias “lab on a chip”, representando unas alternativas diagnésticas prometedoras que ya estan en desarrollo.
Sin embargo, hay aun muchos retos que deben abordarse antes de que el diagndstico basado en nanotecnologia esté

realmente listo para su uso en paises en desarrollo.

Palabras Claves— Enfermedades infecciosas, Tests de diagndstico, Nanotecnologia.

1. INTRODUCCION

Una enfermedad infecciosa es una enfermedad clini-
camente evidente resultante de la presencia de un
agente patogénico que puede ser un virus, bacteria,
hongo o parasito patogénico.
Estas enfermedades suponen una gran amenaza, ya que
segun datos extraidos de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) se les puede atribuir mas de la mitad de las
muertes que ocurren en todo el mundo, especialmente en
paises en desarrollo [1]. Ante la amenaza planteada por
estas enfermedades, una rapida deteccién tiene un enor-
me impacto en el éxito de las estrategias para la localiza-
cién, control y erradicacion de la enfermedad. El diagnos-
tico de una enfermedad infecciosa implica la detecciéon
del agente infeccioso, ya sea directa o indirectamente. Ha
habido grandes avances en las técnicas de diagnéstico, las
cuales incluyen microscopia, cultivo tisular, inmunoensa-
yos de flujo lateral (tiras reactivas o pruebas inmunocro-
matograficas) y ensayos inmunoenziméaticos (ELISA). La
reciente técnica “reaccién en cadena de la polimerasa”
(PCR) tiene un umbral de deteccién mas bajo que las téc-
nicas anteriores y puede diferenciar selectivamente cepas
de patégenos; sin embargo, esta limitada por los mismos
problemas que la mayoria de técnicas de diagnoéstico de
uso comun (velocidad de andlisis, necesidad de personal
cualificado, y la incapacidad para detectar multiples ce-
pas de agentes infecciosos simultdneamente) y tiene otros
obstaculos tales como la influencia de la contaminacién
en el resultado medido y tiempos de andlisis de varias
horas [2]. Estas tecnologias de diagndstico son comun-
mente usadas en paises desarrollados pero, a menudo son
poco adecuadas para paises en desarrollo donde las en-
fermedades infecciosas son una fuente importante de
morbilidad y mortalidad, y donde la disponibilidad de
servicios clinicos y de laboratorio suele ser limitada. En
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consecuencia, el dispositivo ideal para este tipo de paises
tendria que ser una solucién rentable, portétil, con un
sistema de deteccién muy sensible, preciso y que pudiera
diferenciar entre distintos patégenos.

En este contexto los nanosensores ofrecen un gran poten-
cial en la introduccién de métodos de diagnéstico rapi-
dos, fiables y faciles de usar, que podrian beneficiar a es-
tos paises en un futuro cercano.

2. NANODIAGNOSTICO DE ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

El nanodiagnéstico implica el uso de la nanotecnologia en
diagnosticos clinicos. La gran superficie de los nanomate-
riales permite la unién de un gran nimero de moléculas
diana-especificas de interés, facilitando la deteccién ultra-
sensible. Esta capacidad hace que sea posible el diagndsti-
co a nivel molecular y celular. Debido a la alta sensibili-
dad, la nanotecnologia permite la detecciéon de microor-
ganismos o analitos moleculares que posean dianas en
patégenos especificos. Ademas, las propiedades tinicas de
los nanomateriales podrian permitir una deteccién rapida
y en tiempo real de los agentes patégenos. Por otra parte,
se requieren relativamente pequefios volimenes de mues-
tra para las pruebas. Todas estas caracteristicas atractivas
tendrian un impacto positivo en la rentabilidad para la
implementacién de la nanotecnologia para diagnosis de
enfermedades infecciosas, especialmente en paises en
desarrollo [3].

Para aplicaciones bioldgicas las nanoparticulas, debido a
sus caracteristicas de superficie, requieren de una modifi-
caciéon superficial para mejorar su estabilidad en agua y
su biocompatibilidad, y la obtencién de unos grupos fun-
cionales apropiados en superficie que permitan la biocon-
jugacion. Ademas de proporcionar un sitio para la conju-
gacion de biomoleculas, los grupos funcionales también
juegan un papel crucial en el control de la estabilidad co-



loidal de la nanoparticula (NP). Hasta la fecha, NPs de
diversos tipos han sido estudiadas y usadas; asi NPs fluo-
rescentes (quantum dots (QD), NPs cargada de tinte), NPs
magnéticas y NPs metalicas (NPs oro y plata) han sido
utilizadas con éxito para escanear, rastrear y detectar una
gran variedad de microorganismos infecciosos [3].

2.1. Diagnosticos simples basados en
nanotecnologia

Los nanomateriales se han utilizado para construir senso-
res en tres plataformas diferentes para el diagnoéstico
simple de enfermedades infecciosas: 1) etiquetas de na-
noparticulas en ensayos TIC (Figura 1), 2) ensayos de
agregacion de nanoparticulas y 3) etiquetas de nanoparti-
culas de patégenos completos. Estas pruebas se basan en
los mismos conceptos que la técnica ELISA, y detectan
anticuerpos en la sangre u otros fluidos corporales. Los
ensayos tradicionales de flujo lateral se basan en la detec-
cién colorimétrica, que es visible para el ojo humano,
usando colorantes desnudos, particulas de latex, o pe-
quefias nanoparticulas de oro como agentes de contraste.
Los limites de deteccién varian, y dependen de las espe-
cies de patégenos. Ademas la disponibilidad de antigenos
bien caracterizados varia de una especie de patégeno a
otra. Esto destaca la importancia de la caracterizaciéon de
dianas proteicas y de acidos nucleicos en la mejora de la
especificidad de diagnéstico de la nanotecnologia. Las
NPs metalicas presentan fuertes bandas de excitacién en
el espectro visible conocidas como resonancia de plas-
mon; esta absorcién procede de la excitacion colectiva de
los electrones de conduccién o plasmén de superficie. Los
plasmones de superficie son facilmente excitables por
radiacién visible dando lugar a interesantes fenémenos
opticos relacionados con la respuesta electromagnética
del metal entre los que se encuentran: una absorcién muy
intensa de radiacién, una dispersion Rayleigh resonante y
la amplificacion del campo eléctrico en la superficie de la
molécula, responsable de las intensas sefiales observadas
en espectroscopia en superficie. Asi, las NPs de oro y pla-
ta tienen una fuerte absorcion 6ptica que presenta despla-
zamientos hacia el rojo seguidos de agregacién, y propor-
cionan una sefal 6ptica facilmente visible. Estas estrate-
gias de deteccién normalmente se basan en la interaccién
entre anticuerpos unidos a nanoestructuras y las molécu-
las diana. La molécula diana acttia como un puente entre
varias nanoparticulas, y esta interaccién resulta en un
cambio, medible, en la sefial 6ptica de las nanoparticulas
debido a la agregacion [2].

Para la deteccion gendmica, las nanoparticulas metélicas
pueden estar recubiertas con secuencias especificas de
nucledtidos, que son complementarios a una secuencia
diana. En presencia de la secuencia diana las secuencias
complementarias hibridan, uniéndose o agregandose va-
rias particulas. La interaccién de las particulas produce
un cambio colorimétrico en la suspension, que es reversi-
ble si esta se calienta para interrumpir las interacciones de
nucleétidos. En el caso del oro, el color de la suspensién
que contiene agregados de nanoparticulas cambia de rojo
a azul debido a los cambios en los plasmones de superfi-
cie y las propiedades de dispersién de las particulas que

interaccionan [2].

El marcaje directo y la deteccién de marcadores de paté-
genos también es un método de deteccion de agentes in-
fecciosos patégenos bien caracterizado. Por ejemplo se
han utilizado nanocables de silice cargados con boro para
detectar influenza A. Para esto se han unido anticuerpos
especificos para el virus a los nanocables y analizado el
cambio en la conductividad de los nanocables después de
la interaccion antigeno-anticuerpo. Se observaron cam-
bios medibles en la conduccién en concentraciones virales
de 100 U/L. Para demostrar la especificidad, se comprobé
que el nanocable recubierto de anticuerpos no producia
sefial medible cuando era incubado con adenovirus o pa-
ramyxovirus. Aunque estos esquemas de deteccién re-
quieren equipos de laboratorio tales como fluorimetros o
espectrofotémetros, no requieren personal altamente ca-
pacitado, como patélogos o instalaciones de riesgo biol6-
gico nivel 3. También cabe destacar la importancia de la
deteccién multiple de patégenos y la capacidad de dife-
renciar las infecciones relacionadas o similares.

x labeled antibody

antigen specific to malaria

5-20 pL whole blood
placed on antibody strip
for lysis

X X

Y

Detects the presence of antigen-bound
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ke and lysed blood on the strip
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antibody to ensure that the
test is working

Buffer to transport
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Fig. 1. Método Inmunocromatografico para kits de prueba
rapidos.

Este tipo de prueba diagnéstico de flujo lateral es ya usa-
da como un test rdpido para malaria. En este la sangre del
paciente se coloca en una tira de anticuerpo y lisis (1),
donde los anticuerpos marcados contactan con el anti-
geno en la sangre si este estd presente. (2) Se anade el
tampoén que transporta el anticuerpo marcado a las lineas
de anticuerpos adicionales (4) y (5). La linea (4) es una
linea de control, para asegurar que la prueba esta funcio-
nando, y la linea (5) contiene un anticuerpo especifico
para el antigeno diana, credndose un ensayo de tipo
sandwich si el antigeno esta presente. La observacién vi-
sual de dos lineas indica un test positivo [2].

2.2. Deteccion multiple con nanodiagndsticos

Mientras que las plataformas de diagndsticos simples
basados en la nanotecnologifa tienen una sensibilidad
comparable a los diagnoésticos estdndar de las enfermeda-
des infecciosas, la capacidad de un escaneo simultaneo
para multiples patégenos o marcadores es limitada. Ac-
tualmente, un foco principal en la investigacién en nano-
tecnologia es el desarrollo de sistemas de ensayo multi-
ples que puedan detectar una multitud de moléculas, vi-
rus enteros o bacterias simultineamente. Un ejemplo de
estos sistemas son los “coédigos de barra”; hay muchos
tipos de cédigos de barras disponibles, algunos de ellos
son los cédigos de barras de puntos cuénticos y el ensayo
de bio-cédigo de barras genémico. El principio de diag-
noéstico es similar para todos los cédigos de barras basa-



dos en nanotecnologia. Los quantum dots semiconducto-
res (QDs) son marcadores brillantes, fotoestables y fluo-
rescentes que han sido usados en esquemas proteémicos
y de deteccion de acidos nucleicos. Los cédigos de barra
QD consisten generalmente en microesferas de polies-
trano que contienen diferentes ratios de proporciones de
quantum dots fluorescentes, con una tnica etiqueta de
color correspondiente a un particular antigeno diana u
oligonucleétido. El evento de detecciéon positiva sucede
cuando hay deteccién simultdnea de la sefial del cédigo
de barras y de un fluoréforo secundario. La “entidad
biolégica” a detectar puede ser gen, proteina, o todo
agente patogeno [2].

En un ensayo se desarrollaron cédigos de barras QD para
el multiplexado y detecciéon de biomarcadores de alto
rendimiento que codifican para un grupo de enfermeda-
des infecciosas transmitidas por la sangre (hepatitis B,
hepatitis C y VIH). Usando dos colores, ZnS tapa CdSe
quantum dots, los investigadores crearon 3 cédigos de
barras que se conjugaron con biomarcadores de antige-
nos de superficie del patégeno de hepatitis B para el VHB,
proteina 4 no estructural para VHC y glicoproteina 41
para VIH. Los cédigos de barras QD se incubaron en sue-
ro humano enriquecido con los anticuerpos correspon-
dientes. Durante una incubacién posterior con un fluoro-
foroanticuerpo que conjuga para proporcionar un pico de
sefial de deteccion de fluorescencia en ~520 nm se forma-
ron complejos de ensayo Sandwich. Es posible realizar el
ensayo completo en 1 h y ademas este rdpido esquema de
deteccién multiplexada exhibe umbrales de deteccién en
el rango de 10-10 M a 10-12 M con un volumen de mues-
tra de ~100 pL. El sistema utiliz6 un dispositivo de micro-
fluidos basado en un chip para lectura, y actualmente esta
siendo convertido en un sistema de diagndstico portatil.
También han sido disefiados ensayos basados en chips
heterogéneos para una deteccion molecular multiplexada.
De esta forma, se disefi6 una técnica de diagndstico mole-
cular basada en un chip, usando nanoparticulas de oro y
magnéticas, conocida como ensayo de amplificaciéon ba-
sado en cédigo de barra (BCA). Esta técnica tiene un um-
bral de deteccién de 10-21 M, que es equivalente a 10 co-
pias de oligonucleétidos. Sin embargo, este método re-
quiere generalmente el uso de detectores, como el sistema
Verigine, que miden la luz dispersada a partir de mues-
tras de nanoparticulas. Tales sistemas son caros, usan
complejos instrumentos de sobremesa por lo que se hace
necesario un mayor desarrollo para reducir estos disposi-
tivos o el uso de sistemas mas simples para desarrollar
aplicaciones mundiales. También, aunque los ensayos
BCA basados en naparticulas de oro proporcionan niveles
de sensibilidad similares a los conseguidos con la técnica
PCR, el tiempo requerido para un tnico ensayo es apro-
ximadamente de 6 h. Debido a esto, este tipo de ensayo
todavia enfrenta desafios précticos antes de que pueda ser
desarrollado para diagnoésticos rapidos. En general, estos
sistemas de deteccién multiplexados basados en nanopar-
ticulas tienen un gran potencial pero son todavia relati-
vamente complejos y requieren un considerable equipa-
miento en el laboratorio [2].

2.3 Plataformas avanzadas y sistemas de lectura
La reduccién de la complejidad del sistema y la capacidad
de incorporar el esquema de deteccién en un dispositivo
cerrado en el que una muestra puede ser colocada son
areas importantes para la futura investigacién. El poten-
cial de las tecnologias “lab on a chip” (LOC) encaja con
estos requisitos.

Se trata de chips en los que se pueden construir multiples
funciones para permitir la preparacién de ensayos y au-
tomatizacién. Estos sistemas LOC tienen muchas ventajas,
incluyendo la reduccién del consumo de reactivos, el uso
de volimenes de muestras mdas pequefios, la reducida
produccién de residuos debido a la miniaturizacién, el
analisis de corto tiempo y, lo mas importante, el potencial
para la integracion en el sistema de instrumentos de de-
tecciéon para crear dispositivos portatiles. Las técnicas
LOC proporcionan una tecnologia de transicioén critica y
pueden proporcionar una forma ideal de proveer diag-
noésticos basdndonos en la nanotecnologia. Un ensayo
realizado empleaba cédigos de barra quantum dot en un
dispositivo LOC como una plataforma para la detecciéon
multiple y simultdnea de antigenos para VIH, VHB y
VHC en sueros humanos. Las nanoparticulas de oro y
nanoparticulas magnéticas han sido también usadas; estas
altimas ya sea para proporcionar un area de gran superfi-
cie y un control magnético flexible, o como etiqueta se-
cundaria para la deteccién con sensores magnetoresisten-
tes. A pesar de los avances significativos, la mayoria de
los ensayos LOC todavia dependen de instrumentos de
sobremesa voluminosos y costosos para la deteccién de
sefales, tales como microscopia de fluorescencia y espec-
trofotometrfa. En algunos estudios, se realizaron partes
del ensayo utilizando métodos convencionales de labora-
torio, como el pretratamiento de la muestra para el anali-
sis de acidos nucleicos.

Aunque el desarrollo de un dispositivo LOC auténomo y
portatil es una tarea dificil, se ha logrado llevar a cabo
algunos estudios con dispositivos totalmente o semi-
integrados. Por ejemplo se ha desarrollado una prueba
de inmunoensayo portatil y de bajo coste, con canales de
microfluidos rectos [2].

3. CONCLUSIONES

Se necesitan tecnologias innovadoras para llevar a cabo
nuevos avances que permitan la deteccién répida de la
enfermedad y consientan la deteccién de varios patége-
nos de forma simultdnea; un area en la que la nanotecno-
logia podria desempefiar un papel de liderazgo a través
del uso de quantum dots, nanoestructuras metalicas, en-
tre otras, y su integracion con las tecnologias de “lab on a
chip”, representando unas alternativas diagnoésticas pro-
metedoras que ya estan en desarrollo. Sin embargo, que-
dan muchos retos que deben abordarse antes de que el
diagnéstico basado en la nanotecnologia esté realmente
listo para su uso en paises en desarrollo. Estos retos in-
cluyen el descubrimiento y la seleccién de antigenos efi-
caces, y anticuerpos con dianas de nucleétidos, necesarios
para mejorar la especificidad de las plataformas de detec-



cién basados en la nanotecnologia y que permitan dife-
renciar entre distintas cepas. Ademas, deben continuar
los esfuerzos para la creacién de plataformas de detecciéon
miniaturizadas. Para la deteccién genémica, se necesitan
estrategias para simplificar la purificacion y aislar genes
de interés. Aunque los avances en nanotecnologia no se
han aplicado plenamente para la deteccién de enferme-
dades infecciosas en paises en desarrollo, la nanotecnolo-
gia potencialmente puede abordar muchos de los retos
sefialados por la Organizaciéon Mundial de la Salud para
la prestacion de un rapido y eficaz diagnéstico.
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Nanotecnologia para el diagnoéstico y
tratamiento del Alzheimer

Manuel Velasco Gomariz

Resumen—El Alzheimer es el tipo mas comun de demencia y cursa con una muerte neuronal que provoca una degeneracion
de las funciones cognitivas, lo que puede causar la muerte en Gltima instancia. Por esta razén, la ciencia ha estado estudiando
los mecanismos moleculares que provocan esta pérdida neuronal y se han intentado desarrollar diversas estrategias que
consigan retrasar los sintomas o puedan incluso curar a los pacientes. Uno de los principales problemas con los que se
encuentran todos estos tratamientos es la impermeabilidad de la barrera hematoencefalica, que impide que los farmacos
puedan llegar al cerebro y ejercer su funcion terapéutica. Para solventar este problema, la nanotecnologia puede ser un gran
aliado, ya que el pequefio tamafio de las nanoparticulas permite que puedan atravesar esta membrana, y con ello dirigir estos
farmacos a su lugar de accion. Ademas, las nanoparticulas también pueden ser muy interesantes para mejorar el diagnéstico
de esta enfermedad y asi poder detectarla en sus etapas tempranas. En este articulo, se revisaran una serie de estrategias
que utilizan la nanotecnologia para mejorar el tratamiento y diagndstico de esta dolencia.

Palabras Claves— Alzheimer, Barrera hematoencefalica, Diagndstico, Estrategias terapéuticas, Nanotecnologia.

1. INTRODUCCION

1 Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa

caracterizada por la pérdida progresiva de memoria y

de las funciones cognitivas debido a la muerte neuro-
nal. Su incidencia es muy elevada y aumenta con la edad,
afectando a un 5-10% de la poblacién menor de 65 afos y
de un 40-50% de personas mayores de 85 afios. La alta
incidencia de esta dolencia y la gravedad de sus sintomas
han impulsado el desarrollo de diversas estrategias tera-
péuticas para intentar tratarla, pero a dia de hoy no existe
ningun tratamiento efectivo para estos pacientes.

El estudio de esta enfermedad ha mostrado los meca-
nismos tan complejos que la guian y también ha permiti-
do que el desarrollo de las terapias pueda ser enfocado
desde varios campos de la ciencia. Sin embargo, el Alz-
heimer presenta dos problemas que han de ser soluciona-
dos: en primer lugar, ain se desconocen muchos de los
mecanismos que lo rigen; y en segundo lugar, la barrera
hematoencefalica (BBB, del inglés blood-brain barrier) pre-
senta una enorme impermeabilidad, lo que dificulta la
liberacién de farmacos desde la sangre hasta el cerebro
[1]. Para superar este segundo desafio, los sistemas de
liberacién de farmacos basados en nanoparticulas pueden
resultar de gran interés, ya que gracias a las ventajas que
presentan estas particulas se puede aumentar la eficacia
terapéutica de los farmacos [1]. Ademas de para el trata-
miento, la nanotecnologia también puede ser de ayuda
para conseguir realizar un diagnoéstico temprano de la
enfermedad, y asi poder actuar para impedir el desarrollo
de la misma [2].

A pesar de que no se conocen completamente los me-
canismos moleculares de esta dolencia, se han propuesto
varias hipétesis sobre la misma y se han ido desarrollado
farmacos que interfieren con estos procesos. Algunas de
estas hipo6tesis son: la hipétesis de la cascada del péptido
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B-amiloide, la de la proteina tau, la colinérgica, la del es-
trés oxidativo y la de la transicion metélica. En base a to-
das ellas se han ido estudiando distintas estrategias tera-
péuticas, arrojando algunas de ellas resultados promete-
dores gracias, en gran medida, al uso que hacen de la na-
notecnologia [1].

2. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA EL
ALZHEIMER CON EL USO DE NANOTECNOLOGIA

En este apartado se van a nombrar una serie de es-
trategias terapéuticas que estdn en investigacion para el
Alzheimer en las que nanotecnologia ha estado implica-
da.

2.1. Terapias basadas en el péptido B-amiloide
como diana:

La acumulacién progresiva del péptido -amiloide se
considera el mecanismo principal del Alzheimer, por lo
que las estrategias terapéuticas basadas en reducir la
produccién y agregacion del péptido, asi como conseguir
su eliminacion son de gran interés.

El péptido se forma debido al procesamiento proteol-
itico anormal de la proteina precursora amiloide (PPA)
por accién de la B-secretasa (BACE1L) y la y-secretasa [1].
Por tanto, el desarrollo de inhibidores de estas secretasas
puede ayudar a modular la produccién del péptido f3-
amiloide. Una de las estrategias desarrolladas es el uso de
ARNs de interferencia pequefios (siRNA, del inglés small
interfering RNA), que acoplados a exosomas modificados
son capaces de silenciar a la enzima BACE1 en el cerebro,
lo que ha permitido evitar la produccién del péptido f3-
amiloide [3].

Otra estrategia de este grupo se basa en bloquear la
agregacion del péptido amiloide gracias al uso de pep-
tidomiméticos (estructuras capaces de reemplazar a un



péptido en sus interacciones con receptores y enzimas),
que contienen la secuencia de aminoacidos 16-20 del pép-
tido amiloide [1]. El problema que presentan los péptidos
es su rdpida degradacién en sangre, lo cual se solventa
con los peptidomiméticos, mas resistentes a la hidrolisis.
Sin embargo, su pobre permeabilidad a la BBB llevé a que
se combinaran con polioxometalato para conformar
nanoesferas hibridas polioxometalato-péptido (POM@P)
mediante un proceso de autoensamblaje, con lo que se
consiguié inhibir la agregacién del péptido B-amiloide in
vitro [4]. Por otra parte, la curcumina (polifenol obtenido
de los rizomas de la planta Curcuma longa) se ha visto que
es capaz de prevenir la agregacion del pépitdo p-
amiloide, y provocar la desagregacién de las placas. Co-
mo su biodisponibilidad mediante administracién oral es
muy baja, se han buscado estrategias para conseguir au-
mentarla, como la encapsulacién. Asi, se ha conseguido
encapsularla en micelas poliméricas de polietilenglicol-
acido polilactico (PEG-PLA), y secarla en frio con
ciclodextrina hasta conseguir nanoparticulas secas de cur-
cumina de menos de 80 nandémetros, que mostraron bue-
nos resultados y presentaban una alta estabilidad [5].

En cuanto al aclarado de las placas que se forman en el
cerebro, una de las estrategias mas recientes es el uso de
nanoparticulas basadas en lipoproteinas de alta densidad
reconstituidas con apolipoproteina E3 (ApoE3). Estas na-
noparticulas estdn preparadas por autoensamblaje de
ApoE3 y son capaces de atravesar la BBB, fomentando el
aclaramiento de las placas gracias al componente ApoE3.
Esta estrategia hizo posible que ratones modelo para esta
enfermedad mostraran una mejora en la recuperacién de
la memoria [6].

Todas estas estrategias pueden ser mucho maés efec-
tivas si se utilizan anticuerpos capaces de dirigir las na-
noparticulas hasta las placas de p-amiloide. Un ejemplo
de esto es el uso de nanoparticulas que incorporan los
péptidos TGN y QSH para la permeabilizacién de BBB y
el reconocimiento de las placas respectivamente [7].

2.2. Terapias basadas en la hipotesis colinérgica

La hipoétesis colinérgica se basa en la idea de que el
progreso de la enfermedad provoca una degeneracion de
las neuronas colinérgicas, y por tanto, se produce una
pérdida de la neurotransmisiéon colinérgica, lo que
provoca la pérdida de la conexién en el sistema nervioso
central. Varios inhibidores de la colinesterasa (enzima
implicada en la hidrélisis del neurotransmisor acetilco-
lina) se han aprobado para su uso commercial. Sin em-
bargo, la baja permeabilidad de la BBB y su baja eficacia
ponen en duda su efectividad. Estos problemas pueden
ser solventados gracias a la nanotecnologia [1]. Un ejem-
plo es un estudio en el que se usan liposomas asociados a
rivastigmina (inhibidor de la colinesterasa) que es capaz
de aumentar la biodisponibilidad de este compuesto en el
sistema nervioso central [8].

2.3. Terapias con antioxidantes

La fosforilacién oxidativa origina como subproductos
especies reactivas de oxigeno (ROS, del inglés reactive
oxygen species), que provocan disfuncién mitocondrial. El

estrés oxidativo es un factor patolégico clave en la enfer-
medad del Alzheimer, ya que la sobreproduccién de ROS
provoca la interaccién entre las placas de amiloide y las
proteinas de la mitocondria, promoviendo la muerte neu-
ronal. Por tanto, las estrategias enfocadas a reducir este
dafio oxidativo son de gran interés para el tratamiento de
esta dolencia en sus etapas tempranas. En una de las es-
trategias mas recientes, se han desarrollado nanoparticu-
las de diéxido de cerio conjugadas a trifenilfosfonio (las
dirige hasta la mitocondria) que suprimen la muerte neu-
ronal. Estas nanoparticulas actian como basureros
reciclables de ROS capaces de unir atomos de oxigeno y
producir intercambios entre los estados oxidativos Ce*3
(reducido) y Ce** (oxidado) en su superficie, lo que dis-
minuye el estrés oxidativo [9].

2.4. Terapias basadas en quelantes de metales

Los metales como el cobre, el zinc y el hierro estan
presentes en muy alta concentracion en el sistema nervio-
so central en pacientes con Alzheimer, resultando alta-
mente toxicos al estar implicados en la agregacién del
péptido y en el estrés oxidativo. Por lo tanto, los
quelantes de metales podrian ser una estrategia
prometedora contra esta enfermedad [1]. Un ejemplo de
esto es el desarrollo de nanoparticulas de poliestireno
conjugadas al quelante de hierro 2-metil-N-(2’-aminoetil)-
3-hidroxil-4-piridinona (MAEHP) que impedian la
agregacion proteica y la neurotoxicidad [10].

2.5 Otras terapias

Unos nuevos enfoques para el tratamiento del Alz-
heimer con ayuda de las nanoparticulas son el uso de na-
noparticulas conjugadas a factores de crecimiento o a
ADN.

Hay evidencias suficientes acerca del potencial que
pueden tener los factores de crecimiento para el trata-
miento de esta dolencia, ya que pueden actuar a
diferentes niveles de la enfermedad, y sobre los diversos
actores que estan implicados. Debido a que son propen-
sos a la desnaturalizacion, el uso de nanoparticulas como
sistemas de proteccién, direccionamiento y liberacion son
de gran interés. Por esta razén, se han desarrollado varios
sistemas de liberacién de factores de crecimiento con na-
noparticulas, como por ejemplo nanoparticulas basadas
en quitosano (que encapsulan BMP-2), nanoparticulas
sintéticas como poli(lactico-coglicélico) (PLGA) vy
polibutilcianoacrilato (PBCA), basadas en lipidos, en met-
ales, etc. [11]

Otro enfoque para tratar el Alzheimer lo aporta la ter-
apia génica dado que esta dolencia presenta un fuerte
componente genético. Por ello, se pueden disefiar nano-
particulas que incorporan pldsmidos que codifican para
genes terapéuticos (genes de factores de crecimiento ner-
vioso por ejemplo). Por otro lado, la planta Nigella sativa
(comino negro) presenta numerosos beneficios para la
salud, uno de ellos la neuroregeneracién, de manera que
el aceite de esta planta muestra mejoras en las neuronas
degeneradas y es capaz de aumentar las propiedades
cognitivas en estudios realizados en ratas. Asi, reciente-
mente se ha publicado un estudio en el que se combinan



estas dos estrategias dando lugar a nanoparticulas de
PLGA que encapsulan el aceite y a las que se adhiere el
plasmido nombrado anteriormente mostrando muy bue-
nos resultados in vitro [12].

3. NANOPARTICULAS PARA EL DIAGNOSTICO DEL
ALZHEIMER

Ademas de para el tratamiento del Alzheimer, la nano-
tecnologfa también puede utilizarse para conseguir un
diagndstico temprano de la misma gracias a las ventajas
de las nanoparticulas. La visualizacién temprana de las
placas de amiloide es vital para que el tratamiento sea lo
mas efectivo posible [2].

En este sentido, las nanoparticulas magnéticas han si-
do las mas estudiadas para el diagnéstico, ya que son
usadas como agentes de contraste en resonancia magnéti-
ca de imagen. Un ejemplo es el estudio de Sillerud y
colaboradores, que demostraron la eficiencia del marcaje
de la diana mediante el uso de nanoparticulas de 6xido de
hierro superparamagnéticas conjugadas al anticuerpo
anti-APP in vivo. Estas nanoparticulas eran capaces de
atravesar la BBB y detectar las placas de amiloide por res-
onancia magnética de imagen en ratones con la enferme-
dad de Alzheimer [13].

En otro estudio més reciente, se han utilizado nanopar-
ticulas magnéticas de magnetita recubiertas con meso-2,3-
dimercaptosuccinico (DMSA) que incorporaban anticuer-
pos anti-péptido p-amiloide. Estas nanoparticulas resulta-
ron ser biocompatibles y biolégicamente activas para su
visualizacién mediante resonancia magnética de imagen,
por lo que pueden ser usadas como agentes de contraste
para el diagnoéstico del Alzheimer en etapas tempranas

[21.

4. CONCLUSIONES

En este articulo se han mostrado algunas de las distin-
tas estrategias que se estdn investigando en la actualidad
para el tratamiento y diagnodstico del Alzheimer con ayu-
da de la nanotecnologia. Las ventajas que ofrecen las na-
noparticulas (como su pequefio tamafo, superficie quimi-
ca ajustable y buena estabilidad) son su principal aval
para que la ciencia las esté considerando como estrategias
con mucho potencial para el tratamiento de esta enferme-
dad, debido al problema que supone la impermeabilidad
de la barrera hematoencefélica. Ademads, las nanoparticu-
las pueden ser utilizadas simultdineamente para el trata-
miento y diagnéstico del Alzheimer, es decir, a la misma
nanoparticula que se utiliza para el diagndstico se le pue-
de incorpora el agente terapéutico determinado. Esta
nueva aproximacioén se conoce como teranéstico. Son mu-
chas las estrategias que se estan estudiando pero no han
llegado todavia a la clinica dado que faltan por dilucidar
algunos mecanismos de la enfermedad.

En definitiva, la nanotecnologia puede ser una gran
aliada para el tratamiento de una enfermedad tan impor-
tante y grave como lo es el Alzheimer.
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Nanoparticulas de curcumina: Estrategias y
aplicaciones

Juan Gomez Pinto

Resumen—La curcumina ha sido utilizada desde la antiguadad como hierba medicinal en la cultura oriental tradicional, y sus
beneficios se han descrito y probado experimentalmente. Entre los principales inconvenientes de su uso destacan su baja
solubilidad en disolventes polares, baja biodisponibilidad, baja absorcion y rapida eliminacion por el organismo. Estos
inconvenientes podrian solventarse en gran medida gracias a la nanoformulacién. En este articulo mostramos las principales
estrategias de obtencién de nanocurcumina y sus posibles usos terapéuticos a dia de hoy. Entre las distintas aplicaciones
destacamos el potencial caracter antitumoral, antiinflamatorio, neuroprotector y antimicrobiano.

Palabras Claves— Curcumina, antitumoral, neuroproteccion, nanoformulacion.

1. INTRODUCCION

La curcumina es un producto natural obtenido de la
planta carcuma (Curcuma longa). Este compuesto ha sido
tradicionalmente usado en la cultura asidtica como una
especia cuya caracteristica principal es su coloracién ama-
rilla. Simultdneamente, también destacaron su caracter
bioactivo en diferentes condiciones patolégicas como son
el asma, alergias, anorexia, coriza, tos, enfermedades he-
paticas, sinusitis, diabetes, enfermedades reumatoideas,
arteriosclerosis, enfermedades infecciosas, cancer, etc.
[1],[2]. Posteriormente, a nivel biolégico, se ha demostra-
do experimentalmente que este compuesto posee propie-
dades antioxidantes, antiinflamatorias, antitumorales,
neuroprotectora, microbicida y antidiabética [3].

Este polifenol, denominado quimicamente como 1,7-
bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-hepta-dien-3,5 diona, es
un compuesto lipéfilo que es capaz de a travesar la mem-
brana plasmaética de la célula con gran facilidad, sin em-
bargo, debido a su naturaleza no es soluble en disolventes
polares y presenta una tasa baja de biodisponibilidad pa-
ra la célula, debido a su rapida metabolizacién y elimina-
cién y a su baja tasa de absorcion [4].

Ante estos problemas, el desarrollo de la nanotecnolo-
gia ha abierto un amplio abanico de estrategias que bus-
can mejorar tanto el tiempo de vida media del compuesto
en el organismo, como aumentar su tasa de absorcion, su
estabilidad quimica, farmacodindmica y solubilidad en
medio acuoso.

En este articulo trataremos las estrategias de nanofor-
mulacién que se han seguido en estudios recientes y su
aplicacion en el campo de la biomedicina.

2. ESTRATEGIAS Y APLICACIONES

Se han descrito diferentes estrategias para la nanoformu-
laciéon de la curcumina, basadas, principalmente, en el uso
de distinos tipos de nanosistemas para encapsularla o
conjugarla.

Juan Gomez Pinto. Mdster Biotecnologia Sanitaria, Universidad Pablo de
Olavide. Juangp1493@gmail.com

Esto supone el disefio de nanoparticulas novedosas y
completamente personalizadas que las vuelven productos
tnicos. A lo largo del articulo serdn nombradas junto con
su aplicacién.

A nivel experimental se ha encontrado que se produ-
cen mejoras significativas en las propiedades de biodis-
ponibilidad, solubilidad, y estabilidad de la molécula de
curcumina cuando se encapsula en cualquiera de las na-
noestructuras que trataremos a contiuaciéon, propiedades
que ademads se pueden modificar mediante variaciones en
la composicién quimica de las mismas [5].

2.1. Liposomas

La estructura liposomal estd constituida por una bica-
pa fosfolipidica que enfrenta sus colas apolares entre si, y
sus cabezas polares quedan proyectadas hacia el interior
y el exterior de la estructura. Estos complejos pueden al-
canzar didmetros variados que pueden oscilar entre los 25
nm y los 2,5 mm y han sido tradicionalmente usados co-
mo vectores en la encapsulacién y administracién de far-
macos, por ser capaces de atravesar la membrana plasma-
tica facilmente [5].

Diferentes autores han desarrollado sistemas liposo-
males para la administracion de la curcumina. Shi et al. [6]
observaron efectos preventivos de la curcumina encapsu-
lada en liposomas sobre la fibrosis de pulmén, y una sen-
sibilizacion de las células tumorales LL/2 a la radiacion
en modelos de ratén. Dhule et al. [7] han disefiado nano-
particulas liposomales de curcumina recubierta con y-
ciclodextrina y las han utilizado en modelos de ratén de
osteosarcoma y cancer de mama, reflejando los datos ob-
tenidos en estos modelos un potencial rol antitumoral,
tanto in vitro como in vivo. También se observan en otros
ejemplos recogidos de la bibliografia efectos antimelano-
ma [8], antitumoral y antiangiogénico en células humanas
de cancer de péancreas (in vitro) [9].

2.2. Micelas

La estructura micelar estd constituida por una mono-
capa que se orienta en funcién de la polaridad del disol-



vente, estas estructuras son de naturaleza anfipatica vy,
por tanto, encapsulan en su interior curcumina, volvién-
dola maés estable en agua. Su gran interés radica en su
gran capacidad de carga, baja toxicidad, alta estabilidad
en agua, y en la capacidad de generar particulas inferiores
a 200 nm [10].

El grupo del doctor Maitra ha disefiado una nanofor-
mulacién micelar de la curcumina (NanoCurc), consistente
en la polimerizacion de N-isopropilacrilamida con po-
li(etilenglicol)-monoacrilato, N-vinil-2-pirrolidona y N,N-
metilenbisacrilamida, persulfato amonico, sultafo de
amonio ferroso y tetrametiletilendiamina (TEMED), for-
mando micelas de unos 50 nm con una liberacion del 40%
de la curcumina a pH fisiolégico, ademds de gran biodis-
ponibilidad y mayor actividad antitumoral que la curcu-
mina libre [4].

Experimentalmente se ha ensayado el comportamiento
antioxidante de las nanomicelas de curcumina. Yu et al.
[11] han disefiado nanomicelas usando como recubri-
miento la e-polilisina, obteniendo un mayor efecto anti-
oxidante y una mayor solubilidad que la curcumina libre.
Otras nanoformulaciones micelares en las que se encon-
traron los mismos efectos fueron las basadas en dodecil-
sulfato sédico y bromuro de cetiltrimetilamonio [12].

Ravendraan et al. [13] sintetizaron micelas mixtas de
plurénico y policaprolactona. Sus experimentos muestran
una actividad antitumoral significativa en cdncer de colon
frente a la administracién de curcumina libre. Wang et al.
[14] muestran efectos beneficiosos en células 4T1 de can-
cer de mama, ya que eran mds efectivas en la inhibicién
de la tumorogénesis y de la metéstasis espontanea a pul-
moén. Adicionalmente, también se observé un mayor efec-
to apoptético en las células tumorales, menor prolifera-
cién celular tumoral y menor vascularizacion-.

2.3. Ciclodextrinas

Son oligosacaridos obtenidos del almidén que forman
uniones O-glucosidicas a-1,4 para dar lugar a ciclos carac-
teristicos de 6, 7 y 8 uniones, comtinmente clasificados
como a, B, y —ciclodextrinas, respectivamente. Estas molé-
culas son solubles en disolventes polares y permiten in-
corporar en su cavidad interna farmacos apolares.

Se han realizado ensayos comparativos para valorar la
permeabilidad de la administracion de curcumina libre y
sin nanoparticulas. Los resultados obtenidos muestran
que la administracién de curcumina incorporada en ci-
clodextrinas aumenta 1,8 veces la permeabilidad en piel
animal [15]. Adicionalmente, también se observan resul-
tados que muestran una mayor estabilidad de la curcu-
mina incorporada a la ciclodextrina frente a la hidrolisis
que sufre libre [5].

Yadav et al. [16] han ensayado el potencial anti-
inflamatorio del complejo curcumina/hidroxipropil-p-
ciclodextrina en modelos de colitis, en rata. Los resultados
muestran propiedades anti-angiogénicas, ademds de mos-
trar una atenuacioén de la colitis in vivo.

En otro ensayo se ha usado un analogo de la curcumi-
na, la curcumina difluorada (CDF), para sintetizar un
complejo CDF-B-ciclodextrina-curcumina con propieda-
des potenciadoras del efecto antiproliferativo en cancer
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de péncreas, tejido en el que se encontraba en concentra-
ciéon 10 veces superior a la del suero (bioacumulacién)
[17].

Por tltimo, nanoparticulas formadas por ciclodextrina
conjugada con particulas de oro, y que incorporan cur-
cumina, inhiben significativamente la accion osteoclastica
en médula 6sea, mediante la inhibicién del receptor acti-
vador de NF-kB, produciendo efectos beneficiosos sobre
la osteoporosis [4].

2.4. Polimeros

Los polimeros estdn constituidos por monémeros ca-
paces de ensamblarse entre si y formar largas estructuras
lineales o ramificadas que pueden sorportar en su interior
la incorporacién de un fadrmaco. Entre sus distintas va-
riantes estdn los dendrimeros, consistentes en moléculas
que polimerizan formando estructuras ramificadas y ra-
diales que forman esferas. Estos tienen la ventaja de que
permiten una amplia funcionalizacion en su superficie,
mientras en el interior ramificado se inserta la curcumina
[5]. Debnath et al. [18] obtienen resultados in vitro que
muestran un mayor efecto citotéxico de la curcumina
administrada de esta forma contra las células de cancer de
pecho humano SKBr3 y BT549, y que aumenta la apopto-
sis de las mismas. Ceo et al. [19] disefiaron un dendrimero
de poliamidoamina-C para encapsular curcumina y ob-
servaron una disminucion de la actividad telomerasa, un
aumento de la apoptosis y de la absorcién de curcumina
en células de cancer de mama humano.

Los nanogeles consisten en una estructura polimérica
mas amorfa, formada por el entrecruzamiento entre sus
subunidades que generan una matriz més laxa y porosa,
que permite su hidratacién. Mangalathillam et al. [20] han
conseguido introducir la curcumina en nanogeles de qui-
tina, los resultados obtenidos en sus ensayos muestran
una especificidad alta por las células de melanoma pero
no por células normales, destacando su potencial aplica-
cién anti-tumoral. Ademds presentaban mayor absorcion
y no se recogian signos de inflamacién. Wei et al. [21] sin-
tetizaron un nanogel consistente en un conjugado de &ci-
do hialurénico y ésteres de colesterol para la localizacién
y supresién de células tumorales con la expresién del
marcador de membrana CD44. Los resultados muestran
un efecto citotéxico de 2 a 7 veces mayor en células tumo-
rales CD44 de cancer de mama y pancreatico.

Para la regeneraciéon de heridas se ha descrito una
aproximacién que utiliza un hidrogel conjugado formado
por nanocurcumina/N, O-carboximetil quito-
sano/alginato oxidado [22]. Los experimentos llevados a
cabo con él muestran la reepitelializaciéon de la epidermis
y la deposicién de coldgeno en heridas dorsales de rata. El
contenido en DNA, proteinas e hidroxiprolina en la heri-
da indicaban que aceleraba el proceso de curacién [22].

El quitosano es un polimero de origen glucosacarido
muy comun en la sintesis de nanoparticulas. Una estrate-
gia novedosa encapsula la curcumina con poli(butil) cia-
noacrilato y las recubre con quitosano, este disefio se
realiz6 como una posible terapia frente al cancer de higa-
do [23].



2.5. Nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs)

Son nanoparticulas formadas por lipidos tolerados fi-
sioldgicamente, que presentan forma sélida a temperatura
ambiente, formando suspensiones coloidales. Este nuevo
sistema es capaz de contener mayor cantidad de farmaco,
es facilmente escalable, esterilizable, permite un mejor
control de la cinética de liberacién del compuesto, mayor
biodisponibilidad, proteccién quimica y larga estabilidad
[10]. Entre los lipidos mayormente utilizados se encuen-
tran los triglicéridos. Kakkar et al. (2011) [24] sintetizaron
por microemulsificacion SLNs de curcumina, el tamafno
medio de particula fue de 134,6 nm. Los resultados expe-
rimentales obtenidos reflejaron un aumento de la biodis-
ponibilidad de la molécula administrada en forma de
SLNs frente a la administracién de curcumina libre.

En ratones Balb/c se ensay¢ la administracién de SLN-
curcumina como posible terapia para la parada cardiaca y
sus complicaciones. Los resultados del ensayo demostra-
ron que la biodisponibilidad del farmaco aumentaba des-
de 32 hasta 1555 veces, que la farmacodindmica es de 3 a 4
veces superior y que la direccionalizacién al tejido nervio-
so central es 8 veces mayor que de forma libre [4]. Kakka et
al. (2013) [25] describieron un papel beneficioso del uso de
SLN-curcumina en la resistencia oxidativa, en respuesta
al estrés producido por las especies reactivas de oxigeno y
nitrégeno, en la actividad acetilcolinesterasa y de los
complejos enzimaticos mitocondriales. Los pardmetros
fisiolégicos medidos en un modelo de rata para los dafios
producidos por reperfusién isquémica en tejido cerebral,
parecen mostrar un papel neuroprotector frente al insulto
isquémico [25]. Arora et al. [26] estudiaron el efecto anti-
inflamatorio de la SLN-curcuminaen ratas modelo de ar-
tritis reumatoide. Los datos obtenidos en los experimen-
tos sugerian un papel protector de la SLN-curcumina
frente a la artritis reumatoide. Finalmente, también se
describen nanoformulaciones que han generado benefi-
cios en modelos animales de cdncer y asma, destacando la
potencial aplicacion terapéutica que puede tener la cur-
cumina administrada como nanoparticulas lipidicas s6li-

das [5].

2.6. Nanoparticulas de oro y plata.

Los principales beneficios que aportan estas nanoparti-
culas son sus propiedades, caracteristicas de su plasmoén
de superficie, ademds de ser altamente estables y conju-
garse muy bien con biomoléculas.

Se han disefiado nanoparticulas de oro con elevada ca-
pacidad de cargar curcumina y direccionarla a células
tumorales. Las nanoparticulas estan recubiertas de citrato
de sodio y tienen un didmetro de 13 nm. Los resultados
experimentales obtenidos muestran un efecto antitumo-
ral, observandose la supervivencia y regeneracién de las
células normales que han absorbido las nanoparticulas, y
la entrada en apoptosis de las tumorales [27]. Se han lle-
vado a cabo estudios donde se han ensayado con nano-
particulas de oro funcionalizadas con curcumina en mo-
delos de Alzheimer. Los resultados obtenidos han mos-
trado efectos neuroprotectores. Adicionalmente, la nano-
particula funcionalizada eficientemente interaccionaba
con el péptido B-amiloide, inhibia la formacién de fibras,
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y disolvia las fibras amiloideas ya generadas actuando
como una especie de chaperona artificial [4].

Las nanoparticulas de plata poseen una caracteristica
especial que las diferencia de las de oro, esta es su carac-
ter antimicrobiano, siendo letal para la mayoria de virus y
bacterias a baja concentracién. Se ha llevado a cabo el di-
sefio de biofilms de nanoparticulas de plata que transpor-
tan curcumina. Estas nanoparticulas tienen un tamano de
particula de 15 nm. La incorporacién de la curcumina a la
pelicula de nanocomposite se consiguié mediante meca-
nismos de difusién [5]. En otro estudio, se ha disefiado un
composite usando hidrogel, curcumina y nanoparticulas
de plata. Este composite se ha sintetizado mediante la
polimerizacion de acrilamida en presencia de la sal s6dica
de acido polivinil sulfénico y un entrecruzador trifuncio-
nal (2, 4, 6-trialiloxi 1, 2, 3-triacina), usando un sistema
iniciador redox. Las nanoparticuals se produjeron en la
matriz del hidrogel mediante métodos in situ incorporan-
do los iones de plata seguido de borohidruro de sodio. La
curcumina se introdujo por difusién [28]. Ambos disefios
han proporcionado excelentes propiedades antimicrobia-
nas.

3. CONCLUSIONES

La aparicién de la nanoformulaciéon ha supuesto una
revolucién en el campo de la biomedicina. En especial la
administracién de nanocurcumina ha generado una in-
mensa cantidad de resultados que apuntan a que podria
ser una excelente terapia de enfermedades como el cancer
de colon, de péancreas, de mama, osteosarcoma, asma,
artritis reumatoide, osteoporosis, Alzheimer, etc.

Los datos que aparecen en la bibliografia son alentado-
res respecto al gran potencial terapéutico que posee la
administracién de curcumina nanoformulada. No obstan-
te, el gran inconveniente que sigue mostrando la sintesis
de nanoparticulas es su polidispersién, que puede variar
segn el método de sintesis empleado y las condiciones,
siendo dificil obtener homogeneidad en su tamario y for-
ma y, por tanto, en sus propiedades (en el caso de las na-
noparticulas metalicas su plasmoén superficial). Esto su-
pone una disminucién del rendimiento final de la sintesis,
y un inconveniente fundamental en su extrapolacion del
laboratorio a la clinica y a la produccién industrial farma-
céutica, donde se necesitan altos niveles de control y
normalizacién del producto. Por estos motivos, y pese a
los resultados positivos obtenidos a nivel experimental,
aun estan lejos de la clinica. Para su distribucion farmaco-
légica es imprescibible, como hemos comentado con ante-
rioridad, tener un control absoluto de las propiedades de
la nanoparticula, (entre ellos su tamafio y forma) durante
su sintesis. Ademads tienen que superar todas las pruebas
preclinicas pertinentes antes de su comercializacién como
farmaco.
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Nanoemulsiones y sus aplicaciones en
cosmetica

Loreto Gonzalez Gonzalez

Resumen —La demanda de productos cosméticos por parte de los consumidores hace que el desarrollo de nuevas
formulaciones maés sofisticadas avance muy rapido, teniendo siempre en cuenta las restricciones de estas formula-
ciones, el equilibrio optimo entre la concentracién del principio activo y la base de la formulacién y la estructura
de la piel. La emulsién es la formula mas usada en cosmética, es una mezcla de fases inmiscibles, y el interés en
una emulsién a tamafio nanométrico ha aumentao en los tltimos afios debido a su gran estabilidad, comparada a
la de las microemulsiones y su idoneidad al la hora de encapsular principios activos.Las nanoemulsiones son ge-
neradas principalmente por dos métodos, de alta y de baja energia y, dependiendo de las caracteristicas de la

emulsion, usaremos uno u otro método.

Palabras Claves— Nanoemulsién, cosmetica, tensioactivos, alta energia, baja energia.

1. INTRODUCCION

La piel es una barrera fisica que proporciona protec-
cién al cuerpo humano frente a dafios externos, ya

sean quimicos, fisicos o incluso biolégicos. Para en-
tender la piel como barrera es necesario comprender su
estructura. La piel estd formada por multiples capas, de
fuera a dentro nos encontramos con la epidermis, la der-
mis y por tltimo el tejido subcutédneo. La primera capa de
la epidermis es la conocida como estrato corneo. El estrato
corneo esta compuesto por células queratinizadas muer-
tas y una matriz lipidica, compuesta por ceramidas, aci-
dos grasos, colesterol y esteres de colesterol que propor-
cionan unas excelentes propiedades a la piel.

Cuando aplicamos una formulacién tépica el principio
activo puede penetrar en la piel por tres métodos diferen-
tes: (1) via intercelular, (2) por medio de los foliculos pilo-
sos y (3) por la ruta transcelular, siendo este el menos
comprendido. [Figura 1]

Folicule pilose

— — — ——
Estrato corneo — —— — — — — —
— (— — — — — — —
— — — — — — — —

Epidarmis -

Dermis

Figura 1. Mecanismos de penetracion a través de la piel

(1]
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En el campo de la cosmética se requiere cierta penetra-
cién del principio activo, pero no se necesita absorcién de
este. La penetraciéon depende de ciertos factores como son
el tamario de la molécula, el grado de ionizacién, el coefi-
ciente de reparto, la densidad... los sistemas de emulsion
en el rango de la nanoescala son los que vamos a comen-
tar en esta revision [1].

2. ;QUE ES UNA NANOEMULSION?

Una emulsién es un sistema que contiene dos fases inmis-
cibles y, por tanto, tres componentes, una fase acuosa,
una fase oleosa y un tensioactivo; ademas de un principio
activo. La naturaleza del agente tensioactivo es la que
determina la fase externa de la emulsién, se clasifican las
emulsiones en dos: O/W cuando la fase externa es el agua
y la interna la oleosa, y W/O cuando la fase externa es
oleosa y la interna acuosa. Desde 1980 la atencién se ha
centrado en las emulsiones con un tamafio de gota nano-
métrica y sus aplicaciones en cosmética y otras formula-
ciones tépicas. Las nanoemulsiones tienen un tamario de
gota media comprendida de 50 a 1000 nm, y son estables
frente a la sedimentacién debido a su tamafio de gota tan
pequefio y a los tensioactivos etoxilados iénicos y no iéni-
cos utilizados. Muchos autores consideran que el limite
esta en 500 mn, pero al no haber un cambio dréstico en las
propiedades fisicoquimicas desde 500 a 1000, se pueden
incluir como nanoemulsiones.

Las nanoemulsiones se clasifican dependiendo al tama-
fio de gota en: transparente o translucida (50 a 200 nm) y
en lechosa (hasta 500 nm) [1]. Las nanoemulsiones pre-
sentan una serie de ventajas frente a las emulsiones ma-
croscépicas, en primer lugar el tamafio de gota pequefio
que hace que la distribuciéon por la piel sea més uniforme,
la liberacién del principio acctivo es mas controlada, la
estabilidad es mejor, tiene menos oclusividad y el caracter
estético y la sensacién en la piel es mejor, entre otras. La



nanoemulsion es una emulsion cinéticamente estable, que
al ser un sistema termodindmicamente inestable no se
puede formar por si sola, necesitnto un aporte energético.
Para preparar una nanoemulsién podemos optar por dos
métodos: el método de alta energia y el método de baja
energia.

En el campo de la cosmética la nanoemulsién O/ W por
el método de alta energia es lo mas comun, pero esta des-
pertando actualmente mucho interés el método de baja
energia.

3. PROCESO DE OBTENCION DE NANOEMULSION.
MECANISMO DE ALTA ENERGIA.

El proceso de nanoemulsién por medio de mecanismo de
alta energia requiere la aplicacién de alta energia para la
formacién de las gotitas. El proceso utiliza la fuerza me-
cénica, lo que resulta en el desarrollo de grandes areas
interfaciales para la formacién de la nanoemulsién. La
tension que se aplica al fluido debe ser mayor que la ten-
sién interfacial de los dos liquidos inmiscibles, las gotas
mas grandes se rompen en gotas mas pequefias y como
consecuencia se crea una gran area de superficie total [2].
El proceso de alta energia es seguido por dos pasos: el
primero, la deformacién y alteracién de las gotitas ma-
crométicas en gotas mas pequerias; y el segundo paso es
la absorcion del tensioactivo en la interfase. Los métodos
de alta energfa se clasifican en cuatro:

> Agitacién de alto cizallamiento utilizando un sis-
tema de rotor o estator
» Ultrasonidos
» Homogenizacién de alta presiéon (HPH)
0 Técnica HPH en caliente.
0 Técnica HPH en frio
» Microfluidizacién

3.1. Aplicaciones en cosmética

Mediante el método de ultrasonidos se ha obtenido una
nanoemulsiéon O/W como proteccién solar. Su composi-
cién es de 5% de aceite de aguacate, 1% de metoxicinama-
to de octilo y un 0,25 de di6éxido de titanio, con un factor-
de proteccién solar de 3. El tamafio de gota es de entre 6 y
10 nm. Se obtuvo una liberacion lenta y sostenida del me-
toxicinamato de octilo durante 4 horas. Lo mas importan-
te que obtenemos es una ventaja frente a la absorcién y la
retencién de humedad percutanea. [3] Se usa como porte-
ccto solar.

Otro ejemplo de nanoemulsién es la obtenida mediante
homogeneizador de alta presién que contiene aceite, leci-
tina de soja en la fase oleosa, monooleato de sorbitan de
polioxietileno como tensioactivo y glicerol en la fase
acuosa. Los tensioactivos son un punto muy importante
pues influyen en la estabilizacién de la formulacién y se
identific6 la siguiente combinacién: 56,5% de aceite de
semilla de colza, 35,5% de Miglyol y 8% de aceite de sal-
moén. Donde el tamafio de gotita esa de 143 nm y un indi-
ce de polispersidad de 0,16. Esta combinacién ha demos-
trado una alta estabilidad. Esta nanoemulsion, no tiene
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una aplicacién concreta, es decir, se usa como matriz. A
ella le afiadimos el principio activo y lo vehiculiza. [1]

4. PROCESO DE OBTENCION DE NANOEMULSION.
MECANISMO DE BAJA ENERGIA

El mecanismo de baja energfa se basa en aplicar una baja
cantidad de energia o simplemente realizando un mez-
clado suave para generar la nanoemulsiéon. Ese proceso
depende de las propiedades fisicoquimicas de los ten-
sioactivos y de los excipientes que forman la formulacién,
ya que la energia proviene de los cambios de fases que se
producen en la formacién de las mismas. [4] El interés en
la utilizacién de estos metidos ha crecido en los dltimos
afios debido a que es un proceso suave y que se ahorra
mucha energia en la produccién a gran escala.
El método de baja energfa se clasifica en tres:
> Inversion transicional
> Inversion catastréfica
» Emulsionacién por inversion
Existe una fuerte correlacion entre el tipo de tensioacti-
vo y el comportamiento de la fase de tensioactivo-aceite-
agua. La influencia de la temperatura, asi como la compo-
sicion del agente tensioactivo-aceite-agua, genera una
estructura de micelas que se muestran en el diagrama de
fases de la Figura 2.
Figura 2. Diagrama de estructuras de micelas [1]
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4.1. Aplicaciones en cosmmetica

El método de inversiéon de fase se aplic6 para la forma-
cién de una nanoemulsién O / W en el sistema catiénico,
compuesto de agua y oleilamonio de cloruro de oleilami-
na-C12E10 / hexadecano. Los resultados de los experi-
mentos, tanto anionico como catiénico, se compararon, el
sistema y se obtuvieron las emulsiones de tamario de goti-
tas mas pequefio en el catiénico que el anionico. Esto im-
plica que el proceso de dilucién influye en el tamarfio na-
noemulsién [5]. Al igual que nanoemuliones anteriores, se
esta estudiando para la vehiculizaciéon de principios acti-
Vos.

Otra aplicacién la vemos en las nanoemulsiones enri-
quecidas en vitamina E, optenidas por emulsién esponta-
nea. Sus caracteristicas fueron examinadas, y en el tama-
fio de las gotas y la composiciéon de aceite ha tenido un
gran impacto. Otra caracteristicas, el tipo de agente ten-
sioactivo, su concentracion, la temperatura de mezcla y la
velocidad de agitaciéon cuando se afiadi6 la fase organica



a la fase acuosa también tuvieron un impacto en el diame-
tro medio de particula de las gotitas. [6] Se espera que
esta nanoemusién sea aplicada como suplemente alimen-
tario, para comidas y bebidas.

5. DIFERENCIAS Y SIMILITUDES DE AMBOS
METODOS

Los procesos tanto de alta energia como de baja energia
tienen diferentes varibles que afectan a la formulacién de
la nanoemulsién. El método de alta energia se rige por
pardmetros de formulacion directamente controlables
como son la cantidad de energia que se le aplica, la canti-
dad de tensioactivo y la naturaleza de los componentes
que van a formar la formulacién. Por otro lado el método
de baja energifa requiere un conocimiento profundo de las
propiedades fisicoquimicas intrinsecas y del comporta-
miento de los sistemas.

La diversidad de aparatos y metodologias disponibles,
los recientes avances en la tecnologia y la continua de-
manda por cosméticos nuevos contribuyen al progreso de
investigacién en nanoemulsiones.

Es muy importante tener en cuenta el paso entre la esca-
la de laboratorio a la produccion a gran escala, la viabili-
dad y el coste de produccion. Asi por ejemplo un homo-
geneizador de alta presién y o microfluidizacién se pue-
den aplicar tanto en laboratorio como en industria mien-
tras que el método de ultrasonidos principalmente se
aplica a nivel de laboratorio. Los procesos de alta energia
como su nombre indica requieren una gran cantidad de
energfa para romper las gotas a escala nanométrica, por lo
que, el consumo de energia y el tiempo requerido depen-
de de la cantidad de nanoemulsién producida y tendrd un
coste mayor.

Por otro lado cuando se producen métodos de baja
energia, son procesos en los que tenemos un gran ahorro
energético, salvo en la inversién de fases que se realiza
con grandes cambios de temperatura. De esta manera al
ser un proceso dependiente de temperatura tiene la flexi-
bilidad de ser repetido varias veces aumentando y dismi-
nuyendo la temperatura para garantizar la calidad de las
nanogotas en el final de la producciéon. Asi proporciona
una gran ventaja a nivel industrial.

Las gotas de tamafio nanométrico y el indice de polidis-
persion son influenciados por el método elegido para su
preparacién. Sin embargo la maduracion de Ostwald, que
es el principal proceso de desestabilizacion de las nanoe-
mulsiones es el mismo independientemente del método
utilizado para su preparacion. [1]

6. CONCLUSIONES

Las nanoemulsiones son una nueva clase de dispersiones
que ofrecen una amplia gama de posibilidades para apli-
caciones innovadoras, no solo en el campo de la cosmética
sino también en el campo dermatolégico.

Las caracteristicas actuales en las que se centra, para
una gran productividad a la hora de la fabricacién de na-
noemulsiones son claras, bajo indice de polidispersidad y
tamafio de nanogotas nanometrico, todo ello enfocado a
una mayor eficacia y seguridad del producto final.
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La nanotecnologia ofrece una alternativa a escala co-
mercial realista para el campo de la cosmética y la derma-
tologfa, aunque se necesitan mas estudios para tener una
mayor compresion de como interactian las fases durante
el procesamiento y el almacenamiento.

La participacién en estos retos es importante y ha gene-
rando maultiples beneficios, la nanoemulsién tiene un
gran potencial para dar forma a muchos productos futu-
ros.
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Dendrimeros y sus aplicaciones biomédicas

M2 Auxiliadora Pérez Repiso

Resumen— Los dendrimeros son un tipo de polimeros hiperramificados que se caracterizan por su versatilidad, ya que los
grupos funcionales presentes en la periferia pueden ser modificados uniéndoles moléculas de interés. De esta manera,
podemos dotarlos de propiedades interesantes, como la capacidad de atravesar las membranas celulares, lo que los convierte
en vectores ideales para el transporte de farmacos y genes. Ademas de estas aplicaciones, existen otras como es el uso de
los dendrimeros en biosensores, agentes de diagnéstico, antitumorales... Aunque su uso en clinica todavia aiun no esta
desarrollado, la mejora de sus propiedades fisico-quimicas va a hacer que los dendrimeros se conviertan en candidatos

prometedores para aplicaciones clinicas.

Palabras Claves— Antitumoral, Dendrimero, Liberacién controlada.

1. INTRODUCCION

Los polimeros naturales, asi como los sintéticos, siem-
pre han fascinado a los cientificos. Los polimeros sintéti-
cos, y en particular los polimeros biodegradables, han
mejorado las aplicaciones de los sistemas de administra-
cion de farmacos. En este contexto, los dendrimeros se
han convertido en uno de los nanotransportadores po-
liméricos mas prometedores para las dreas biomédicas.

Los dendrimeros se definen como macromoléculas
globulares sintéticas. Su arquitectura caracteristica pro-
porciona una estructura ramificada bien definida con
forma globular que hace que un gran nimero de grupos
funcionales se puedan afiadir en forma de plantilla para
obtener la aplicacién de interés. Dicha arquitectura esta
formada por tres dominios diferentes (Figura 1): un
nucleo central que consiste en un 4tomo o molécula , un
manto constituido por unidades de repeticiéon repartidas
en una serie de capas concéntricas denominadas “genera-
ciones” y una corona ramificada con grupos funcionales
terminales, los cuales son de vital importancia para de-
terminar las propiedades de los dendrimeros [1],[2].
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Entre sus propiedades podemos destacar los siguientes
apartados:
2.1. Tamano y carga de los grupos funcionales

Los dendrimeros poseen un tamario uniforme y bien
definido, que junto con su forma hacen que sean de gran
interés en aplicaciones biomédicas debido a su capacidad
para atravesar las membranas celulares en funcién de su
recubrimiento, asi como de ser un soporte perfecto de
péptidos antigénicos en el disefio de estrategias de vacu-
nacién.

Los grupos terminales pueden tener cargas positivas,
negativas o neutras. Esta polivalencia puede ser explota-
da, jugando un papel importante en la aplicaciéon de los
dendrimeros, como son los dendrimeros catiénicos, por
ejemplo, PPl y PAMAM... que pueden formar complejos
con el ADN cargado negativamente, mientras que los
dendrimeros con cargas positivas facilitan su interaccion
con membranas biolégicas con carga negativa que condu-
cen a la aplicabilidad de los dendrimeros para la adminis-
traciéon intracelular de farmacos, proporcionando un
campo potencial [1], [3].

2.2. Monodispersidad

Los dendrimeros son una clase de polimeros que pue-
den ser construidos como una estructura molecular bien
definida, es decir, monodispersa, a diferencia de los poli-
meros lineales. Esta monodispersidad ofrece la posibili-
dad de ser una herramienta escalable, bien definida y

reproducible [1].
2.3.Biocompatibilidad y toxicidad

La toxicidad de los dendrimeros se atribuye princi-
palmente al grupo funcional presente en su perife-
ria. Generalmente la toxicidad y hemélisis de los dendri-
meros depende de la concentracién, aunque los dendri-
meros con grupos terminales neutros o anidnicos han
mostrado comparativamente menor toxicidad y hemolisis

[4].

Figura 1: Representacion esquematica de la estructura de un dendri-
mero: nicleo (azul), manto (naranja) y grupos funcionales (rojo).
Extraida de Chaplot, S. P., & Rupenthal, I. D. (2014) [2].

2. PROPIEDADES

La arquitectura dendritica tiene un inmenso potencial
sobre el resto de los sistemas de soporte, en particular en
el campo de la administracién de farmacos, debido a sus
propiedades tdnicas. En comparaciéon con los polimeros
lineales tradicionales, los dendrimeros mejoran significa-
tivamente sus propiedades fisicas y quimicas [1].

3. SINTESIS

Existen varios métodos por los que se sintetizan
dendrimeros, aunque los mas usados para su sintesis son.
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3.1.Enfoque divergente

Este tipo de sintesis fue desarrollado por Tomalia, en
la cual se parte desde el nicleo interno a través de dos
pasos: en primer lugar se activan los grupos funcionales
de la superficie, y en segundo lugar se adiciona unidades
de monémero de ramificacion. Para ello, el niicleo se hace
reaccionar con un reactivo, seguido de la eliminacién de
los grupos protectores. Esto conducird a la formacién de
dendrimeros de primera generacién, y si se repite, obte-
nemos dendrimeros del tamafio deseado [1], [2].
3.2.Enfoque convergente

Este tipo de sintesis fue desarrollado por Hawker y
Fréchet. Comienza en la periferia del dendrimero y se
mueve hacia el interior mediante el acoplamiento progre-
sivo de unidades activas de superficie. Implica dos eta-
pas: en primer lugar un acoplamiento reiterativo de pro-
tecciéon / desproteccion para producir un dendrén (com-
ponente periférico) funcionalizado; y en segundo lugar, el
nacleo [1], [2].

Comparando ambos procesos, la sintesis divergente
proporciona una mejor capacidad de modificacién de los
grupos de la superficie y, ademas, el impedimento estéri-
co no interfiere en las reacciones ya que éstas se producen
en la periferia. Sin embargo, la sintesis convergente pre-
senta la ventaja de que requiere menos pasos, aunque esta
muy limitada ya que requiere la proteccion del sitio acti-
vo. Por ello, la sintesis divergente es mas adecuada para
obtener dendrimeros con un elevado nimero de genera-
ciones [1].

Hasta la fecha, se han sintetizado mas de 100 familias
de dendrimeros estructuralmente diferentes en base a
estos dos enfoques y, ademas, se han implementado mo-
dificaciones de los métodos descritos para hacer la sinte-
sis mds eficiente y reproducible.

4. APLICACIONES BIOMEDICAS

El disefio y desarrollo de los dendrimeros en las apli-
caciones biomédicas se acelera cuando tenemos en cuenta
sus propiedades excelentes en medio fisiolégico.

Para poder usar los dendrimeros en dichas aplicacio-
nes deben de cumplir una serie de requisitos: a) no t6xi-
cos, b) no inmunoggénicos, c) atraviesen las barreras (intes-
tino, vasos sanguineos o las membranas celulares), d)
capaces de permanecer en circulacién durante el tiempo
necesario para tener un efecto clinico [5].
4.1.Dendrimeros para transporte y liberacion

controlada

El control preciso de la distribucién de medicamentos
es muy valioso para abolir los inconvenientes tipicos de la
medicina tradicional. Por lo tanto, un sistema de suminis-
tro de medicamentos debe estar disefiado para lograr la
entrega especificamente en el sitio de interés. En los ulti-
mos afios, la mejora de la farmacocinética, biodistribucion
y la liberacién controlada del farmaco al sitio diana es-
pecifico se ha logrado mediante la administracién de
farmacos a base de polimeros. Por ello, los dendrimeros
han recibido una considerable atencién en aplicaciones
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biolégicas [6].

Un ejemplo es la conjugaciéon de dendrimeros PAMAM
con acido félico seguido del acoplamiento con metotrexa-
to (MTX) contra el cancer. Este sistema ha sido evaluado
mediante estudios de biodistribucién y microscopia con-
focal en ratones inmunodeficientes con carcinoma. En
dichos estudios, los dendrimeros conjugados con acido
félico mostraron tres veces mayor acumulacién en las
células tumorales después de 24 h en comparacién con los
conjugados sin acido félico. Por ello, los dendrimeros
proporcionan una plantilla con la que es posible conjugar
mas de un ligando para diferentes propodsitos permitien-
do a su vez una liberaciéon controlada del farmaco [7], [8].

4.2. Dendrimeros como antitumorales

Con el objetivo de superar las limitaciones en el trata-
miento del cdncer, hay una necesidad urgente en la elabo-
racién de vectores seguros y eficaces que puedan proteger
la carga ttil de la degradacién durante el transporte, me-
jorar la eficiencia, optimizar los perfiles de liberacién del
farmaco y reducir los efectos toxicos. En este sentido, ya
estdn disponibles varios sistemas de transporte para la
terapia contra el cancer, entre ellos, los dendrimeros, usa-
dos en la entrega de una amplia gama de farmacos.

Un ejemplo es el uso de dendrimeros 5.0G PPI-
polisorbato conjugado con el anticancerigero DTX (doce-
taxel) dirigidos a tumores cerebrales. Dicho estudio re-
vel6 que tras el tratamiento, el volumen del tumor se re-
dujo mas de 50% [7].

Otro ejemplo es el uso de dendrimeros funcionalizados
que actiian como agentes anti-VIH de dos maneras: pri-
mero, evitan la unién del VIH a la célula huésped, ya que
incluyen tres sitios de unién potenciales: receptores CD4,
glicoesfingolipidos (GSL) y receptores especificos de
ICAM-3 de células dendriticas (DC-SIGN); y en segundo
lugar, evitan la replicacién del VIH en células huésped,
afectando a la transcripcion reversa del ARN y a la inte-
gracion en el ADN de la célula huésped.

Se han estudiado diversos tipos de dendrimeros, como
PAMAM vy polianiénicos conjugados con varias drogas
como AZT, inhibidores de la transcripcién reversa, pépti-
dos derivados de p24...; observandose una reduccién en
la replicacion del virus en grandes proporciones[9].

4.3. Dendrimeros como agentes de diagndstico

La morfologia singular de los dendrimeros les hace un
candidato prometedor para las aplicaciones de diagnoésti-
co, por lo que se han utilizado eficientemente como agen-
te de imagen, en radioterapia, como rayos X y resonancia
magnética de contraste, asi como sondas moleculares.

Un ejemplo ha sido la formacién de complejos entre el
gadolinio (III) (Gd), agente de contraste paramagnético y
dendrimeros poliéster pegilados. En las altimas décadas,
este sistema ha sido ttil para visualizar la vasculatura de
los tumores y la participacion linfatica, produciéndose un
mayor contraste que el producto disponible en el merca-
do Magnevist®, ademas de que la retencién en todos los
6rganos resulta més baja, por lo que se reduce la toxici-
dad inducida por Gd. Por lo que una mejora en el contras-
te de imédgenes por resonancia magnética y la baja reten-



cién de Gd hace que este dendrimero biodegradable sea
un buen vehiculo como agente de imagen [6].

4.4. Dendrimeros para la transferencia de genes

La transferencia de genes es una herramienta invalua-
ble experimental que implica la introduccién de nuevo
material genético para el tratamiento de enfermedades.
Entre los diversos dendrimeros disponibles comercial-
mente, los dendrimeros PAMAM han recibido la mayor
atencion como agentes de liberacién de genes no virales
debido a su naturaleza catiénica para la entrega de los
materiales genéticos incluyendo oligonucleétidos, genes,
aptameros, siRNA, etc [7].

Un ejemplo es la formacién de dendrimeros PAMAM
con un ndcleo de trietanolamina (TEA), formando nano-
particulas estables para proteger siRNA de la degrada-
cién por RNAasas. El potencial de estos dendrimeros co-
mo vectores para la entrega de siRNA se demostré en un
modelo de luciferasa y en un modelo de cancer de prosta-
ta. En este caso, se proporcioné de manera eficiente siR-
NA en células T humanas y células mononucleares de
sangre periférica primarias (PBMC), mostrando un silen-
cilamiento génico eficaz y una actividad anticancerigena,
ya que se observa una disminucién de la proteina de cho-
que térmico 27 (Hsp27) y de la actividad contra el cancer
inducida por apoptosis dependiente de caspasas [10].

4.5. Dendrimeros como biosensores

Otra aplicacién de los dendrimeros son los sistemas de
biodeteccion (biosensores) fabricados mediante la combi-
nacion de electrodos y elementos de reconocimiento mo-
lecular (enzimas y anticuerpos). En este sentido, una con-
figuracién muy utilizada en medicina y biotecnologia son
los ensamblajes capa por capa (LbL) a base de dendrime-
ros.

Por ejemplo, es el caso de los sensores LbL basados en
dendrimeros con ftalocianina tetrasulfonada (TsPc) sensi-
ble al pH, la humedad, y a la glucosa. En este caso, el alto
rendimiento de los sensores de FET se ha atribuido a la
estructura porosa de las peliculas LbL TSPC / dendrime-
ro permeable a H*y a la glucosa [11].

Otro ejemplo es la generacion de biosensores de penici-
lina basandose en peliculas LbL de dendrimeros. Estas
peliculas LbL estan formadas por capas alternativas de
nanotubos de carbono carboxilados y dendrimeros PA-
MAM. Dicho sensor es sensible a intervalos de concentra-
ciones de 5,0 x 10 a 2,5 x 102 M de penicilina [12].

5. CONCLUSIONES

Las caracteristicas altamente controlables tales como
su tamafo, forma y funcionalidad de la superficie hacen a
los dendrimeros un componente versatil en una amplia
gama de aplicaciones biomédicas.

En dicho articulo se han descrito las oportunidades
que ofrecen los dendrimeros en la resolucién de los pro-
blemas fundamentales como son la administraciéon de
farmacos, la orientacién de las moléculas del farmaco,
transferencia génica, diagnoéstico... A pesar de esto, su uso
estd limitado debido a su alto coste de fabricacién y
ademas no estan sometidos a la condicion de GRAS debi-
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do a los problemas de toxicidad inherentes.

Por ello, su uso en clinica todavia no ha alcanzado el
éxito de los polimeros lineales, aunque con la mejora de la
sintesis y de sus caracteristicas como la toxicidad, los
dendrimeros se convertiran en candidatos prometedores
para una mayor explotacién en el descubrimiento de
fdrmacos y aplicaciones clinicas.
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THC, cannabis y el sistema

endocannabinoide:

un breve resumen

Alejandro Peralta Garcia

Resumen— En este articulo abordamos el funcionamiento del sistema endocannabinoide y la accion que tienen las moléculas
cannabinoides como el THC sobre este sistema. También repasamos someramente algunos de los efectos que producen el

consumo de cannabis en el organismo.

Palabras Claves— Cannabidiol, cannabis, sinapsis, sistema endocannabinoide, THC.

1. INTRODUCCION

esde los albores de la civilizacion el cannabis ha sido
Dusado con fines recreativos debido a su actividad

psicotropica, siendo los orientales los primeros en

documentar su actividad terapéutica apenas en el
siglo II DC. Sin embargo, no fue hasta principios del siglo
XIX cuando se estudi6 por primera vez estos efectos
usando el método cientifico. Fue llevado a cabo por Sir
William B., un fisico irlandés, que demostré la aparente
utilidad del cannabis frente al célera, problemas reumato-
l6gicos y otras enfermedades. [1]

Desde entonces, se ha estudiado el mecanismo de ac-
cion de esta sustancia psicoactiva proveniente de la planta
Cannabis sativa, cuyo componente mas activo es el A-9-
tetrahidrocannabinol, el THC, que fue aislado en los 60.
Gracias a la bisqueda de los receptores de estas sustan-
cias se descubrié el sistema endocannabinoide (cuyo
nombre proviene de la planta), un sistema que utilizan los
mamiferos para regular el apetito, el dolor y la memoria,
entre otras funciones. Este sistema para la comunicacién
intercelular utiliza moléculas estructuralmente similares a
los cannabinoides, pero producidas en el interior del or-
ganismo: los endocannabinoides. [2]

2. SISTEMA ENDOCANNABINOIDE

El sistema endocannabinoide comprende los cannabinoi-
des endégenos (endocannabinoides), las enzimas impli-
cadas en la sintesis y degradacién de estas moléculas y,
por ultimo, sus receptores. Los endocannabinoides son
moléculas lipidicas que usualmente se encuentran en las
membranas celulares y que acttan como mensajeros mo-
leculares. Sus dos mayores representantes son la araqui-
donoiletanolamida o anandamida (AEA) y el 2-
araquidonoilglicerol (2-AG). Son liberados mediante dos
pasos enzimdticos rapidos, normalmente por la activacién
de GPCRs o por despolarizacién. Esa es una de las dife-
rencias con los neurotransmisores: los endocannabinoides
no son sintetizados previamente y almacenados en vesi-
culas, sino que se sintetizan y liberan bajo demanda. [2]
Los receptores de estas moléculas se denominan CB1
y CB2. Los CB1 son abundantes en el sistema nervioso
central, especialmente en zonas como el cortex, el hipo-

campo y el cerebelo, y suelen estar presentes en los ex-
tremos terminales de los axones. Los CB2 muestran nive-
les inferiores en el sistema nervioso central, predominan-
do en la microglia y en los elementos vasculares. Son
GPCRs con cuya activacién se inhiben las adelilato ciclasa
(que producen el AMP ciclico, segundos mensajeros),
algunos canales de calcio dependientes de voltaje y acti-
van kinasas que regulan los canales de potasio. En gene-
ral, la activaciéon de estos receptores altera la sinapsis,
normalmente inhibiendo el impulso nervioso, y regula
transcripciones de genes y la motilidad celular. [2]

Los endocannabinoides probablemente sean mensaje-
ros retrogrados. Esto se cree por la posicién pre-sindptica
que toman los receptores CB1 en el axén, por su actividad
inhibidora de la sinapsis, por la localizacién post-
sindptica de las enzimas que sintetizan los endocannabi-
noides y por el hecho de que la actividad post-sindptica
aumenta la producciéon de estas sustancias. [2]
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Fig 1. Cuatro agonistas de los receptores cannabinoides.
WIN55212-2 es un fuerte agonista que se ha usado para estudiar
las caracteristicas de este sistema. [9]



Para regular los niveles de endocannabinoides actian
las enzimas desactivadoras de endocannabinoides: fatty
acid amide hydrolase (FAAH) para AEA y monoacyl
glicerol lipase (MGL) para 2-AG. [3]

3. RELACION CON EL CANNABIS

Hay maés de sesenta cannabinoides presentes en la ma-
rihuana, de los cuales dos de ellos son los més estudiados:
el THC y el cannabidiol (CBD). El primero es el que ma-
yores efectos psicoactivos ha reportado, pero ademas de
propiedades euforizantes tiene propiedades analgésicas,
antieméticas, antiinflamatorias y antioxidantes. Tiene
gran afinidad por los receptores endocannabinoides a
diferencia del cannabidiol, con una baja afinidad por
ambos, CB1 y CB2. Curiosamente, éste tltimo tiene pro-
piedades ansioliticas, antipsicéticas y anticonvulsivas,
contrarrestando en parte los efectos psicoactivos del THC.
Por ello, plantas con un contenido alto en CBD y bajo en
THC se han usado para tratar epilepsias. [4]

El THC es altamente lipdfilo y tras ser inhalado se ab-
sorbe rapidamente a la sangre desde el humo de la com-
bustién (en caso de fumarla), con picos de concentracién
en plasma a los 10 minutos. En la sangre, el THC se ad-
hiere principalmente (90%) a proteinas del plasma como
lipoproteinas y albuminas. Solo un 10% se localiza en los
gloébulos rojos. El THC se expande rdpidamente a través
de los vasos sanguineos llegando a los tejidos altamente
vascularizados, como los pulmones, el higado, los rifio-
nes, el corazon... Solo un 1% de la dosis en sangre se ha
detectado en el cerebro en el momento algido del efecto
psicoactivo. Con el tiempo, el THC se va acumulando en
tejidos menos vascularizados y finalmente en el tejido
adiposo (por su lipofilidad). [4]

El THC es una molécula tridimensionalmente similar
a la anandamida, con la diferencia de que el mensajero
producido naturalmente es facilmente removible y de-
gradable y asi se disipan sus efectos, a diferencia del
THC, cuyos efectos persisten durante horas tras su con-
sumicién, manteniéndose ligados a los receptores y conti-
nuamente emitiendo la senal. Esta molécula se une a los
receptores CB1 y en menor medida a CB2, inhibiendo la
sinapsis mediante la activacién de canales de potasio que
disminuyen la duracién del potencial eléctrico, disminu-
yendo asi la cantidad de neurotransmisores liberados, o
también inhibiendo la liberacion de calcio, entre otros
efectos. [5]

Para analizar a fondo los efectos de esta sustancia so-
bre las sinapsis excitadoras se usé P-ciclodextrina, una
sustancia que solubiliza drogas hidrofébicas formando
polimeros en forma de anillos de seis, siete y ocho mo-
némeros, lo que mejora el transporte de la molécula apo-
lar. Asi, se observaron diferentes propiedades de la droga
en el organismo, como su funcionamiento como agonista
de los receptores CB1 inhibiendo la sinapsis de glutamato
en el hipocampo. Sin embargo, otros estudios han demos-
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trado que el THC puede bloquear los efectos de los can-
nabinoides mdas agonistas tanto endégenos como exdge-
nos. Ademas, en otro estudio, una dosis prolongada (19
horas) de THC a neuronas del hipocampo desensibiliza-
ron los receptores CB1 en los terminales de transmisién
del glutamato, sugiriendo que el THC puede antagonizar
los efectos de los agonistas principales y desregularlos.
Esto nos revela que el efecto del THC no solo se debe a la
activacion de los receptores CB1, sino también al antago-
nismo de los endocannabinoides, es decir, la no-
activacién de los receptores. [5]

La sinapsis inhibidora también se ha estudiado usan-
do la B-ciclodextrina en la sinapsis de GABA, llegando a
la conclusiéon de que en estas sinapsis el THC acttia como
un agonista principal, inhibiendo la transmisién de inhi-
bidores. Esto se debe a la mayor presencia de receptores
CB1 en las sinapsis inhibidoras que en las excitadoras, lo
que demuestra que la actividad de agonista parcial se
observa cuando la concentracién de receptores es baja.
Esta diferencia entre la modulacién de las sinapsis inhibi-
doras y excitadoras lleva a la disrupcién de la actividad
del hipocampo, lo que provoca el efecto de la consumi-
cion de marihuana. Ademas, el THC inhibe la absorcion
del glutamato, mientras que no afecta a la de GABA. Esto
potencia el hecho de que la modulacién de las sinapsis no
es igual en todas las sinapsis. [5]
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Fig 2. llustracion esquematica del sistema endocannabinoide en
accion. [3]



4. EFECTOS FISIOLOGICOS

La consumicién de THC tiene efectos terapéuticos, como
se ha comentado anteriormente. Por ello, se prescribe
principalmente como calmante del dolor, ademas de tener
otros efectos aparentemente positivos. Esto lleva afios
provocando un fuerte debate sobre la legalizacién de esta
droga en diversos paises, debate que estd méas que can-
dente en paises como EEUU. Por la subjetividad de este
asunto, este articulo no ahondara demasiado en estos
efectos, pero vamos a repasar algunos tanto positivos
como adversos debido al consumo del cannabis.

El efecto analgésico del cannabis es una de las princi-
pales razones por las que se receta éste. Sin embargo, solo
es recomendable en pacientes con dolores neuropaticos
severos y que no han respondido a analgésicos estandares
y cannabinoides sintéticos. Se recomienda no consumirlo
en menores de 25, mujeres embarazadas, personas con un
historial familiar de psicosis o pacientes con problemas
vasculares o respiratorios, ya que el consumo de cannabis
afecta al ritmo cardiaco entre otros efectos.[6]

En un estudio del efecto del THC sobre pacientes con
nduseas y vOmitos inducidos por la quimioterapia se
observo que 14 de 15 pacientes administrados con THC y
cannabis tuvieron una mejoria en estos sintomas compa-
rados con el placebo, demostrando su actividad antiemé-
tica.[4]

También se han hecho estudios sobre la utilizacién
del cannabis como tratamiento contra la anorexia asocia-
da al SIDA, por su actividad incrementando el importe
caldrico de los alimentos y el apetito, ya que como dijimos
el sistema endocannabinoide regula el apetito.[4] Sin
embargo, segiin otro autor, muchos estudios han sido de
corta duracién, en un nimero disminuido de pacientes y
basandose en mediciones a corto plazo, por ello pierden
fiabilidad.[7]

Otros efectos secundarios probables incluyen un in-
cremento en la conductancia de aire a los pulmones y una
disminucién de la presiéon intraocular, ademés de las
alteraciones sensoriales por su actividad psicotrépica. Los
consumidores habituales pueden experimentar un des-
censo de la frecuencia cardiaca y presién sanguinea baja.
También se ha documentado fibrilaciones auriculares y
taquicardias ventriculares, y un incremento del riesgo en
infarto de miocardio en los sesenta minutos posteriores al
uso del cannabis. Sin embargo, no se puede obtener in-
formaciéon completamente veraz debido a que los consu-
midores de cannabis suelen consumir también tabaco y
mezclar sus efectos. [8]

Los efectos a largo plazo no estan claros por la falta de
precisién de los datos que aportan los consumidores y la
posibilidad de confundir sintomas con otros causantes.
También se ha asociado usualmente el consumo de can-
nabis con enfermedades psicéticas, pero la relacion entre
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ambos hechos es débil. Si se ha demostrado que, con pa-
cientes con otros factores como polimorfismo genético, el
cannabis aumenta el riesgo de esquizofrenia [8]

5. CONCLUSION

Atn queda mucho por investigar sobre el sistema en-
docannabinoide para conocer mejor los principios biolé-
gicos que llevan a los efectos del cannabis. Es una investi-
gacion relativamente reciente y atn se desconocen mu-
chos de los aspectos que regulan este tipo de comunica-
cién intercelular. Con los avances en este campo se po-
dran crear mejores farmacos minimizando los efectos
secundarios, ya que sus propiedades positivas son evi-
dentes, aunque, como ocurre con cualquier farmaco, tiene
sus efectos secundarios, algunos més estigmatizados.
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Agentes antitumorales a partir de metabolitos
de organismos marinos

Lucia Reseco Calderén

Resumen—El océano cubre el 70% de la superficie de nuestro planeta, y su biodiversidad es muy superior a la existente en la
tierra. A pesar de ello, estos ecosistemas estan casi inexplorados desde el punto de vista de la busqueda de nuevos
compuestos quimicos. Los productos naturales de origen marino poseen con frecuencia estructuras y mecanismos de accion
bioldgica especialmente interesantes en la busqueda de nuevos farmacos o agentes antitumorales.

Palabras Claves— Agentes antitumorales Cancer, Metabolitos marinos, Organismos marinos, Tumores

1. INTRODUCCION

Las células humanas crecen y se dividen a medida que
el cuerpo las necesita. Cuando estas células envejecen

o se dafian, se inicia un mecanismo de apoptosis. Po-
driamos definir este mecanismo como un sistema de
muerte celular programada. Bien es cierto que el niimero
de células en un organismo debe estar estrictamente con-
trolado, por lo que el cuerpo humano debe generar nue-
vas células que reemplacen a aquellas que por un motivo
u otro se degradan. En aquellas células en las que se acu-
mula una gran cantidad de dafio celular, este proceso se
descontrola, y no se llevan a cabo los procesos de apopto-
sis. De esta forma, este conjunto de células sobreviven
cuando deberian morir y ademas, se dividen sin interrup-
cién llegando a formar grandes masas celulares a las que
llamamos tumores.

2. CANCER

Cancer es el nombre que reciben un conjunto de enferme-
dades relacionadas. Todas ellas tienen en comun lo si-
guiente: algunas células del cuerpo comienzan a dividirse
de forma descontrolada e invaden los tejidos que las ro-
dean. Muchos canceres forman tumores sélidos, aunque
existen excepciones como el caso de las leucemias (cance-
res de la sangre). Al igual que el resto de células del orga-
nismo, las células tumorales necesitan oxigeno y nutrien-
tes para sobrevivir, por lo que estas células deben estar
irrigadas por gran cantidad de capilares y vasos sangui-
neos. La angiogénesis es el proceso fisiolégico que consis-
te en la formacién de vasos sanguineos nuevos a partir de
vasos sanguineos preexistentes. A través de estos vasos
transportadores las células tumorales pueden colonizar
otros tejidos, extendiendo la enfermedad a otras partes
del cuerpo humano. Este proceso es lo que llamamos me-
tastasis tumoral. [1]

El cancer es la segunda causa de muerte en los paises
desarrollados. Segun las estadisticas, en los proximos
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treinta afios una de cada tres personas se verd afectada
por esta enfermedad y un 20-25% fallecera por este moti-
vo. Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) se
estima que el ntiimero de pacientes diagnosticados ascen-
dera a 15,5 millones en 2030, y se produciran un total de
11,5 millones de defunciones. [2]

3. TERAPIAS CONTRA EL CANCER

A diferencia de lo que ocurre en otros tratamientos tera-
péuticos, la quimioterapia contra el cancer estda dominada
por productos naturales. Se estima que una alta propor-
cion de los futuros tumores seran resistentes a los agentes
antineopldasicos, también Illamados citotéxicos o antican-
cerosos [2]. Por lo tanto, actualmente hay abiertas nume-
rosas lineas de investigacion para desarrollar agentes que
superen esta resistencia. Entre ellas destaca la btisqueda
de nuevos agentes antitumorales en fuentes de origen
marino. Los productos naturales de origen marino poseen
estructuras y mecanismos tinicos, con caracteristicas muy
especiales.

Podemos clasificar los organismos marinos en cinco
grandes grupos, en base a los metabolitos secundarios
que estos generan: esponjas, celentéreos, moluscos, tuni-
cados y equinodermos. La evolucién de dichos organis-
mos se ha dirigido a la produccién de sustancias quimicas
con las que interaccionar con el entorno. Entre ellas desta-
ca el desarrollo de compuestos citotéxicos para defender-
se de posibles ataques o infecciones por parte de otros
organismos. En base a esta linea de metabolitos secunda-
rios generados por los organismos marinos se ha centrado
la biisqueda de nuevos agentes antitumorales en los ulti-
mos afios. [3]

4. MEcANISMOS DE AccCION DE AGENTES
ANTITUMORALES
Los mecanismos de accién citotoxica de los agentes anti-

tumorales de origen marino son muy complejos. Por este
motivo, destacaremos tan solo algunos de ellos [3]



e Inhibicién del proceso de angiogénesis, que es
esencial para el crecimiento y desarrollo de los
tumores.

e Induccién del proceso de apoptosis, a través de
diversos mecanismos.

e Inhibicién de proteinas reguladoras del ciclo ce-
lular, como por ejemplo las quinasas dependien-
tes de ciclinas (abreviadas como CDK), las quina-
sas de “checkpoint” (Chk) y las fosfatasas de es-
pecificidad dual.

e Algunos inhibidores acttan inhibiendo la etapa
de fijacion de las topoisomerasas al ADN. Estas
proteinas actian sobre el ADN, rompiendo una o
las dos hebras y volviendo a unir estas tras un gi-
ro. El mecanismo de accién mds caracteristico de
este tipo de inhibidores es su actuacién como
agentes intercalantes. En este caso se forma un
complejo ternario estable ADN-topoisomerasa-
inhibidor, que impide la actuacién de la proteina.

e Una de las dianas mas habituales de antitumora-
les de origen marino son los microtabulos. Estos
estin compuestos por la agregacion de hetero-
dimeros de tubulina, en los que existen sitios de
unién de algunos antitumorales. Otros antitumo-
rales inhiben la despolimerizacién de la tubulina.

e EI ADN es otra de las dianas de antitumorales
marinos. Algunos agentes antitumorales pro-
mueven la formacién de especies reactivas de
oxigeno, deforman la molécula de ADN median-
te uniones por enlaces covalentes al surco menor
de esta, impiden la actuaciéon de diversas enzi-
mas de unién especifica al ADN.

Fig 1. Mecanismo de generacion de especies reactivas oxigenadas
por algunos compuestos de origen marino.

5. AGENTES ANTITUMORALES DESTACADOS

5.1. Briostatina

La briostatina fue aislada por primera vez en 1960 a partir
del briozoo Bugula neritina. Las biostatinas son un grupo
de lactonas macrociclicas cuya estructura fue determina-
da en 1982. Actualmente se han aislado 20 tipos diferentes
de briostatina. Esta sustancia actia como modulador de la
proteina quinasa C (PKC por sus siglas en inglés). Esta
sustancia se une a una enzima que participa en la forma-
cién de las células. Actualmente se encuentra en estudio
no solo para el tratamiento del cancer sino también para
otras enfermedades tales como el Alzheimer y el derrame
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cerebral, ya que aparentemente favorece la formacién de
nuevas conexiones cerebrales. Por otra parte, la briostati-
na también podria emplearse para tratar a personas con
secuelas en sus capacidades cognitivas tras haber sufrido
un infarto cerebral [4].

La baja concentracién de briozoos hace inviable su ex-
tracciéon y produccién a gran escala. Su primer ensayo
clinico se llevé a cabo por el NCI (EE.UU.), siendo necesa-
rio recolectar 13 toneladas de organismo y la utilizaciéon
de técnicas cromatograficas a gran escala para obtener 18
gramos de compuesto para el estudio clinico inicial. La
solucién a este problema ha sido el disefio de mas de cien
sustancias analogas mas simples, y por tanto més féciles
de sintetizar.
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Fig 2. Formula molecular de la briostatina.

5.2. Zalypsis ®

Se trata de un alcaloide isoquinélico sintético cuya estruc-
tura esta relacionada con el compuesto natural marino
Jorumycina y la familia de Renieramycinas, que se deri-
van de moluscos y esponjas, respectivamente. Zalypsis
produce efectos citotéxicos que dependen de su unién al
ADN, pero no estan asociados con los dafios genéticos.

En estudios preclinicos, esta sustancia ha evidenciado
una actividad antitumoral potente tanto “in vitro” como
en modelos “in vivo”, demostrando también un perfil
toxicolégico de tolerabilidad aceptable [5]. Tras diversos
estudios se han demostrado los efectos positivos de la
administracién de este medicamento mediante infusiones

intravenosas en pacientes con cancer metastasico de cue-
llo de tdtero o endometrio, que han sido tratados previa-
mente con quimioterapia. Destaca su actividad en el tra-
tamiento de tumores humanos mamarios, géstricos, pros-
taticos y renales implantados en ratones.

OMe

Fig 3. Formula molecular de Zalypsis ®



5.3. Trabectedina

La trabectedina forma parte del grupo de sustancias co-
nocidas como ecteinascidinas y se describe molecular-
mente como la fusion de tres anillos tetrahidroisoquinoli-
nicos. De forma natural se encuentra en la ascidia (Ec-
teinascidia turbinata), un invertebrado marino que se en-
cuentra en el mar Caribe.

Esta sustancia se une selectivamente a la guanina (G)
del ADN provocando una deformacién de la estructura
molécular de la hélice y consecuentemente, una alteraciéon
de los procesos del ciclo celular, que provocan la apopto-
sis celular [6]. Esta sustancia quimica se emplea como
sustancia farmacolégica y principio activo en tratamien-
tos de quimioterapia indicados contra estadios avanzados
del sarcoma de tejidos blandos (STT) y contra el cancer de
ovario.

Un preparado de trabectedina es actualmente comer-
cializado con el nombre de Yondelis ® por la empresa
PharmaMar, del grupo Zeltia.

OH

Fig 4. Formula molecular de la trabectedina.

5.4. Plitidepsina (Aplidin ®)

La plitidepsina es un depsipéptido ciclico, es decir, un
péptido ciclico en el que hay uno o mas enlaces éster en
lugar de enlaces peptidicos. Su estructura quimica es muy
similar a la de la didemnina B. Esta sustancia también se
conoce como deshidrodidemina B, y se comercializa bajo
el nombre Aplidin ® por PharmaMar.
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Fig 5. Férmula molecular de la didemnina B y aplidina.

Aplidin es un agente antitumoral de origen marino,
aislado originalmente del tunicado marino Aplidium albi-
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cans. Este género pertenece a la especie de las ascidias, en
concreto a la familia Polyclinidae. Tras diversos estudios se
demostré6 que Aplidin redujo de forma significativa la
produccién del factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), necesario para la creacién de nuevos vasos san-
guineos en células tumorales, por lo que inhibi6 el creci-
miento de las mismas [7].

Actualmente esté en fase de desarrollo II para el trata-
miento de neoplasias malignas como linfoma de células T.
Se encuentra en fase III de desarrollo para tratar el mie-
loma maltiple.

6. CONCLUSIONES

Estas lineas de investigacion en la busqueda de sustancias
citotéxicas como agentes antitumorales en el medio ma-
rino son muy prometedoras. El mayor inconveniente serfa
quizés la insuficiente produccién de forma natural de
estos compuestos. Este hecho podria resolverse mediante
la sintesis en los laboratorios de sustancias andlogas, que
podrian incluso mejorarse. De esta forma podrian obte-
nerse grandes cantidades de estos compuestos de una
forma maés sencilla y con la obtencién de grandes canti-
dades de producto.
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El papel del etileno en el proceso de
maduracion de los frutos

Marina Dominguez Quintero

Resumen— Los frutos llamados climatéricos, una vez recolectados, experimentan una masiva produccion de etileno que
acelera su maduracion. Esto ocasiona grandes pérdidas econémicas al sector hortofruticola que busca continuamente
sistemas para retardar la maduracién y ampliar con ello la vida Util de los productos. Los avances en la investigacion de este
proceso hasta niveles de genoma y ADN abren un amplio campo de investigacion.

Palabras clave— Etileno, frutos climatéricos, maduracién, ERFs (factores de respuesta de etileno).
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1. INTRODUCCION

lgunas veces nos hemos preguntado por qué las

naranjas no son tan perecederas como las peras. Por
qué la fruta madura tan rapido una vez se separa del
arbol. O por qué cuando dejamos la fruta dentro de una
bolsa de plastico se deteriora antes. Siempre se ha dicho
que "una manzana podrida dafia el barril completo”. El
responsable de que todo esto ocurra es el etileno, una
sustancia gaseosa que se libera en el proceso de madura-
cion de los frutos y que se ha venido a llamar la hormona
de la maduracién.
Los efectos del etileno ya eran conocidos en la China anti-
gua, donde se sometian las peras a humo de incienso en
sitios cerrados para acelerar su maduracion. En Egipto se
trataban los higos con gas con la misma finalidad. [1] En
el siglo XIX en Alemania se vio que los arboles préximos a
farolas con escapes de combustible perdian sus hojas. En
1901 se identificd el etileno entre los gases del alumbrado
publico, pero es en la década de los 80 cuando se estudia
el proceso y se reconoce el papel del etileno como hormo-
na de la maduracién. [2]
En los frutos climatéricos se produce un rapido deterioro
limitando los tiempos de comercializacion de los produc-
tos, debido al etileno que se produce de forma masiva tras
la cosecha.

2. EL PROCESO DE MADURACION DE LOS FRUTOS

Segiin su comportamiento fisiologico, los frutos se han
clasificado en dos grupos: [3]

Frutos climatéricos: acumulan almidon durante su creci-
miento, el que se hidroliza a monosacaridos. Para ello, es
necesaria una gran cantidad de energia, por lo que su tasa
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respiratoria es muy alta. Entre ellos tenemos el tomate, el
melocotén, la manzana, la pera, el meldn y el platano.
[Fig.1]

Frutos no climatéricos: acumulan directamente monosaca-
ridos durante su crecimiento y por ello no requieren tanta
energia, por lo que su tasa respiratoria no va a variar sig-
nificativamente durante la maduracién. Se incluyen en
este grupo los citricos, la uva, la cereza y la calabaza.
Aunque se ha demostrado la participacion del etileno en
ambos grupos, es en los frutos climatéricos donde se ob-
serva un aumento significativo de su produccion durante
la maduracién. La implicacién del etileno en la madura-
ciéon de la fruta es indudable y se demuestra porque si
retiramos el etileno que se desprende durante su almace-
namiento, se enlentece la maduracion. De la misma forma,
si aplicamos etileno exdgeno durante el almacenamiento

de la fruta se estimula su maduracién. [3]

Climacteric fruit ripening involves a spike in respiration
correlating with a burst of ethylene synthesis
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Fig. 1. Liberacion de etileno y respiracién en
frutos climatéricos



Ademas, en la regulacién de la maduracion intervienen
otras hormonas. Asi, los frutos recolectados verdes no
maduran con normalidad, incluso si se tratan con etileno,
necesitando estar conectados a la planta para finalizar su
maduracion. Los frutos que han completado su desarrollo
en el arbol maduran mas lentamente debido a la accién de
inhibidores presentes en la planta. [3]

3. BIOSINTESIS DEL ETILENO EN EL PROCESO DE
MADURACION DE LOS FRUTOS

Es un hidrocarburo gaseoso simple que contiene dos ato-
mos de carbono, cuatro de hidrégeno y un doble enlace.
[4] Al encontrarse en forma gaseosa en condiciones am-
bientales, es capaz de difundirse por los espacios interce-
lulares, llegando a los tejidos de forma uniforme para
ejercer sus funciones. [5]

Su sintesis comienza con la formacion de S-
adenosilmetionina (SAM) a partir de la metionina, catali-
zada por la enzima S-adenosilmetionina sintasa. La me-
tionina es un aminoacido minoritario en las plantas, pero
su suministro estd asegurado por medio del ciclo de la
metionina o ciclo de Yang. [5]

A continuacién, la SAM se convierte en acido 1-
aminociclopropano-1carboxilico (ACC) por la accién de la
enzima ACC sintasa (ACS) y en una ultima etapa se pro-
duce la oxidaciéon de ACC a etileno por la enzima ACC

oxidasa (ACO), estimulado por CO2. [5]

Fe2+
ACC + O2 + Ascorbato LGN Etileno + Oz + HCN +
Dihidroascorbato + 2 H20

Se describen dos sistemas de sintesis de etileno en las
plantas: [6]

Sistema 1: pequena produccion de etileno que se produce
antes del climaterio tanto en frutos climatéricos como en
no climatéricos.

Sistema 2: produccidon masiva de etileno por auto estimu-
lacién, denominada sintesis autocatalitica, exclusiva de
los frutos climatéricos.

Se conoce bien el mecanismo por el que las plantas reci-
ben y transmiten la sefial del etileno. Se ha comprobado
que participan proteinas como receptores hormonales
(ETR1 y otras de la misma familia), que son similares a las
proteinas con actividad histidina quinasa de las bacterias.
[7].

A nivel gendmico se conoce que los factores de transcrip-
cién o ERFs (ethylene-response factor) acttian como facto-
res trans en el ultimo paso de transduccion en el nucleo.
Son especificos de plantas, formando parte de la extensa
superfamilia AP2/ERF, que poseen el dominio de unién al
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ADN. [7] La simplicidad aparente del proceso de senali-
zacién del etileno no explica la gran diversidad de las
respuestas del mismo. Una de las hipétesis que se baraja
es que las respuestas diferenciales al etileno son dirigidas
en el nivel de factores de transcripcion ERF, sugiriendo
que estas proteinas son las responsables de ofrecer esa
gran diversidad y especificidad que poseen dichas res-
puestas. [8]

Ethylene
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.
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Fig. 2. Esquema simplificado que muestra la
sintesis de etileno y de la transcripcion
en el tomate.

4.APLICACIONES EN LA INDUSTRIA ORTOFRUTICOLA

Los conocimientos del papel del etileno en el proceso de
maduracion de la fruta y la forma de controlarlo estan
siendo utilizados por la industria hortofruticola a fin de
mejorar los productos que pone en el mercado, alargar la
vida 1til de los mismos y su periodo de comercializacion.
Ademas, se consigue regular la oferta y la demanda y
poner en el mercado productos a precios mas estables. [9]
Se han venido utilizando la temperatura o el envasado en
atmdsferas modificadas para limitar la sintesis de etileno,
pero en la actualidad se estan introduciendo otros siste-
mas como la incorporacién de compuestos retardantes (1-
metilciclopropeno (1-MCP), el propileno y el etileno exd-
geno), la presion parcial reducida de Oz y la presion par-
cial mejorada de CO:, éxido nitroso (inhibe la sintesis de
ACS sin efecto toxico), absorbentes que oxidan el etileno
(permanganato de potasio, ozono y algunos absorbentes
inertes) [4] y auxinas en fresas para promover en éstas la
sintesis de etileno. [3]

Actualmente, se estan desarrollando lineas de investiga-
cién que sugieren un gran avance en el control de la bio-
sintesis de etileno y la maduracion de la fruta, como por
ejemplo el uso de ACO antisentido realizado por manipu-
laciéon genética, que estimula el consumo de oxigeno e



inhibe el efecto del etileno sobre la respiracion [4] , asi
como tecnologia basada en ADN recombinante. [6]
Existen ya avanzados estudios en tomates transgénicos,
en los que se esta realizando la caracterizacion y clonacion
molecular de los genes que codifican las enzimas que
participan en la sintesis del etileno, a fin de retrasar la
maduracion para posteriormente iniciarla de forma con-
trolada aplicando etileno exdgeno. [3] Estos estudios se
estan extendiendo a otros frutos importantes desde el
punto de vista comercial y econémico, tales como la pa-
payay la uva. [6]

Otras novedosas aplicaciones incluyen la incorporaciéon
en el mercado de nuevos envases activos e inteligentes
basados en la deteccion o el control del etileno liberado
durante el proceso de maduracion de la fruta. Asi encon-
tramos envases que utilizan absorbedores de etileno para
frenar la accién de este producto durante el envasado de
la fruta, o detectores del grado de frescura con absorbedo-
res y sistemas colorimétricos combinados. [10]

5. CONCLUSIONES

Se calcula que las pérdidas post cosecha de fruta pueden
rondar alrededor del billéon de ddlares en el mundo. [6]
Esto lleva a la investigacion de nuevas formas de preve-
nir el rdpido deterioro de la fruta y alargar su periodo de
vida util. La ingenieria genética promete ser una herra-
mienta ttil y eficaz para conseguir controlar el proceso de
maduracion, asi como otros atributos de calidad de la
fruta.

Aun queda mucho por conocer sobre las funciones de los
componentes individuales de sefial del etileno [11] o sobre
como los factores de transcripcion activan o reprimen las
rutas especificas de maduracion [11] o del papel que tiene
el etileno en la maduraciéon de la fruta no climatérica.
Estas y muchas mas cuestiones quedan por descubrir,
abriendo una gran ventana al desarrollo de nuevas inves-
tigaciones que terminen de hacernos comprender el pro-
ceso de maduracion de los frutos y conseguir asi un con-
trol del proceso de maduracién de la fruta eficaz, econé-
mico y seguro.
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Gaucher Disease and the Future of Medicine

Ana Batanero Dominguez

Abstract —. Lysosomal storage diseases (LSD) are a group of inherited metabolic disorders caused by a mutation in the genes
that encode lysosomal enzymes resulting in an interruption in the endoplasmic reticulum (ER) to lysosomes traffic. Subsequent
accumulation of metabolites intermediated can lead to a range of potentially life-threatening pathologies. The most prevalent
LSD is Gaucher disease (GD) characterized by the defective activity of the enzyme B-glucocerebrosidase and glucosylceramide
accumulation. In recent years, a new therapeutic treatment for GD has been analysed called chemical chaperone therapy. It is a
promising method focusing on a small molecule that can selectively bind to a target protein in the ER and stabilize the correct
three-dimensional conformation allowing ER-lysosome traffic. Many new chaperones have recently been studied that have been
classified depending on their chemical nature and, at present, the side-effects of the therapy as well as different possible

applications are being investigated.

Key Words—. Enzyme, Chaperone, Treatment, Lysosomal Storage Disease.

1. INTRODUCTION

ysosomal storage diseases (LSDs) are a clinically het-

erogeneous group of more than 40 metabolic disor-

ders primarily present in degenerative diseases [1].
They are caused by inherited recessive mutations in the
genes that encode lysosomal enzymes that make the latter
unable to pass the quality control mechanisms of the en-
doplasmic reticulum (ER). As a consequence, the enzymes
are unable to fold in the same way as the stable wild type.
This causes a reduction of the ER-lysosome traffic which
involves the disruption of many enzymatic processes that
can result in the accumulation of one or more metabolic
intermediates, in many cases leading to a pathological
disease. The pathologies associated with substrate accu-
mulation involve a wide range of phenotypes, which vary
depending on specific storage material, where the materi-
al accumulates, as well as the degree to which enzyme
activity is compromised. The main purpose of this article
is to focus on Gaucher disease (GD), the most prevalent
lysosomal storage disorder [2].

2. GAUCHER DISEASE

GD is the most prevalent lysosomal storage disorder clas-
sified as a rare disease. Its prevalence is estimated to be
1/57000 live births [1]. It is an inherited metabolic disor-
der caused by mutations in the glucocerebrosidase gene
(GBA1), also known as acid p-glucosidase, which in-
volves a defective and insufficient activity of the enzyme
B-glucocerebrosidase (GCase) that carries out the hy-
drolysis of the p-glycopyranosyl linkage in glucosylcer-
amide (GlcCer). This mutation results in a progressive
accumulation of glucosylceramide in lysosomes, particu-
larly in white blood cells and especially in macrophages
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of the liver, bone marrow, and spleen [1], [3]. The accu-
mulation has important consequences not only in this
organelles but also in mitochondrias, or the ER. Patients
with GD share a common phenotype in the majority of
cases based on hematological manifestations such as
anemia and thrombocytopenia, as well as hepatospleno-
megaly, skeletal deformities, and in some cases neurolog-
ical impairment. Lysosomal enzymes can be divided into
four basic categories and our focus will be that which in-
volves the metabolic pathway for the synthesis and deg-
radation of glycolipids focusing on Asialogangliosides,
which is related to GD [2] (Figure 1).
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Figure 1. Part of the metabolic pathway for the synthesis and deg-
radation of asialoganglosides. Some mutations of the enzyme
cause GlcCer to accumulate (* Designates location) [2].



3. 1Ts ORIGINS

Many of the mutations related to GD do not impair the
catalytic activity of GCase directly, but cause the synthe-
sis of proteins that are functionally able to do so. As they
do not fold as stably as the wild-type, mistaken traffic to
their intended cellular location ensues [2], [4]. The majori-
ty of patients that suffer from GD have one allele with
either the N370S or the L444P mutation. The N370S mu-
tant is associated with type I GD, the only one with no
obvious neuropathic symptoms, and is related to the cata-
lytic domain. The enzyme has 30% of the enzymatic activ-
ity of the wild-type and the substrate mainly accumulates
in liver and spleen, with a common phenotype of hepato-
splenomegaly. In contrast, the L444P mutant has less re-
sidual activity and is related with type II GD, called “the
infantile-onset acute neurophatic form”, which carries a
very severe diagnosis. This mutation is not related to the
catalytic domain, which implies being refractory to most
pharmacological chaperone options. Patient homozygous
for the L444P mutation often present the CNS (Central
Nervous System) malfunction that is associated with type
III GD, which involves a chronic neuropathic form called
“subacute neuropathy” [1], [4].

4. CURRENT TREATMENTS: CHAPERONES

To avoid the limitations of prior treatments such as en-
zyme replacement therapy (ERT) and substrate reduction
therapy (SRT) involving neurological manifestations, new
therapeutic treatments for GD have been explored in re-
cent years. Chemical chaperone therapy is a promising
method because of its potential for easy oral administra-
tion, penetration of the blood-brain barrier (BBB), and
low cost. Pharmacological chaperones (PCs) are mainly
active-site-directed chemicals (acting as competitive in-
hibitors) that bind to a target protein in the ER and stabi-
lize the correct three-dimensional conformation allowing
the properly folded enzyme to cross the quality control
mechanisms of the ER and to be translocated into lyso-
somes. Given that PCs bind to the catalytic site, subse-
quent dissociation is required to allow for substrate turn-
over and this is favored by moderate binding affinity of
the PCs at lysosomal pH or an excess of substrate.
Through this mechanism, PCs manage to increase the
residual enzyme activity of the cells [1], [2], [3].

4.1. Biodistribution and side-effects

PCs are designed specifically for each enzyme based on
the substrate structure or identified through high-
throughput screening (HTS) using inhibition and/or
thermal stability assays that cannot interfere with im-
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portant protein-protein interactions of a functional en-
zyme [2]. For this reason, unfavorable biodistribution and
potential side-effects remain important issues. Presently,
a new strategy has been designed to enhance the con-
trolled delivery of PCs to macrophages that focuses on
the formation of ternary complexes between the PC, a
trivalent mannosylated {-cyclodextrin (BCD) conjugate
and the macrophage mannose receptor. It is favored by
the basket-shaped structure of CDs features a hydropho-
bic cavity that can accommodate guest molecules of ap-
propriate size and improve their water solubility and bio-
availability [4]. To ensure that this process is properly
carried out in specific families of chaperones, such as bi-
cyclic nojirimycin (NJ) derivatives of the sp2-iminosugar
type (discussed later), and obtain information about the
cellular uptake pathway and intracellular distribution, a
fluorescent analogue has been synthesized that does not
involve modification of the biological activity [3]. Despite
all these challenges, many promising results, later dis-
cussed, have been reported [2].

4.2. Chaperone Classification

GCase PCs can be classified as carbohydrate mimetic
(iminosugars, azasugars and carbasugars) or non-
carbohydrate compounds. First of all, we will focus on the
main types of carbohydrate mimetic. The investigation of
the chemical chaperone therapy was initiated focusing on
unmodified iminosugars that behave as competitive in-
hibitors of GCase. Among those, that which showed the
most promising results was isofagomine (IFG). Chaper-
ones based on IFG, bind to GCase with the nitrogen atom
occupying a portion analogous to the anomeric carbon of
glucose in GCase-bound GlcCer. Based on the discovery
of N-butyl and N-nonyl DN]J (deoxynojirimycin)(NB-DNJ
and NN-DNJ), iminosugars with N-linked alkyl chains, a
large number of iminosugars analogues have been syn-
thesized and evaluated. These have a high efficiency in
mediating the formation of the enzyme-substrate complex
through a mechanism based on the orientation of the al-
kyl chains (N-substituent) of the chaperones, as they are
oriented towards the entrance of the active site in the cor-
responding chaperone-GCase complexes, increasing fa-
vorable hydrophobic contacts with amino acid residues
that result in the stability of the complex. Derivatives of
these chaperones are those called N-substituted d-lactams
with a carbonyl group instead of the hydroxymethyl
group in a deoxynojirimycin (DNJ) scaffold. Other prom-
ising modifications included the introduction of a 1,2,3-
triazole group. Although N-alkylated iminosugars gener-
ally increase GCase activity, this does not happen when
N-alkylation of iminosugars 1-azasugars is undertaken,



which leads to little or no effect on the enzymatic activity.
Investigations show that if the alkyl substituent is moved
from the N-atom to the adjacent C-atom, the chaperon
activity is restored. Afterwards, a collection of sixteen 1-
C-alkylated DIX (1,5-dideoxy-1,5-iminoxylitol) is generat-
ed whose derivatives bear various lipophilic substituents.
The latest news reveal that the collection has been in-
creased by using the alkynyl DIX precursor 30 and apply-
ing CuAAC ligation chemistry. Replacement of the amine
group of iminosugars, which is not really effective, into a
trigonal planar pseudoamide-type nitrogen (N-carbonyl,
N-thiocarbonyl, N-imino group), with substantial sp2-
hybridization, drastically modifies its chemical and stere-
oelectronic properties by amplifying the range of substit-
uents. Specifically, amphiphilic bicyclic sp2-iminosugars
related to the natural reducing alkaloid nojirimycin (NJ),
such as 5N,60-(N'"-octyliminomethylidene)nojirimycin
(39, NOI-N]J) or its 6-thio (40, 65NOI-NJ) and 6-amino-6-
deoxy (41, 6N-NOI-NJ) analogues are anomeric-specific
inhibitors of GCase. It is carried out by the axial orienta-
tion of the pseudoanomeric OH group in the ground state
of the glycomimetics in aqueous solution switch to equa-
torial (B-configuration) when complexed with the en-
zyme, with the octyl chain locating at the hydrophobic
pocket at the entrance of the catalytic site. Other im-
portant chaperone types are aminocyclitols and amino-
sugars. On the other hand, non-carbohydrate chaperones
appear to be equally promising than the carbohydrate-
based ones. However, it hasn’t been completely proved if
they are able to increase the turnover of a glucosylcer-
amide-like substrate. Consequently, investigations on this
type of chaperones now focus on fully understanding its
mechanism. Within this group, ambroxol, quinazolines
and pyrazolopyrimidine are worth highlighting [1], [2],

[51, [6], [7], [8].

5. CURRENT INVESTIGATIONS WITH CHAPERONES

Recent investigations show the correlation between the
homozygous 1444P mutation and its harmful effects in
mitochondria, whose dysfunction is associated with re-
duced mitochondrial membrane potential, increased reac-
tive oxygen species (ROS), mitophagy activation and im-
paired autophagic flux (in some cases, mitochondria elim-
ination). These dysfunctions have been treated with a
newfangled therapy based on the combination of coen-
zyme Q10 (antioxidant and mitochondrial energizer) and
the chemical chaperone treatment, specifically, the chap-
erone is N-[N’-(4-adamantan-1-ylcarboxamidobutyl) thio-
carbamoyl]-1, 6-anhydro-L idonojirimycin (NAdBT-AIJ).
This fact suggests that the treatment can be used as a
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therapy in neurological forms of GD [5]. Additionally, the
latest investigations about Parkinson’s disease (PD) have
glimpsed into its relationship with GD. It has been ob-
served that GBA1 mutation increases the risk of develop-
ing PD 20-30 fold and, moreover, around 10% of GD pa-
tients show the mutation. Despite the important advances
in the GD research, the mechanism by which GBA1 muta-
tions increase the risk for PD is still unknown. It is be-
lieved that the harmful effects of GlcCer accumulation in
ER leads to an increase in the ubiquitin-proteasome sys-
tem (UPS) and ER stress which triggers the unfolded pro-
tein response (UPR) and/or endoplasmic reticulum-
associated degradation (ERAD). The prolonged activation
of UPR and ERAD subsequently leads to increased apop-
tosis, and also, leads to a retardation of alpha-synuclein
degradation via chaperone-mediated autophagy (CMA),
which results in alpha-synuclein accumulation and ag-
gregation. All these facts contribute to the development of
PD-GBAL. Also, chaperones are being studied for their
use in combinatory therapies such as those that involve
the stabilization of recombined enzymes used in ERT [9].

6. CONCLUSIONS

Investigators have managed to discover a promising
method based on an easy oral administration, penetration
of the BBB and, surprisingly, at a low cost. It brings about
a relief for those patients that suffer from a commonly
called “weird illness”. The use of the chemical chaperone
therapy to treat inherited metabolic disorders such as
LSDs opens the door to the investigation of many differ-
ent illnesses. In our society, it can be regarded as an even
more desirable medical approach considering the limited
amount of financial investment committed to investiga-
tion in our country. The significance of this treatment is
increased by discoveries with unexpected consequences
made during the investigation process and the fact that
specific chaperones are capable of crossing the BBB, al-
lowing their use for the investigation of other illnesses
with neuropathic forms. In addition, many illnesses such
as the Marfan syndrome are caused by mutated enzymes,
so the possibility of applying enzyme-directed chaper-
ones could lead to the next big strategy in the treatment of
these diseases. After having read about the research pro-
cess that has explored several classes of chaperones, and
taking into account that non-carbohydrate chaperones
have not been fully understood yet, the therapeutic appli-
cations of chemical chaperones is expected to increase
strongly over the next few years. Also the examples of
chaperones described in the article shows how complex
the mechanism is, but also the variety of possible treat-



ments that these open up, as highlighted by those mecha-
nisms already discovered in Fabry, Pompe or Krabbe dis-
ease. In summary, the discovery of chaperones has con-
tributed to the medical world in a very significant way.
We could very likely be dealing with one of the facets of
the future of medicine.
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La teixobactina y el iChip: nuevas armas
contra la resistencia antibiotica

Juan Morillas Vifiuales

Resumen—El surgimiento y la proliferacion de cepas de microorganismos patégenos multirresistentes suponen una amenaza
de primer orden para la salud publica a escala mundial. Es necesario buscar nuevos antibiéticos contra los que nuestros
microorganismos patégenos no hayan desarrollado resistencias. La teixobactina es una novedosa sustancia que no solo
muestra una prometedora actividad antibiética y una peculiar resistencia a ser resistida, sino que ademas trae consigo un
cambio de paradigma en la forma de descubrir nuevos antibiéticos.

Palabras Claves— Antibiéticos, Resistencia antibiética, técnicas de cultivo, Microbiologia, Sintesis organica

1. LARESISTENCIA ANTIBIOTICA

Desde la introduccién de la penicilina a mediados del
siglo XX en la practica médica habitual, los antibioti-

cos han sido uno de los pilares sobre los que se sus-
tenta la medicina occidental moderna. Gracias a este di-
verso grupo de sustancias, que tienen en comun su capa-
cidad para matar o detener el crecimiento de microorga-
nismos celulares, nuestra esperanza de vida ha aumenta-
do considerablemente durante este altimo siglo [1].

Durante las décadas de 1950 y 1960 se buscaron antibioti-
cos que, como la penicilina, tuvieran su origen en la natu-
raleza: sustancias producidas por microorganismos, gene-
ralmente hongos, para defenderse de otros. Este enfoque
dio muy buenos resultados, y dio lugar a lo que se conoce
como la Edad de Oro de los antibiéticos, durante la que se
descubrieron gran parte de los antibiéticos que atn hoy
usamos. En los afios 80 esta fuente parecié agotarse, y
surgié un enfoque diferente. Se buscaron compuestos
sintéticos que presentaran actividad antibiética, aunque
con resultados pobres [1]. Agotadas ambas vias, no pare-
cia haber nuevos caminos que tomar en busca de nuevos
antibidticos.

De manera paralela a la generalizacién del uso de antibié-
ticos en la clinica, se fue detectando la aparicién de cepas
de bacterias que presentaban resistencias a la acciéon de
los antibidticos [2] . Los mecanismos por los que estos
microorganismos desarrollaron resistencias son muy dis-
pares y variados: ciertas especies desarrollaron unas
bombas proteicas con las que expulsan de manera activa
el antibiético de su citoplasma; otras comenzaron a pro-
ducir $-lactamasas, enzimas que digieren los antibiéticos
de la familia de los $-lactamicos, de la que es miembro la
penicilina, etc. Estas adaptaciones surgieron de manera
espontdnea como mutaciones en el material genético bac-
teriano, y fueron seleccionadas positivamente al permitir
sobrevivir a la accién de los antibidticos, lo que permitié
la réapida proliferacién de las resistencias. El uso irrespon-
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sable de los antibidticos por parte de pacientes que se au-
tomedican, profesionales clinicos que recurren a ellos sin
necesidad de hacerlo o la industria ganadera han acelera-
do este proceso en los ultlmos afios [2].
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Fig. 1: Estructura de la teixobactina [3]

Ademads, en esta carrera armamentistica las bacterias
cuentan con un as bajo la manga mas: a través de proce-
sos de transferencia horizontal de genes, como la trans-
formacioén o la conjugacién, bacterias que no estan direc-
tamente relacionadas o que pertenecen a especies diferen-
tes pueden intercambiar material genético [2]. Esto ha
permitido que se desarrollen cepas que presentan meca-
nismos de resistencia contra multiples antibi6ticos a la
vez: son las cepas multirresistentes, o “superbacterias”,
como se las llama coloquialmente. Suelen surgir en entor-
nos donde la presién selectiva es especialmente fuerte,
como en hospitales. Son la causa de las infecciones noso-
comiales (aquellas que se dan en entornos hospitarios)
intratables, duraderas y virulentas que cada vez son mas
frecuentes y responsables de cada vez mas muertes [2]. Se
han llegado a detectar bacterias resistentes a todo nuestro
arsenal antibacteriano [2].

Estas cepas multirresistentes constituyen a dia de hoy una
seria amenaza contra la salud puablica del mundo entero



[2]. Sin herramientas nuevas con las que hacerles frente,
encontrar nuevos antibiéticos (u otras maneras creativas
de combatir la resistencia) se ha convertido en una priori-
dad para las autoridades en salud publica de todo el pla-
neta. Sin embargo, la baja rentabilidad de las investiga-
ciones sobre este tipo de farmacos y las dificultades antes
expuestas para encontrar un punto de partida desde el
que buscar nuevas y prometedoras sustancias parecen ser
dos obstaculos dificiles de salvar [1].

2. ELICHIP Y LA TEIXOBACTINA

Con la reciente llegada de la era genémica, el andlisis del
metagenoma (el conjunto de todos los genomas de los
microorganismos que pueblan un entorno) del suelo reve-
16 que el 99% de los microorganismos que viven alli no
son cultivables en los medios habituales de laboratorio
[3]. Solo pueden crecer en su medio natural, donde exis-
ten los factores de crecimiento y las condiciones adecua-
das para su proliferacién. Con la intencién de poder cul-
tivar y conocer mejor esta “materia oscura” microbiana se
desarroll6 el iChip, un dispositivo de plastico atravesado
por una serie de diminutos poros [4]. Estos poros se lle-
nan de agar fundido y mezclado con una dilucién de ma-
terial del suelo, que permite que en ese poro crezca Uni-
camente una bacteria (Fig.2). El iChip se introduce de
nuevo en el suelo y se deja incubar, de manera que los
microorganismos del suelo son “engafados”, recibiendo
los factores de crecimiento de su medio natural y crecien-
do en el iChip [4].

Fig. 2: Esquema del iChip [3].

Esta nueva técnica de cultivo ha resucitado la bisqueda
de nuevos compuestos antimicrobianos en la naturaleza.
Con la esperanza de encontrar antibiéticos nunca antes
caracterizados se emple6 el iChip para identificar y aislar
nuevas especies de bacterias del suelo, y evaluar si alguna
de ellas presentaba actividad antibiética. Se encontré una
muy prometedora bacteria gramnegativa: Eleftheria terrae.
Esta especie produce de manera natural una sustancia
llamada teixobactina que presenta una muy potente acti-
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vidad antibacteriana [3].

La teixobactina es un depsipéptido (un péptido en el que
al menos uno de los enlaces amida es sustituido por uno
éster) corto, compuesto por una serie de aminodcidos po-
co frecuentes y no proteinogénicos: N-metilfenilalanina,
enduracididina, y otros D-aminoacidos (Fig.1). Su ruta
biosintética consta de dos genes: txol y txo2. Presenta una
accion antibiética muy potente, incluso a bajas concentra-
ciones, contra bacterias grampositivas. No sucede asi con
gramnegativas. Esta diferente eficacia se debe al meca-
nismo de accién de la teixobactina [3].

La teixobactina actia uniéndose a precursores lipidicos
de la pared bacteriana, en concreto al undecaprenil piro-
fosfato y a los lipidos I y II, impidiendo que formen pep-
tidoglicano, un componente mayoritario de la pared de
grampositivas. En gramnegativas el peptidoglicano es un
componente de menor importancia, lo que unido a la pre-
sencia de una membrana externa de permeabilidad selec-
tiva que rodea a la exigua capa de peptidoglicano, explica
la escasa eficacia de la teixobactina en este tipo de bacte-
rias. [1][3]

Atn no ha finalizado ningtn estudio clinico en humanos,
pero la teixobactina se ha probado en modelos murinos
de septicemia con muy buenos resultados: ratones infec-
tados con MRSA (S. aureus resistente a la meticilina, una
de las “superbacterias” mas estudiadas) sobrevivieron a
la infeccién con una dosis mucho menor a la que se nece-
sita de vancomicina (el antibiético usado normalmente
contra MRSA) para conseguir el mismo efecto, y con muy
poca toxicidad [3].

Las cepas bacterianas sensibles a la teixobactina, ademas,
no han dado sefiales de estar desarrollando ningan tipo
de resistencia [3]. Esto se debe a que la diana de la teixo-
bactina es un lipido, un elemento estructural basico y vi-
tal para la célula, altamente conservado en la evolucién,
cuyo metabolismo involucra a varios genes. Modificar la
estructura de los lipidos para hacerlos “invisibles” a la
teixobactina requerirfa que surgieran espontdneamente
mutaciones en mas de un gen de la misma ruta metabdli-
ca, lo cual, por improbable, puede llevar un tiempo con-
siderable. Sin embargo esto no es garantia de que no sur-
girdn nunca cepas resistentes. Se detectaron cepas resis-
tentes a la vancomicina, un antibiético con un mecanismo
de accion similar a la teixobactina, 30 afios después de su
introduccién a la clinica [4].

3. SINTESIS QUIMICA Y ANALOGOS

El siguiente paso hacia la introduccién de la teixobactina
en la practica médica cotidiana es su produccién a gran
escala. En su sintesis en laboratorio se presenta una difi-
cultad: uno de los aminoacidos que constituyen el poli-
péptido, la enduracididina, es muy inusual y no esta dis-
ponible comercialmente [6]. Esto encarece y dificulta
enormemente la sintesis de la teixobactina. Por ello, en los
primeros abordajes al problema se ha optado por sinteti-



zar un analogo de la teixobactina, en el que se sustituye la
enduracididina por la mas frecuente arginina, puesto que
ambos presentan un grupo guanidino, aunque este es
lineal en el caso de la arginina y ciclico en el caso de la
enduracididina (Fig.3) [5], [6]. La sintesis se desarrolla en
un medio sélido, la resina Wang, usada con frecuencia
para la sintesis de péptidos [6].

L-Arg
D-Gln route A
H2N (0] DThr S /N.g F: N—«
//’ LLLAN NH
N\)L N\)L H\/g
N/\n’ N\ O route B
N-Me-D-Phe D-allo-Tle Ala

Fig. 3:Analogo obtenido. En verde el resto de arginina [6].

El procedimiento tiene un rendimiento del 22%, y requie-
re un Unico paso de purificacién. Los analogos obtenidos
presentan un comportamiento semejante solo si mantie-
nen la quiralidad de sus centros estereogénicos, lo que
demuestra que la estereoquimica de la teixobactina es
vital para su actividad. [6]

5. CONCLUSIONES

Si bien atin no se ha trasladado a la clinica, las cualidades
tanto in vitro como in vivo de la teixobactina resultan muy
prometedoras como antibidtico, lo cual supone un rayo
de esperanza en el ligrube panorama que pintan las bac-
terias multirresistentes. Gracias a la quimica sintética, y
como resultado de un esfuerzo multidisciplinar, se pue-
den obtener derivados de la teixobactina que amplien el
arsenal antibacteriano disponible para hacer frente a los
futuros retos de la salud ptblica mundial.

Sin embargo, lo méas relevante del descubrimiento de la
teixobactina no es, probablemente, la sustancia en si, sino
el nuevo paradigma que el iChip trae al mundo de la
busqueda de productos naturales de interés. Supone un
retorno a la naturaleza, una mirada mas concienzuda a la
diversidad biolégica que nos rodea. Quizad gracias al
iChip se encuentren no solo nuevos antibidticos, (puede
que alguno efectivo contra bacterias gramnegativas) sino
nuevas sustancias que se empleen como antitumorales, o
nuevas especies de microorganismos que nos obliguen a
reescribir la historia de la evolucién. El iChip es, verdade-
ramente, una herramienta con mucho potencial.
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La nanotecnologia al servicio de los
documentos

Carmen Estrela Monreal

Resumen —La nanotecnologia esta jugando un papel decisivo en la conservacion del Patrimonio, y en concreto en la
conservacion de documentos. Gracias a las ventajas que adquieren los compuestos sintetizados en esacala nanométrica,
podemos mejorar los tratamientos sobre documentos en papel, consiguiendo asi detener su deterioro.

Palabras Claves — Papel, nanoparticulas de Ca(OH),, desacidificacion, conservacion, documentos, Patrimonio.

1. INTRODUCCION

DEsde su invencion, el papel es uno de los mas impor-

tantes transmisores de informacién histérica, cultu-
ral, cientifica y econémica. En él se convierten las ideas,
intangibles, en algo que perdura en el espacio y en el
tiempo. Dada su gran importancia, su preservacion es de
gran interés.

Agentes fisicos, quimicos y biolégicos pueden deterio-
rarlo. Entre ellos, el envejecimiento de la celulosa, princi-
pal componente del papel, y la acidificacién consecuente,
es uno de los principales factores que inciden en su dete-
rioro, debilitandolo y provocando amarilleamiento y falta
de resistencia [1]. Por ello, eliminar y prevenir la acidez es
un proceso fundamental de conservacién y restauracion
de documentos, ampliamente estudiado y con gran diver-
sidad de métodos, asi como los procesos tendentes a evi-
tar el deterioro producido por hongos y otros microorga-
nismos.

La aplicacién de la nanotecnologifa y la utilizacién de
nanoparticulas en los procesos de conservacién y restau-
racién de documentos de papel estd dando muy buenos
resultados, por las ventajas que adquieren los compuestos
sintetizados en escala nanomeétrica.

En este articulo se expondran algunas de los principa-
les nanoparticulas que se estdn evaluando en la actuali-
dad sobre documentos en papel.

2. EL PAPEL Y SU DETERIORO

El principal componente de las fibras de papel es la celu-
losa, un polimero en forma de cadena, compuesto de
mondémeros de B-glucosa que se repiten y que estan uni-
dos entre si a través de los dtomos de oxigeno que se en-
cuentran enlazados a los dtomos de carbono 1 y 4. Esta
unioén es llamada enlace beta-1,4-glucosidico [2].

La estabilidad quimica del papel es proporcional al
grado de polimerizacién (PD) de las moléculas de celulo-
sa que la componen, es decir, cuando mayor es el PD, la
molécula de celulosa es mas larga y mas estable desde el
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punto de vista quimico. Sin embargo, la degradacion
quimica del papel es un hecho inevitable y que se produ-
ce de forma natural por dos mecanismos ampliamente
aceptados: la escision de la cadena polimérica por la rup-
tura del enlace beta-1,4-glucosidico antes mencionado
(Ver Fig.1) y por la degradacién de los monémeros me-
diante transformacion oxidativa de los grupos hidroxilos
de los carbénos 2,3y 6 [2], [3].

Estos cambios naturales pueden verse acelerados por
factores como la presencia de alumbre utilizado en el pro-
ceso de fabricacién, la presencia de lignina en su compo-
sicién, la acidez del ambiente, las tensiones mecanicas, la
conservaciéon en ambientes con elevadas temperaturas y
humedad relativa, la exposicién a radiaciones UV y el
contacto con las tintas metalogalicas [4]. Todos estos fac-
tores pueden acelerar la disminucién del PD, lo que su-
pone la ruptura de cadenas, haciéndolas mas cortas, dis-
minuyendo asi su resistencia y en consecuencia produ-
ciendo debilitamiento y friabilidad en el papel. La vida
del papel en estas condiciones se acortard, y con ello, gran
parte de la informacién se perdera.
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Fig. 1. Mecanismo de la hidrélisis dcida de la celulosa

Fuente: http://www.responsiblebusiness.eu/display/rebwp7/Hydrolysis+of+lignocellulosic+biomass




3. LANANOTECNOLOGIA Y LOS NANOMATERIALES

Los nanomateriales se caracterizan por poseer al menos
una de sus dimensiones en la escala nanométrica, siendo
un nanémetro la millonésima parte del milimetro [5]. Es-
tas nanoparticulas modifican o mejoran sus propiedades
por efecto de la reduccién de su tamafio; su mayor super-
ficie especifica o fraccién de material que queda expuesta
al exterior tiene como consecuencia un aumento de su
reactividad [5], [6] y de la solubilidad [6]. Esto permite
obtener propiedades y caracteristicas tinicas y diferentes
al material de partida correspondiente en sélidos (bulk) o
moléculas.

La nanotecnologia representa la herramienta de pro-
greso fundamental para muchos campos de investigacién,
incluida la restauracién y conservacién de documentos.
Son muchas las investigaciones que se estan llevando a
cabo con esta tecnologia para preservar este bien tan pre-
ciado como son los documentos u objetos de arte sobre
papel.

A continuacién se expondran algunos de los resulta-
dos obtenidos con nanoparticulas que han sido utilizadas
para intentar atajar algunos de los problemas més impor-
tantes que causan su deterioro: la acidez y el ataque de
microorganismos.

4. APLICACIONES DE LA NANOTECNOLOGIA A LA
CONSERVACION DEL PAPEL

4.1. Nanoparticulas tratamientos  de

desacidificacién

para

La hidroélisis acida de la celulosa es uno de los principales
mecanismos de deterioro quimico del papel, y la acidez es
tanto causa como sintoma fiable de ese deterioro.

Los tratamientos de desacidificacién de documentos
tienen como objetivos la neutralizacién de los productos
acidos presentes en el papel y la introduccién de un ele-
mento alcalino entre las fibras, a modo de reserva, que
neutralice los acidos en un futuro y por ende, su deterio-
ro.

Una de las propuestas para la desacidificacién no
acuosa es la basada en tratamientos por inmersién en
suspensiones de nanoparticulas de hidréxido de calcio, en
alcohol isopropilico [1], [2], [4], [7], o en gelatina hidroal-
coholica [8].

Las investigaciones demuestran una mayor homoge-
nizacion en la distribucién del compuesto por la superfi-
cie del papel, mediante su evaluacién post tratamiento
con microscopia electrénica (SEM/EDX) [8], acompariado
con un incremento del pH (entre 3 y 4 unidades) que
permanece estable por periodos prolongados bajo enveje-
cimiento natural [4], [8]. También muestra resultados sa-
tisfactorios en cuanto al PD, si se compara con muestras
no tratadas con estos compuestos [8].

Otra de las ventajas en la utilizacion de este tipo de
particulas nanométricas es el mantenimiento de la colora-
cién de las tintas ferrogdlicas, al contrario de lo que ocu-
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rre con tratamientos de desacidificacién tradicionales
acuosos, donde la apariencia de la tinta cambia conside-
rablemente [1].

Por tanto, el tratamiento con nanoparticulas de
Ca(OH); puede ser una alternativa para los papeles que
no pueden ser tratados con agua, debido a la presencia de
componentes solubles en éste [1].

Similares resultados se han obtenido con nanoparticu-
las de Mg(OH). [7], [9], estableciendo comparaciones con
el producto Bookkeper®, elaborado con microparticulas
de 6xido de Magnesio. Este producto comercial presenta
aspectos positivos en comparacién con los métodos acuo-
sos de desacidificacion tradicionales. No obstante, la utili-
zacién de nanoparticulas presenta algunas ventajas con
respecto al producto Bookeeper® ya que su escasa pene-
tracién en papeles satinados o con recubrimientos produ-
ce dep6sitos de polvo en la superficie del papel [7], aspec-
to éste que no ocurre con las nanoparticulas, que dado su
tamafio, penetran de forma homogenea por toda la super-
ficie.

Por ultimo destacamos la facilidad de aplicacién de las
suspensiones de nanoparticulas, ya que se pueden aplicar
por pulverizacién, con pincel y por inmersiéon. Su uso no
requiere de costoso instrumental ni de un procedimiento
especial de seguridad [4], [7]. Ademas es cuidadoso con el
medioambiente y es mds barato que los métodos tradicio-
nales de desacidificacion de papel [7].

4.2. Nanoparticulas empleadas en otros
tratamientos

El papel también puede ser objeto de degradacion causa-
da por diferentes microorganismos. Entre ellos, los hon-
gos son uno de los mayores agentes de su biodeterioro
[10], [11].

El exceso de humedad, la alta temperatura y un me-
dioambiente contaminado son factores que generalmente
pueden activar el crecimiento de hongos y microorganis-
mos, considerdndose una de las causas que generan més
dafios, junto con la acidificacién, en bibliotecas y archivos.
Una Humedad Relativa (HR) excesiva ablanda el papel y
favorece el desarrollo de microorganismos que se nutren
de la celulosa, de la cola del papel o del material de las
encuadernaciones.

Las nanoparticulas de diéxido de Titanio (TiO) se han
evaluado en algunas investigaciones sobre conservaciéon
de papel, mostrando buenos resultados como agente pro-
tector contra los efectos perjudiciales de las radiaciones
ultravioletas, los gases contaminantes del medio ambiente
y los hongos, [12],[13], y bacterias [13], [14] que afectan al
papel. Se ha evaluado también que la aplicacién de una
capa de nanoparticulas de TiO; en un polimero de celulo-
sa (hidroxipropilcelulosa) puede actuar como un consoli-
dante de la superficie en donde se aplica, sin alterar las
propiedades del TiO; y mostrando buen comportamiento
en ensayos de resistencia a la traccién, tras envejecimiento
acelerado [10], [12].

Nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO) también han
presentado una correcta actividad antibacteriana aunque



se desconoce el mecanismo exacto de actuacion [11]. Otra
propiedad importante de las nanoparticulas de ZnO y de
TiO: es su capacidad de autolimpieza de las superficies en
que se aplican y en presencia de luz UV. Este fenémeno
es explicado por su actividad fotocatalitica, capaz de des-
componer y mineralizar contaminantes orgénicos [10],
[11]. También se ha podido comprobar que previene de la
acumulaciéon de suciedad en las superficies, hecho este
conocido como “efecto flor de loto” [11].

5. CONCLUSIONES

El uso de nuevas tecnologias, como es la sintesis y aplica-
cién de nanomateriales, al servicio de la conservacién y
restauracion de los documentos sobre papel, es un hecho
evidente, a la vista de la gran cantidad de investigaciones
que se estan llevando a cabo, con unos resultados bastan-
te exitosos. Las suspensiones de nanoparticulas que se
estan evaluando para paliar los efectos de la acidez en el
papel y el ataque de microorganismos, por su gran poder
de penetracién, su mayor reactividad y el alto grado de
homogenizacién en la distribucién de los compuestos,
amplian la gama de herramientas disponibles para la con-
servaciéon de documentos, pero también para multitud de
obras de arte, pinturas, etc. que han utilizado compuestos
celulésicos como soporte. Se abren también nuevas vias
de investigacion en la aplicacién a otros soportes docu-
mentales como el pergamino.
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Estudio in situ de material arqueologico
mediante la técnica LIBS

Elisa Fernandez Tudela

Resumen— Debido a sus caracteristicas y facilidades, la técnica LIBS esta siendo cada vez mas empleada en el mundo del
patrimonio histérico, especialmente en el campo de la arqueologia, donde el uso de una técnica que permite realizar analisis

multielementales in situ es un gran avance.

Palabras Claves— LIBS, Material Arqueoldgico, Equipo Portétil, Laser, Minimamente Invasiva.

1. INTRODUCCION

La capacidad de andlisis in situ sobre muestras de dife-
rente naturaleza, y el hecho de ser una técnica mini-
mamente invasiba, ha hecho que la espectroscopia de
ablacién inducida por l4ser (LIBS), sea una herramienta
cada vez mds empleada en el campo del patrimonio. No
obstante, sigue siendo menos comun que las técnicas
convencionales como son los rayos X o los haz de iones.
En el &mbito de la arqueologia, el empleo de técncias laser
ha servido en los ultimos afios para establecer el andlisis
de compuestos tanto orgdnicos como inorgdnicos. Se han
empleado también para el diagndstico estructural me-
diante técncias interferométricas ldser, ademds de en tra-
tamientos de limpieza en restauracion [1].
Son cada vez mds numerosos los estudios mediante LIBS
de materiales arqueoldgicos. Uno de los motivos se debe a
que se trata de una técnica minimamente invasiva, que se
puede emplear sobre muestra sin previa preparacién o
incluso in situ sobre las propias piezas, mediante el em-
pleo de equipos portétiles. Ademds de aportar informa-
cion elemental, puede cuantificar sin la necesidad de cur-
vas de calibrado.
En este articulo se expondran las ventajas y desventajas
de esta técnica en el estudio de material arqueolégico en
diferentes tipologia de yacimientos. Ademds, se hard una
revisién de casos prdcticos en los que se ha aplicado el
andlisis mediante LIBS y los resultados obtenidos de ellos.

2. ESPECTROSCOPIA DE ABLACION INDUCIDA POR
LASER (LIBS)

2.1. Fundamentacion

La técnica LIBS emplea un ldser, normalmente de
Nd:YAG, que al incidir sobre la muestra genera un plas-
ma. Este plasma se trata de la ruptura dieléctrica que
produce el laser al incidir y que genera un gas parcial-
mente ionizado. Estos dtomos en estado vapor interaccio-
nan con el laser vaporizdndose, ionizdndose y excitando-
se, dando lugar al plasma. El estudio de la luz emitida por
el plasma en el momento en el que el ldser deja de emitir
es lo que nos ayuda a detectar los elementos [2].

Cada especie genera unas bandas de emisién caracte-
risticas que se encarga de recolectar una lente. Esta infor-
macion es transportada hasta un espectrometro.

La instrumentacion empleada puede variar en cuanto a
su uso. Existen instrumental de laboratorio y equipos poz-
tatiles. Estos tdltimos, a pesar de presentan algunas limita-
ciones como efectos matriz o limites de deteccién mayor
que los equipos de laboratorio, su empleo para el estudio
in situ esta aumentando en el uso en patrimonio, permi-
tiendo obtener de manera sencilla y rdpida informacién
elemental y cuantificacién de materiales en cualquier es-
tado (sélidos, liquidos o aerosoles) [3].

2.2. Aplicacién LIBS en patrimonio

En estos ultimos afios hemos podido ver como el estudio
mediante la técncia LIBS se ha introducido en el 4mbito
del patrimonio. Su aplicacién permite la identificacion
elemental o molecular, que por medio de su intensidad
espectral permite también cuantificar. Esta cuantificacion
se puede realizar bien mediante patrones con una exacti-
tud del 2-3%, o mediante la modelizacién de la pluma sin
el empleo de estdndares, en este caso se piede obtener una
semicuantificacion [1].

La variedad de materiales de naturaleza tanto organica
como inorganica es muy amplia. Estudio de pigmentos,
metales, material petreo, biomateriales, productos de alte-
racion, etc.

Ademads el hecho de tratarse de una técnica portitil ha
favorecido el estudio en entornos tan variados como ya-
cimientos subacudticos, cuevas o incluso en las mismas
salas de museos y galerias sin necesidad de trasnportar el
material al laboratorio. Uno de estos ejemplos de aplica-
cién es el caso del estudio de la capa de alteracién en la
Cueva de Nerja (Mdlaga) o la caracterizacién a distancia
de la fachada de la Catedral de Mdlaga [4]. En otros casos
también ha ayudado a detectar falsificaciones detectando
posibles materiales envejecidos [5].

2.3. LIBS frente a otras técnicas de analisis.

Las principales ventajas que aporta esta técncia al estudio
es su naturaleza cualitativa y cuantitativa, multielemen-
tal, sin necesidad de preparado en las muestras, posibili-
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(casi a tiempo real), capacidad de estudio estatigrafico
mediante la ablacién del ldser y su naturaleza minima-
mante invasiva.

Si es cierto que existen algunas limitaciones de la técni-
ca, un ejemplo es la disminucién de sensibilidad y repro-
duccién frente a otras técnicas convencionales, para ello
se ha estudiado el empleo de LIBS de doble pulso. Lo que
ha permitido aumentar su eficacia de andlisis [6].

3. ESTUDIO DE MATERIAL ARQUELOGICO

En el campo de la arqueologia el andlisis LIBS ha aporta-
do muchos estudios tanto en laboratorio como con el em-
pleo de su variedad portétil, ya que este hecho hace que
sea posible el andlisis en yacimientos menos favorables
estudio como pueden ser los yacimientos subacudticos,
las cuevas, yacimientos sin extraccién de materiales, etc.

El uso mas comtn es el estudio elemental de metales y
cerdmicas, pero ademds el andlisis cuantitativos de este
tipo de materiales nos puede aportar informacién sobre la
procedencia, la técnica de fabricacién o su decoracién.
Siendo muy importante la capacidad de esta técnica para
el estudio estatigrafico que nos aporta informacién mads
alld de la superficie. Ademds de estos materiales, también
encontramos estudios de vidrios y sus elementos ligeros o
biomateriales [7].

A continuacién se exponen algunos casos tanto de in-
vestigacion como de aplicacién real de esta técnica en el
campo de la arqueologia.

Antes de nada conviene hacerse una idea del aspecto
de un instrumento LIBS portdtil que puede verse en la
Figura 1. Se trata de un ejemplo expuesto por un equipo
de investigaciéon de la Universidad de Glasgow, dentro de
un proyecto iniciado en 2007 y dedicado al estudio de la
aplicaciéon de LIBS y Raman en el andlisis de pinturas y
material arqueolégico. En su web muestran un instru-
mento LIBS portétil realizado por Demetris Anglos
(FORTH-IESL) [8]. De esta manera nos podemos hacer
una idea de la ventaja de uso a la hora de necesitar un
andlisis in situ.

Lens

/0
Viewing
camera

Object

Fig. 1. Equipo LIBS portatil, propiedad de Demetris Anglos
(FORTH-IESL).

3.1. Casos practicos

Uno de los empleos de aplicacién en arqueologia es la
clasificacién de cerdmicas en funcién de su procedencia.
Se empleo en este caso la espectroscopia de plasma indu-
cido por ldser para crear un sistema de clasificaciéon de
muestras en un total de 36 fragmentos de Terra Sigillata.
Los espectros optenidos dieron unos resultados caracte-
risticos segiin el drea de procedencia. Este estudio me-
diante el andlisis de unos patrones y algoritmos de redes

M

neuronales pretende sistematizar la clasificacién de cera-
micas segun sus caracteristicas [9].

Otro ejemplo, en este caso en bronce, es el estudio reli-
zado in situ sobre doce estatuillas expuestas en el Museo
Arqueoldgico Nacional de Crotona [10]. El propésito era
analizarlas y encontrar elementos caracteristicos que
permitiesen distinguirlas y compararlas con otros estu-
dios para encuadrarlas cronolégica y estilisticamente.

Pero sin duda una de las tltimas novedades en la apli-
caciéon LIBS, es el estudio in situ de yacimientos subacud-
ticos empleando la fibra éptica para la identificacion de
materiales sin necesidad de extraccién a la sueprficie. El
estudio lo ha llevado a cabo la Universidad de Mélaga
empleando dos métodos, el pulso-simple convencional y
el multi-puso que al aumentar la candidad de ldser se
obtuvieron mejores resultados. Se realizaron las pruebas
en dos pecios dando buenos resultados [11].

4. CONCLUSIONES

Las ventajas que presenta la técnica LIBS hace de esta una
forma muy eficaz de estudio en el patrimonio histdrico.
Ademads, se puede emplear conjuntamente con otras técn-
cias y asf obtener unos resultados muy completos.

En el caso de la arqueologia es atiin mads ttil ya que en
muchas ocasiones es necesario el estudio in situ en el
mismo yacimeinto. El hecho de que se estén estudiando
sus aplicaciones en entornos como el fondo del mar hace
que se pueda apreciar un prometendor avance en la técc-
nia y su aplicacién.
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Canteras romanas en el sur de la peninsula
ibérica

Cristina Gmez Fernandez

Resumen—Durante la época romana existieron numerosas explotaciones de piedra en toda la peninsula ibérica. Este articulo
se centra en los tipos de canteras, instrumentos empleados para la extraccién del material y ubicacion de las principales

canteras del sur de la peninsula ibérica.

Palabras Claves— Cantera, romana, bética.

1. INTRODUCCION

1 objetivo del presente articulo es analizar y conocer

las diferentes canteras en el sur de la Peninsula Ibéri-

ca en época romana. Durante esta época la decisién
de dénde ubicar una ciudad tenia que tener en cuenta
numerosos factores, era esencial que tuviese buena
accesibilidad, dotacién de agua, recursos naturales para
poder abastecer a los habitantes y por supuesto disponer
de materia prima para poder construirlas. En este sentido,
la cercania con las canteras implicaba crecimiento y de-
sarrollo para las ciudades [1].

A partir de los afios 80 cobré especial relevancia el es-
tudio de canteras en territorio espafiol. Destaca el trabajo
realizado por M. Cisneros Cunchillos, que aunque ac-
tualmente se encuentre desfasado sirvié para conocer los
materiales empleados en la peninsula ibérica en época
romana, tanto a nivel arqueolégico como a nivel analitico
[2]. Cobra especial relevancia los estudios de Arqueologia
de la Arquitectura en este campo, gracias a los cuales se
puede conocer con mayor detalle y certeza las técnicas
constructivas, los instrumentos y las tipologias
empleadas. Debido a la extensién del territorio de la
peninsula, no se puede considerar una tnica técnica
constructiva. Esta vendrd condicionada por el material
empleado; la forma de trabajarlo, que variard de una
regioén a otra y la forma de construir, determinada por el
conocimiento de cada pueblo [3].

2. CANTERAS BETICAS

En el sur de la peninsula ibérica existen numerosas can-
teras. La mayoria comenzaron a ser explotadas en época
de Augusto, teniendo su mayor auge en el siglo I y de-
cayendo a lo largo del siglo II. La mayor parte de la pie-
dra que sali6 de las canteras béticas fue empleada como
elementos arquitect6nicos, revestimientos y esculturas [4].

2.1. Tipos de canteras

Tradicionalmente existian dos tipos de canteras, a cielo
abierto y en profundas galerias.

Cristina Gémez Ferndndez. Mdster en Diagndstico del Estado de Conserva-
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En los yacimientos a cielo abierto la extraccion se iba
haciendo de forma escalonada. La piedra se extraia en
forma de paralelepipedo (figura 1) [5] y [6].

Fig. 1. Ejemplo de yacimientos a cielo abierto [6]

Por el contrario, en las canteras subterrdneas se iba
excavando en la roca y formando galerias y salas que
podian variar de tamafio. Por lo general, cuando esas ga-
lerfas eran explotadas se acumulaban en ellas los
desechos de las nuevas galerias, por lo que hoy en dia
muchas de ellas permanecen enterradas. Tradicional-
mente, estas canteras excavadas se sostenian de forma
natural (figura 2) y en otras ocasiones se reforzaban con
pilares y vigas horizontales en las zonas de mayor di-
mension [7].

Fig. 2. Pilar sustentando una de las galerias. Cantera de Pe-
Aateja, Cérdoba [7].

2.2. Instrumentos empleados

Los instrumentos que empleaban los romanos para la
extraccion del material eran muy similares a los que se
utilizan hoy en dia. Estaba compuesto por martillos, pi-
cos, trinchantes o hachas entre otros [6] (figura 3).
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Fig.3. Herramientas romanas [9]

Segun Vitrubio, la forma ideal de preparar las piedras
que se fuesen a emplear en construccién era sacdndolas
dos afios antes de la cantera y en época de verano [8]. En
un primer momento estas piedras tenfan cortes muy
irregulares y variados. La forma de construir los muros
era colocando las rocas unas encima de otras en hileras y
sin importar el tipo de piedra. Posteriormente, esta
percepcién cambi6é y se empezd a trabajar con bloques
homogéneos de grandes dimensiones [5] por lo que los
instrumentos cambiaron y se fueron adaptando a las
nuevas demandas.

2.2. Canteras Béticas

Entre las canteras béticas, destaca la de Macael, de la que
se obtenia mdrmol blanco y la de Lubrin, ubicada en el
cerro de la Atalaya, y de la que se obtenfa un marmol en
tonos blanco-grisdceo y gris-negro. Estas dos canteras se
encontraban en la zona de Almeria y sus piedras eran
empleadas en esculturas y elementos arquitecténicos. En
la provincia de Granada encontramos canteras de piedra
arenisca en Esctzar y de piedras caliza y dolomias en
Atarfe. Eran empleadas en elementos arquitecténicos y
como aplacados conmemorativos. En la zona de Maélaga
existieron varias canteras, como la de Coin, de la que se
obtenia marmol blanco; Mijas, mdrmoles grisdceos y blan-
cos; Alhaurin el Grande, con tonos grises y cremas;
Alhaurin de la Torre, mdrmol blanco y gris; Monda, con
madarmoles de tonos blanco-grisdceo y finalmente la de
Antequera, de la que se obtenia caliza blanca empleada
fundamentalmente en elementos arquitecténicos.

En la provincia de Cddiz era conocida la cantera de
Tarifa, de la que se extrafa caliza oolitica empleada en
Itdlica. En esta zona también existieron canteras de are-
nisca y caliza. Las canteras de Cabra, ubicada en Cérdoba,
tenfan piedra caliza oolitica en tonos blanco-crema y era
empleada fundamentalmente en esculturas, aplacados y
elementos arquitecténicos. Por dltimo, en la provincia de
Sevilla destacé la cantera de mdrmol blanco de Almadén
de la Plata, cuya piedra era empleada en esculturas, ar-
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quitectura y soportes. Gran parte de esta cantera fue
empleada en Itdlica [4].

3. CONCLUSIONES

Las canteras implicaban un gran beneficio para la
poblacién, tanto a nivel econémico como a nivel de de-
sarrollo. Una cantera suponfa grandes beneficios
econémicos puesto que las piedras eran necesarias y en
funcién de la tipologia a la que perteneciesen mds o
menos cara. Este beneficio era atiin mayor si no eran de
explotacién imperial y pertenecia a la ciudad [10].
También conllevaba una gran transformacién para el
nidcleo poblacional ya que una cantera atrafa a comer-
ciantes.

En un principio las vias de comunicacién (figura 4)
eran para desplazarse el ejército, pero posteriormente
contribuyé al desarrollo del comercio. Se desarrollaron
imporantes vias de comunicacién alrededor de las can-
teras [10]. En otras ocasiones era al revés, ya que se

aprovechaban las vias existentes para ubicar las nuevas
canteras [7]. En cualquier caso, no todos los municipios
contaban con canteras por lo que era necesario ese inter-
cambio de materiales. Con todo lo anterior, se puede
la importancia de las canteras para los mu-

constatar
nicpios.

Flg 4. Estado actual de calzada romana en la provincia de Cadiz [11]
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La gestion de riesgos de las Colecciones de
los Museos.

Céndida Bermejo Palomino

Resumen — La gestion de riesgos de las Colecciones de los Museos requiere de procedimientos claros e intervenciones aplicables. En
este sentido, los manuales de gestion de riesgos han de servir como referencia, a los responsables de la conservacion, para la adopcion de

métodos particulares, sostenibles y eficaces.

Palabras Claves— Museos, evaluacion y gestion de riesgos, conservacion preventiva.

1. INTRODUCCION

ace cien afos, la preservacion de las colecciones de

los museos consistia en reparar y reconstituir obje-

tos valiosos. Desde entonces ha evolucionado, in-
corporando la necesidad de prevenir futuros deterioros, a
la denominada “conservacién preventiva” [1].

Segun la definicién del Comité para la Conservacién
del ICOM (Delhi, 2008), la conservaciéon preventiva abar-
ca “todas aquellas medidas y acciones que tengan como
objetivo evitar o minimizar futuros deterioros o pérdidas.
Se realizan sobre el contexto o el drea circundante al bien,
0 mas frecuentemente un grupo de bienes, sin tener en
cuenta su edad o condicién. Estas medidas y acciones son
indirectas, no interfieren con los materiales y estructuras
de los bienes y no modifican su apariencia” [2].

El objetivo de la gestién de riesgo en los museos es
conservar las colecciones de la mejor forma posible, con
los recursos limitados disponibles. Por tanto, la gestiéon de
riesgos extiende el concepto de la conservacién preventi-
va, al insistir en un método que compara la rentabilidad y
la eficacia de las medidas de preservacion. [1], [3].

2. LA GESTION DE RIESGOS EN LOS MUSEOS

En los afios setenta, reconocidas instituciones internacio-
nales como el Getty Conservation Institute, el ICCROM o
el Canadian Conservation Institute, comienzan a implan-
tar el concepto de prevencién como principio de conser-
vacioén del patrimonio cultural. Se organizan los primeros
congresos y cursos y surgen las primeras publicaciones
sobre conservacion preventiva [4].
En Espafia, en marzo de 2011, se aprueba El Plan Nacio-
nal de Conservacion Preventiva que pretende impulsar la
estrategia de conservacién preventiva en funcién de unos
principios bésicos y unas herramientas metodolégicas [4].
En lo referente a los museos, las diferentes leyes y
normativas estipulan una serie de medidas, que las insti-
tuciones deben cumplir, entre las que se encuentra la
conservacién. Asi ocurre en los grandes museos, donde se
han implementado planes de conservacién preventiva,
aunque la situacién es muy distinta en los medianos vy,
sobre todo, en los pequefios museos, de menos de 10 tra-

Cidndida Bermejo. Mater en Diagndstico del Estado de Conservacion del
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bajadores y con recursos limitados, donde las tareas de
conservacion preventiva, si es que se realizan, no siempre
forman parte de un proyecto global de conservaciéon pre-
ventiva que incluya, la identificacién, evaluacion y ges-
tién del riesgo[4].

En todos los casos, pero especialmente en los pequerios
museos, la utilizacion de manuales de gestiéon de riesgos
para las colecciones pueden servir, a modo de guia, para
establecer un método de trabajo de aplicaciéon practica
que permita trazar una estrategia de conservacion pre-
ventiva sostenible y eficaz [5].

3. Los METODOS DE GESTION DE RIESGOS

Los distintos métodos de gestion de riesgos hacen énfasis
en la naturaleza ciclica de la gestion de riesgos [3], como
muestran los siguientes ejemplos:

La preservacion de las colecciones, segin Michalski
(2006), es una actividad ciclica, concertada en varias eta-
pas, que debe ser coordinada en el seno de otros ciclos de
planificacién del museo [1], (véase Fig. 1).

0
Verificar lo esencial

Nuevos recursos

......... I Nuevos con/ocnmientos I

1 Inspeccionar y evaluar
todos los riesgos K

2 Elaborar soluciones para

4 Llevar a cabo las mejorias . 5 25
mejorar la situacion

3 Planificar
mejorias en funcion del ciclo global de
planificacion del museo

Fig. 1. Etapas del ciclo de preservacion de las colecciones
propuesto por Stefan Michalski (2006). Fuente [1].

El segundo ejemplo, es el proceso propuesto por el
manual de gestiéon de riesgos de colecciones ICCROM
(2009), adaptado de la norma técnica Australian/New
Zealand Standard for Risk Management, (véase Fig. 2).
Consta de 5 pasos secuenciales (los campos horizontales



en la mitad del esquema) y dos pasos continuos (las co-
lumnas de soporte a ambos lados) [3].

Comunicar
y consultar

[Establecer el contexto
[ 1
Identificar riesgos

l I

EL CICLO DE GESTION DE RIESGOS
Fig. 2. Proceso propuesto por el manual de gestién de riesgos de
colecciones ICCROM (2009). Traduccion fuente [3].

Los métodos propuestos en estos manuales, aunque no
son idénticos, se basan en estudiar el contexto, identificar
y evaluar los riesgo y, tratar cada riesgo mediante la pues-
ta en marcha de soluciones particulares.

3.1. Identificacién de riesgos

Para identificar los riegos que corren las colecciones es
necesario realizar un estudio previo, sistemdtico y ex-
haustivo, del entorno del museo, el propio edificio, las
salas, el mobiliario y las colecciones, la historia del museo,
las actividades del personal, los procedimientos, etc. [1].

Se pueden utilizar distintas formas de clasificar e in-
ventariar las posibles causas de pérdida o deterioro de las
colecciones, entre ellas, el sistema de clasificacién de cau-
sas elaborado por el Instituto Canadiense de Conserva-
ciéon (ICC), segun el cual, existen nueve agentes de dete-
rioro que provocan deterioro o pérdidas en las coleccio-
nes [1], (véase tablal)

TABLA 1
PRINCIPALES AGENTES Y FORMAS DE DETERIORO ASOCIADAS
EN LAS COLECCIONES DE LOS MUSEOS [1]
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alimentos, etc.
Contaminantes:

Gases, liquidos y solidos por la
contaminacion urbana y /o natural,
materiales: de construccion, de
embalaje, de mantenimiento y de las
obras de arte.

Desintegracion, decoloracién o corrosidn sobre
todo de los materiales porosos y reactivos.

Desintegracion,  decoloracion,  oscurecimiento,
amarilleo de la superficie de materiales organicos y
de materiales coloreados.

Decoloracion u oscurecimiento de la capa externa
opaca de pinturas y de la madera.

Alteracion de los colores y desintegracion progresi-
va de materiales organicos.

Friabilidad que provoca el agrietamiento de la
pintura y de otros polimeros.

Agrietamiento y separacion de las capas de los
materiales sélidos quebradizos.

Hidratacion o deshidratacion de algunos minerales
y corrosion de los metales.

Alteracion de los colores y desintegracion progresi-
va de los materiales organicos

Encogimiento, dilatacién, agrietamiento, levanta-
mientos y separacion de juntas, etc., en materiales
higroscopicos.

Radiaciones:
Emision de radiacion ultravioleta,
infrarroja y visible por la entrada de luz
natural o la iluminacion eléctrica.

Temperaturas:
Demasiado elevadas o demasiado
bajas y fluctuaciones que puede
deberse al clima local, luz del sol e
instalaciones técnicas defectuosas.

indices de humedad Relativa:
Superior o inferior a un umbral deter-
minado y fluctuaciones, debido al clima
local, instalaciones de agua defectuo-
sas, .paredes frias, ventilacion inade-
cuada, etc.

Agentes de deterioro Forma de deterioro y materiales vulnerables

Fuerzas fisicas directas:
Guerra, temblores de tierra, mal
almacenaje o manipulacion, transito
dentro y fuera del museo.

Robo, vandalismo, pérdida

Rotura, deformacion, perforacion, oquedades,
arafiazos, abrasion en todo tipo de objetos

Pérdida o mutilacion del objeto

Fuego:
Provocado por sistema eléctrico
defectuosos, construcciones adyacen-
tes, ect.

Destruccion total, quemaduras, depdsitos de hollin
y residuos de humo.
Dafio colateral provocado por el agua.

Contornos de manchas o eflorescencias sobre los
materiales porosos.

Dilatacién, aflojamiento, rotura separacién de
capas, levantamientos, combadura, etc., de los
materiales organicos.

Encogimiento de telas

Corrosion de los metales

Agua:
Inundaciones o humedades debido a
techos, conductos de agua y alcantari-
llado defectuosos, etc.

Plagas:
Microorganismos, insectos, pequefios
animales como roedores y aves debido
ala presencia de vegetacion y /o
basura en el perimetro del edificio,
entrada de visitantes, introduccion de

Destruccion, perforacion, desgaste, de materiales
organicos.

Emisién de sustancias o excrementos que destru-
yen, manchan, debilitan o desfiguran los materiales
de las obras.

3.2. Evaluacion de riesgos

Una vez identificados los riesgos es necesario evaluarlos.
El principal objetivo de una evaluacién de riesgos es ayu-
dar a un museo a identificar y colocar en orden de priori-
dad las situaciones problematicas, evaluar sus necesida-
des ambientales, establecer regimenes apropiados de
mantenimiento y administraciéon, e implementar solucio-
nes sostenibles y apropiadas [6].

A continuacién se expone, como referencia, el método
de evaluacién de riesgos para colecciones de museo ela-
borado por S. Michalski, Instituto Canadiense de Conser-
vacién (2006), que utiliza escalas sencillas de orden de
magnitud de los riesgos [1], (véase tabla 2).

TABLA?2
ESCALAS PARA LA EVALUACION DE RIESGOS [1]

¢Cuando se producira el riesgo? (probabilidad de deterioro)

Puntos | Ri€s90s que se producen como Riesgos que se acumulan progresivamente
acontecimientos diferentes
3 Se produce alrededor de una vez al afo 5:31?‘2:%“ se producira dentro de cerca
2 Se produce alrededor de una vez cada El deterioro se producira dentro de cerca
10 anos de 10 anos
1 Se produce alrededor de una vez cada El deterioro se producira dentro de cerca
100 anos de 100 anos
0 Se produce alrededor de una vez cada El deterioro se producira dentro de cerca
1000 anos de 1000 arios

¢Hasta queé punto sera danado cada objeto afectado? (pérdida proporcional de valor)

3 Pérdida total o casi total del artefacto (100%)
2 Deterioro significativo pero limitado en cada objeto (10%)
1 Deterioro moderado o reversible en cada objeto (1%)

0 Deterioro que apenas se nota en el objeto (0.1%)

¢Cual es la proporcion de la coleccion que se ve afectada? (fraccion de la
coleccion en riesgo)

3 Totalidad o mayor parte de la coleccion (100%)

2 Una importante fraccion de la coleccion (10%)

1 Una pequena fraccion de la coleccion (1%}

0 Un objeto (0.1% o menos)

&Cudl es la importancia de los objetos afectados? (valor de los objetos en riesgo)

3 Muy superior al valor promedio (100 veces el valor promedio)

2 Superior al valor promedio (10 veces el valor promedio)

1 Importancia media para esta coleccion

0 Inferior al valor promedio para esta coleccion (1/10 del valor promedio)




Total maximo de los puntos. Ejemplo:

¢Cuéando se producira?

¢Hasta qué punto sera danado cada objeto afectado?
¢Cudl es la proporcion de la coleccion que se ve afectada?
£Cudl es la importancia de los objetos afectados? 1
Intensidad del riesgo total (total de los puntos sefialados anteriormente) 10

Nota: Es imposible obtener més de 11 puntos. Si toda la coleccion corre riesgo entonces
la importancia de cada objeto no puede ser superior al promedio y si el 10% de la
coleccion corre riesgo la importancia no puede ser 10 veces superior al valor promedio.
Es posible asignar puntos intermedios (por ejemplo 2.5).

W ww

El ejemplo de la tabla 2, muestra que, para obtener el
total maximo de los puntos, se debe responder a cuatro
cuestiones que son fundamentales en la evaluacién de
riesgos. La intensidad del riesgo es, por tanto, la suma de
estos cuatro componentes. El total representa la intensi-
dad del riesgo especifico identificado [1].

A partir del total de los puntos se obtiene las siguien-
tes categorias de prioridades [1]:

> 9-10: Prioridad extrema: posibilidad de perder to-

da la coleccién en un futuro préximo o muy cer-
cano. Proviene, tipicamente, de una gran probabi-
lidad de incendio, inundacién, temblor de tierra o
atentado.

»  6-8: Prioridad urgente: posibilidad de pérdidas o

de deterioro sustanciales en una parte significativa
de las colecciones en un futuro préximo. Suele
provenir de problemas relacionados con la seguri-
dad o con indices muy elevados de deterioro, a
causa de la luz, los rayos ultravioletas o la hume-
dad.

» 4-5: Prioridad moderada: posibilidad de deterioros

moderados en algunos objetos dentro de algunos
afios o, posibilidad de pérdidas o deterioro sustan-
ciales, dentro de varias décadas.

» 1-3: Mantenimiento del museo: posibilidad de de-

terioro moderado o riesgo moderado de pérdida
dentro de varias décadas. Relacionado con las la-
bores de seguimiento y mantenimiento que los
museos deben garantizar.

3.3. El tratamiento de los riesgos

Una vez identificados y evaluados los riesgos se han de
seleccionar y planificar las distintas estrategias, basadas
en la adopcién de soluciones particulares [7].

Las estrategias recomendadas, deben servir como base
de un plan de conservacién de la coleccion que tome en
cuenta tanto los requerimientos de la coleccién como los
del edificio [6].

Se debe tener en cuenta, ademads, la sostenibilidad de
las medidas mediante la evaluacion de los costes y recur-
sos requeridos [1].

4. CONCLUSIONES

La finalidad de la gestién de riesgos en los museos es
valorar los riesgos de una coleccién y actuar para reducir-
los de la manera mas efectiva posible, considerando las
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herramientas y recursos practicos de los que se puede
disponer [3].

Se deben adoptar métodos de evaluacién de riesgos,
faciles de aplicar, que permitan la eleccién de las solucio-
nes apropiadas para mejorar la conservacién de las colec-
ciones. Estos métodos deben contemplar todas las varia-
bles involucradas, relacionadas con el edificio, la colec-
cién y las cuestiones de organizacion [6], [7].

Los manuales de gestién de riesgos y métodos de eva-
luacién no deben ser entendidos como modelos definiti-
vos, sino que, han de servir como referencia para los res-
ponsables de la conservacion, en especial de los pequefios
museos que, suelen disponer de recursos limitados [7].
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¢Por queé la musica de Bach no suena igual?

Teresa Palomar Sanz

Resumen— La alteracion producida en los tubos metélicos de los 6rganos histéricos ha inducido una pérdida de la calidad del
sonido de estos instrumentos e incluso la pérdida de algunas notas musicales por el silencio de sus tubos. Diversos estudios
microclimaticos han confirmado que la corrosion detectada en los tubos de plomo es debida a la acumulacién de acido acético
y férmico emanado de la madera de los propios 6rganos. Estas especies pueden catalizar de manera exponencial la corrosién
del plomo formando cerusita e hidrocerusita, asi como fisuras y agujeros. Las medidas de conservacion preventiva de estos
instrumentos deben contemplar las medidas de ventilacion del interior de los 6rganos para minimizar el dafio provocado por la

acumulacién de dichas especies acidas.

Palabras Claves— Organos, corrosion, tubos de plomo, acidos carboxilicos.

1. INTRODUCCION

En los altimos afios, se ha observado una pérdida en la
calidad del sonido de la msica tocada en los 6rganos

histéricos de toda Europa debido a los problemas de
corrosion que sufren sus tubos metélicos.

El 6rgano es un instrumento musical en el cual el soni-
do es producido por el paso del viento a través de nume-
rosos tubos plomo o de aleacién plomo-estafio. Los tubos
suelen estar abiertos en la parte superior y con forma c6-
nica en la inferior. El aire entra a través de la parte infe-
rior haciendo vibrar el tubo y sale a través de un labio
situado en una zona aplanada encima la zona cénica pro-
duciendo el sonido (Fig. 1 a y b). El organista elije qué
tubos van a sonar gracias a palancas, llaves y pedales [1].

El primer érgano del que se tiene constancia fue cons-
truido aproximadamente en el 246 d.C. por un artesano
griego en Alejandria, pero no fue hasta los siglos XVII y
XVIII cuando se produjo el gran desarrollo europeo de los
6rganos con la musica barroca de la que Johann Sebastian
Bach fue el gran compositor [1, 2].

Dada la importancia de preservar los érganos como
bien material, asi como las piezas musicales tocadas en
estos instrumentos es necesario conocer las principales
patologias y mecanismos de degradacién de los tubos de
los ¢rganos y aportar unas medidas de conservacién pre-
ventiva para minimizar el dafio debido al microambiente
al que estdn expuestos.

2. ESTUDIO MICROCLIMATICO

En el marco del projecto europeo COLLAPSE (Corrosion of
Lead and Lead-tin Alloys of Organ Pipes in Europe), los in-
vestigadores eligieron varios 6rganos de distintas locali-
zaciones europeas y se evaluaron las condiciones micro-
climéaticas en las que se encontraban [3]. Para ello, se utili-
zaron diferentes equipos pasivos y activos de captura de
acidos organicos en el interior del érgano, fuera de éste y
en el interior de la iglesia pero alejado del instrumento. El
acido acético se capté con tubos adsorbentes de Tenax TA
y el acido férmico fue muestreado con unos cartuchos

Teresa Palomar Sanz. Universidade Nova de Lisboa (FCT-UNL) Ref.
SFRH/BPD/108403/2015. t.palomar@hotmail.com.
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Fig. 1. a) llustracién esquemética de los tubos de un érgano
barroco. B) Tubos del érgano Casparini (1776) (Vilnius,
Lituania). Figura extraida de la referencia [1].

Fig. 2. Captador activo analizando el aire en el interior de un
organo. Figura extraida de la referencia [3].

recubiertos de NaOH (Fig. 2), posteriormente los cartu-
chos fueron analizados en el laboratorio [3].

Se detect6 una elevada concentracién de dcido acético
y moderada de 4cido férmico dentro de la caja de viento
de muchos de los érganos. En el érgano de Oegstgeest
(Holanda) se detect6 ~ 1400 ppb de 4cido acético y ~ 180
ppb de acido férmico. Mientras que fuera del 6rgano y en
la iglesia se detectaron tnicamente trazas de dcido acético
[3]. De este estudio microclimético se puede concluir que



la principal fuente de 4cidos orgénicos es el 6rgano en si
mismo.

Las principales patologias de corrosién se han locali-
zado al pie de los tubos metélicos, donde el metal esta en
contacto con la madera (Fig. 3 a). Se ha observado, asi-
mismo, que la corrosién se va moviendo progresivamente
hacia arriba formando fisuras y agujeros, y si el ataque
estd muy avanzado el tubo puede colapsar (Fig. 3 b). Co-
mo resultado del ataque, el sonido del tubo va alterando-
se hasta quedar en silencio, modificando, por tanto, el
sonido de la pieza musical [3].

Fig. 3. Patologias de alteracion en a) el 6rgano Cavaillé-Coll (Bur-
gos), b) el 6rgano Stellwagen (Lubeck, Alemania). Figuras extraidas
de las referencias [4, 5].

Las especies 4cidas son debidas a la hidrélisis de los
grupos acetil éster de la hemicelulosa, que constituye una
tercera parte del total de la madera. El roble es una de las
maderas que mds especies dcidas emite, mientras que las
maderas de dlamo blanco y nogal son de las que menos
emiten [6].

3. CORROSION DEL PLOMO

Los tubos de los 6rganos son de plomo o de una aleacién
plomo-estafio [3]. El plomo presenta una buena resisten-
cia a la corrosiéon atmosférica ya que en condiciones de
humedad reacciona con el oxigeno ambiental formando
una capa pasiva de 6xido de plomo (PbO) [5, 7].

Pb + %2 O, —a-PbO

Sin embargo, la exposicién continuada a los acidos acé-
tico y férmico produce un ciclo de corrosién en el que los
iones acetato y formiato actian como catalizadores favo-
reciendo la reaccion de los iones plomo con el CO; am-
biental [8, 9]. Esto explica la intensa corrosién causada
por pequenas concentraciones de acido.

El 4cido acético puede disolverse en la capa de agua de
condensacién que recubre el objeto y formar acetato de
plomo hidratado.

PbO + 2 CH;CO,H — Pb(CH3C02)2 + H,O

Este acetato puede reaccionar con el CO; disuelto en el
agua, formando una capa de color blanquecino, pulveru-
lenta y de poca adhesién formada por compuestos como
la plumbonacrita, la hidrocerusita y la cerusita (Tabla 1)
(Fig. 4).

10 Pb(CHg,COz)z +13 H,O +6 CO, —
6PbCOs 3Pb(OH), PbO+ 20 CH;COH

3 Pb(CH3COz)2 +4 H,O+2CO, —
2PbCO; Pb(OH); + 6 CH;CO,H
La transformacién del acetato de plomo hidratado a
hidrocerusita estda muy favorecida ya es el compuesto mas
estable en el sistema PbO-CO,-H,O [10, 11]. Adn asi, la

50

TABLA 1
PRINCIPALES PRODUCTOS DE CORROSION DEL PLOMO
FORMADOS EN ATMOSFERAS DE INTERIOR [8]

Nombre Féormula Color
Litargirio a-PbO Rojo
Masicotita 3-PbO Amarillo
Acetato de plomo Pb(CHsCO2): Blanco
Plumbonacrita 6PbCO3-3Pb(OH)-PbO  Blanco
Hidrocerusita 2PbCOs-Pb(OH)2 Blanco
Cerusita PbCO:s Blanco

a.

Fig. 4. Productos de corrosion en el interior del 6rgano Stellwagen
(LUbeck, Alemania). Figuras extraidas de la referencia [3].

exposicion continuada a acido acético y CO, favorece la
transformacién de la hidrocerusita en cerusita [5].
PbCO3 Pb(OH), + CO, — 2 PbCOs + HO

Se ha observado una relacién directa entre la concen-
tracion de acido acético y la velocidad de corrosién del
plomo [5], asi como con la humedad, ya que aumenta la
reactividad del i6n acetato, aumentando la velocidad de
degradacion del plomo, especialmente cuando la hume-
dad relativa es superior al 67 % [11].

El 4cido férmico también acelera la corrosion del plo-
mo, aunque en menor medida que el acido acético porque
la formacion de la capa de corrosion es més répida, ralen-
tizando la velocidad de corrosién [12]. Ademas, el formia-
to de plomo (Pb(CHOz),) es menos soluble (0.016 g<m)
que el acetato de plomo (0.456 g<m?), por lo que la capa
es maés estable [12, 13]. Una exposicién prolongada a este
acido induce la formacién de hidroxi formiato de plomo y
plumbonacrita [13].

PbO + 2 HCO,H — Pb(CHOy), + H,O
Pb(CHOz)z + H,O — Pb(CHOz)(OH) + HCO,H

10 Pb(CHO,),+ 3 H,0 + 6 CO, +5 05 —
6PbCO; 3Pb(OH), PbO+ 20 HCOOH

4. MEDIDAS DE CONSERVACION

De forma general, se debe mantener la temperatura y
humedad del edificio relativamente baja para ralentizar la
velocidad del ataque quimico.

Sin embargo, la mayor complicacién reside en que el
principal agente de alteracién de los tubos metélicos es
emanado por la misma estructura del érgano. Por tanto,
las medidas de conservacién requieren un mayor control
de las condiciones microcliméticas en el interior del ins-
trumento. Para evitar una acumulacién de las especies
acidas se recomienda ventilar el interior del 6rgano cada



cierto tiempo, asi como utilizar sensores selectivos de las
especies dcidas para evaluar su concentracién.

5. CONCLUSIONES

En los ultimos afos, se ha producido una pérdida de la
calidad del sonido de los 6rganos histéricos de toda Eu-
ropa como consecuencia de la corrosién de los tubos me-
télicos que los componen. Tras diversos estudios micro-
climaticos se constaté que la corrosién era debida a la
emanacion de acido acético y férmico de la madera del
propio 6rgano. Estos acidos catalizan la corrosion del
plomo de los tubos. Las medidas de conservacién preven-
tiva deben contemplar medidas de ventilaciéon del interior
de los 6rganos para minimizar el dafio provocado por la
acumulacioén de las especies acidas.
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La fluorescencia visible inducida por radiacion
Ultravioleta, apuntes para su uso e
interpretacion.
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Resumen— Apuntes practicos y aplicaciones, de la técnica no destructiva basada en la fluorescencia visible inducida por

radiacion UV, en el estudio y diagnéstico de los bienes culturales.
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1. INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta, es la propagacion de energia en
forma de ondas electromagnéticas a través del vacio o me-
dio ambiental, con una longitud de onda situada en el espectro
electromagnético entre los 10 y los 400nm (espectro invisible).
Los compuestos que forman parte de los distintos estratos su-
perficiales de una obra, estan formados por atomos. Cuando
uno foco de radiacion UV, incide sobre éstos, los excita y pro-
voca un fendmeno fisico por el cual se realiza un proceso de
emision: La fluorescencia. [1]

2. FLUORESCENCIA INDUCIDA

Los atomos, tienen la tendencia a estabilizarse, colocando sus
electrones en los orbitales mas bajos y menos energéticos.
Cuando es excitado por una radiacion UV, sus electrones pasan
de su estado fundamental a un estado mas energético pero ines-
table. Este proceso se conoce como el desplazamiento de
“stockes”. Al cesar la radiacion, los electrones vuelven a estabi-
lizarse y retornan a su estado fundamental de menor energia. La
energia sobrante produce:

1. Una relajacion no radiante: vibracional.

2. Una relajacion radiante: fluorescencia o fosforescen-

cia.

A nivel macroscopico, la relajacion radiante de fluorescencia, se
observaria a partir de la excitacion de los compuestos, de forma
inmediata. Este fenémeno es visible por el ojo (a pesar de que
la fuente de radiacion UV esta en el espectro invisible), debido
a que la longitud de onda emitida es mas larga y menos energé-
tica que la longitud de onda incidente. Este fenémeno, conocido
como luminiscencia, cesa al suprimir la excitacion incidente, de
forma instantanea. [2]

Un objeto incidido por radiaciones UV, puede reflejar-
las o absorberlas de distinta forma, seglin las sustancias y mate-
riales de los que se componen.

La fluorescencia se manifiesta pues, en el espectro
visible, en forma de luz coloreada, de intensidad generalmente
leve.

2.1. Indicadores luminiscentes

El espectro del UV, puede ser dividido en cuatro zonas:
1. UV de onda larga (UVA), entre los 320 y 400 nm.

*

2. UV de onda media (UVB), entre los 280 y 320 nm.

3. UV onda corta (UVC): de los 180 a 280 nm. De alta
frecuencia.

4. UV de vacio: de los 10 a los 180 nm. Rapidamente ab-
sorbida por el aire, por lo que estd solo presente en el
vacio.

La zona del espectro UV mas utilizada en el campo del estudio
y diagndstico del patrimonio, es el del UV de onda larga, que es
también el de menor energia, ( teniendo en cuenta que la longi-
tud de onda es inversamente proporcional a la energia produci-
da por la radiacion). Es importante tener en cuenta los factores
de energia de las distintas longitudes de onda, puesto que hay
materiales, como los organicos, que son especialmente sensi-
bles a las radiaciones del espectro UV. No todos los materiales
emiten luminiscencia, pero aquellos que si la emiten, tienen pa-
trones de comportamiento distintos ante la luz UV, por lo que
permite diferenciar ciertos materiales y/o su antigiiedad.

2.2. Metodologia

En 1903, el fisico estadounidense Robert William Wood (1868-
1955), desarroll¢ el cristal de Wood coémo un filtro de luz que se
utilizd en las comunicaciones nocturnas, durante la Primera
Guerra Mundial. El filtro de cristal, eliminaba los componentes
visibles del rayo de luz, dejando solamente la radiacion invisi-
ble. Actualmente se usa como envolvente de las lamparas de luz
negras, captando la luz UV de onda larga.

Desde 1925 se tiene constancia de su uso como herra-
mienta de analisis y diagnostico no destructiva, aunque no exis-
ten catalogaciones de los resultados obtenidos en los distintos
materiales, puesto que ello depende también de distintos facto-
res que se combinan. Aun asi, existen compendios de pigmentos
[3] que dan algunas caracteristicas del tipo de fluorescencia
emitida.

Los medios para llevar a cabo esta técnica resultan
muy accesibles, por lo que también resulta una técnica muy ex-
tendida; pero su principal ventaja, vienen dada por el hecho de
que, la energia liberada en forma de fluorescencia, puede apre-
ciarse en el espectro visible segun el material irradiado; por lo
que es visible al ojo humano y también captable por un sistema
fotografico.

Asi pues es necesario trabajar en cdmara oscura, con
los siguientes medios:



1. Fuente de radiacion luminosa UV (Lampara de
Wood): Lampara de vapor de mercurio a alta presion
con un filtro de 6xido de niquel, que elimina los rayos
visibles y deja pasar los UV.

2. Equipo fotografico: Pueden ser registrados por una
optica de vidrio normal, afiadiendo un filtro de blo-
queo del UV. Las fuentes no solo emiten radiaciones
UV, sin6 también luz visible fria, que puede ser refle-
jada por el objeto y mezclarse con la sefial mas débil
de la fluorescencia, por lo que se filtra la fuente de UV
y se obstaculiza los UV reflejados, dejando pasar sola-
mente las radiaciones visibles. [2] En este punto, debe
tenerse en cuenta también, el uso imprescindible del
tripode. Generalmente, los tiempos de exposicion
aumentan, puesto que a pesar de que los UV son mas
energéticos, los filtros hacen necesaria una exposicion
media de 15-30 segundos.

3. Equipo de proteccion: Proteccion de los ojos por me-
dio de gafas con filtro de UV, en concordancia con las
longitudes de onda que vayan a usarse.

La informacion que proporciona es de dos tipos
»  Discriminatoria: por presencia o no de fluorescencia.
»  Colorimétrica: por el tipo de color de la fluorescencia.

3. APLICACIONES

Su principal utilidad reside en el hecho de que esta técnica pone
de manifiesto las modificaciones naturales o artificiales que
haya sufrido la obra. La exposicion a los UV, resulta dafiina y
acumulativa a largo plazo, por lo que resulta necesario estable-
cer unos objetivos y resultados que se quieran obtener, median-
te la aplicacion de la técnica. Aun asi, hay estudios que afirman
que “la cantidad de radiacion de UV absorbida durante el
tiempo de examinacion usando la lampara, es minima”[5].
Esta técnica se utiliza:

1. Para el diagnéstico: Aportando datos discriminatorios
de materiales e identificando las distintas intervencio-
nes que puedan presentarse.

2. Durante el proceso de intervencién: para evaluar la
eficiencia de las remociones de algunos materiales.

3. Al finalizar los tratamientos: Para evaluar la homoge-
neidad de los acabados.

Asi pues, si se proyecta un haz de rayos de UV sobre un objeto,
se pone de manifiesto la fluorescencia visible de algunos mate-
riales constitutivos, en funcion de la naturaleza quimica de es-
tos, por lo que a continuacioén veremos de forma sintética, las
aplicaciones en distintos materiales de los que se conforman los
Bienes Culturales:

3.1.Ceramica

Técnica aplicada en etapas previas a la intervencion, para la
identificacion de adhesivos y localizar su presencia en toda la
superficie ceramica:
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TABLA 1
Tipo Patrén
Epoxidicos Blanca amarillenta brillante
PVA Azulado lechoso

Acetato de celulosa Blanco lechoso

Paraloid B-72
Nitrato de celulosa

No excitable por la luz UV
Amarillo lechoso

» Técnica aplicada para la deteccion de liquenes y mi-
croorganismos en coordinacion con la microscopia.
3.2. Piedray hueso
Estos materiales, tienen comportamientos similares bajo lal luz
UV. En este caso, esta técnica aporta informacion sobre la anti-
giiedad de los objetos y de intervenciones anteriores.

TABLA 2

Tipo Patrén

cortes frescos No emiten fluorescencia significativa

Patina de superposicion de depdsitos Blanco moteado

Huesos frescos Blanco brillante

Huesos antiguos Amarillento moteado

En el estudio de los huesos, la luz UV permite la observa-
cion de forma mas clara y evidente de alteraciones antropicas.

En el estudio de gemologia, aporta datos sobre la identifica-
cion de gemas y la clasificacion de diamantes. [6] y [7]

3.3. Metales

En general, los metales no emiten fluorescencia, pero si las resi-
nas o ceras, especialmente las de origen natural; utilizadas para
su proteccion y recubrimiento. También resulta una técnica re-
presentativa en la identificacion de compuestos aplicados en
superficie: tintas, apliques, engastes, etc.

3.4. Papel

La utilidad de esta técnica en el estudio y tratamiento de docu-
mentos se basa en :

»  Permite discernir si es un documento antiguo o no.

» Permite discernir tintas, lineas de aguas, falsificacio-
nes, adhesivos, escrituras borradas y la evaluacion del
sustrato del papel.

» Permite estudiar las marcas de agua, que por lo gene-
ral presentan una fluorescencia azulada.

» Permite el estudio del foxing.
3.5. Textil

En el patrimonio textil, la fluorescencia visible inducida, permi-
te discernir los elementos antiguos de los nuevos; aunque cabe
decir que, un tejido antiguo lavado con un producto actual, pue-
de darnos un patréon de fluorescencia erréneo, apareciendo un
material actual. [8]

3.6. Madera

Depende de cada especie de madera, puede dar un patrén distin-
to. Ofrecerd un patroén de fluorescencia moteado, cuando en el



estudio de las deposiciones de patina en corte, sea una madera
antigua. También resulta una técnica fiable durante los proce-
sos de restauracion, en la observacion de los acabados.

3.7. Fotografia

Esta técnica aporta datos sobre la evaluacion, caracterizacion e
identificacion del estado de conservacion de los materiales,
pero resulta limitada en la identificacion de los soportes.

3.8. Pintura

Esta es la disciplina en la que se le saca mas provecho a esta
técnica no destructiva. La capacidad de emitir fluorescencia de
un gran numero de sustancias, cambia con las alteraciones qui-
micas y fisicas producidas en ellas por el tiempo. Los materia-
les mas antiguos, han tenido mas tiempo para producir esos
cambios y por ello tienen una fluorescencia distinta a los mate-
riales nuevos. De esta manera, resulta una técnica util para la
identificacion de repintes, afiadidos y barnices no originales; asi
como retoques y restauraciones anteriores. Cuanto mas enveje-
cido esta el material, mas fluorescencia, debido a que se forman
estas interacciones quimicas entre aglutinantes y pigmentos.
Las zonas mas nuevas aparecen pues, como manchas oscuras
sobre lo demas, que tendra algo de fluorescencia verde-amarillo
claras.[9]

La mayoria de los materiales pictoricos compuestos por poli-
meros organicos, presentan colores de fluorescencia muy simi-
lares, resultando esta técnica poco adecuada para diferenciar los
componentes pictoricos.

Otra problematica que se presenta ante el uso de esta técnica
y la interpretacion de sus resultados, es que los barnices tam-
bién tienen fluorescencia, por o que enmascaran los colores de
fluorescencia de otros materiales dispuestos en estratos inferio-
res.

Por otra parte, René de la Rie, en 1982, mediante la espec-
trometria de fluorescencia determind que solo algunos pigmen-
tos producian fluorescencia de considerable intensidad; por lo
que la fluorescencia inducida de radiaciones de UV también es
aplicable para la identificacion de algunos pigmentos a partir de
su fluorescencia caracteristica: [10]

TABLA 3

Tipo Patron

Blanco de zinc Amarillo canario

Pigmento cadmio

Rubia Tinctorum
Alizarina
Purpurina Fluorescencia

Laca de granza Rosa anaranjado

Blanco de cobre
Azul cobalto y violeta
Azul de manganeso
Azul cielo
Azul ultramarino

Fluorescencia aglutinados con aceite de
linaza

Amarillo Indiano Amarillo oro

3.9. Morteros

En la actualidad, existen morteros patentados, que introducen
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en su mezcla un componente sensible a la luz UV y por tanto
susceptible de ser detectado con esta técnica. Utilizado por pri-
mera vez en los morteros de reposicion de la Alhambra de
Granada, también ha sido utilizado ya por restauradores de ye-
serias en Tetudn (Marruecos). Este recurso permite, ademas de
discernir el mortero de reposicion, del original, realizar un se-
guimiento a un monumento, usandolo para sellar una grieta y
comprobando su evolucion con el paso del tiempo. [11]

3.10. Autentificacion.

Mediante esta técnica, permite el reconocimiento de la antigiie-
dad de los materiales constitutivos.

5. CONCLUSIONES

Se trata de una técnica con amplias posibilidades de uso en ma-
teriales de distintas naturalezas, complementaria a otras técnicas
de estudio y que, aporta informacion de forma instantanea, per-
mite la documentacion y resulta economicamente accesible.
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El uso de nanoparticulas de hidroxido de
calcio para la consolidacion de hueso y
hueso fosil

Joan Escudé Gonzalez

Resumen—Tomando como base los trabajos de investigadores de la Universidad de Florencia, se hace un breve andlisis de
las aplicaciones que la técnica de consolidacion con nanoparticulas de hidréxido calcico puede tener desde un punto de vista
eminentemente practico, tanto en los campos de la restauracion de bienes arqueoldgicos y paleontolégicos como en la
conservacion de colecciones de historia natural y de anatomia comparada.

Palabras Clave— Hueso arqueoldgico, Material fésil, Colecciones osteoldgicas, Nanoparticulas de hidroxido calcico.

1. INTRODUCCION

Una de las principales alteraciones que sufren los ma-
teriales 6seos de caracter arqueoldgico y paleontold-

gico es la desmineralizacién, que genera, a su vez,
graves problemas de cohesién interna y de estabilidad
estructural.

Estudios de investigadores de la Universidad de Flo-
rencia han demostrado la efectividad de los métodos de
consolidacion mediante nanoparticulas de hidréxido cal-
cico que, por procesos de carbonatacién al reaccionar con
el CO, ambiental, son capaces de generar cristales de car-
bonato calcico en forma de calcita y aragonito [1].

La consolidacion del material 6seo, fosil o subfoésil, se
ha basado desde mediados del siglo pasado hasta la ac-
tualidad, principalmente en el uso de resinas poliméricas
en solucién con disolventes organicos [2], [3], [4], [5], no
obstante, existen algunos inconvenientes en el uso de es-
tos productos, relacionados especialmente con su enveje-
cimiento y con las interferencias (Fig. 1) que pueden cau-
sar en la aplicacién de técnicas analiticas [6].

Fig. 1. Vista al microscopio electrénico de un fosil consolidado con
una resina acrilica (a) y después de la eliminacion de la misma (b)
permitiendo la observacion de marcas tafonémicas [6].

Por este motivo resulta interesante el desarrollo de una
técnica de consolidacién que no interfiera en las observa-
ciones por microscopia o en los analisis de ADN que

Joan Escudé Gonzilez. Master Diagndstico del Estado de Conservacion del
Patrimonio Historico, Universidad Pablo de Olavide.
joan.escude.gonzalez@gmail.com

pueda ser necesario realizar en material 6seo de proce-
dencia arqueoldgica.

2. PRINCIPIOS DE ACTUACION

La base de la idea es simple: para hacer frente a la pérdida
de las propiedades mecénicas que implica la desminerali-
zacién, lo que se propone es un proceso de remineraliza-
cién, favoreciendo el crecimiento de CaCOs en forma de
aragonito, fase menos estable que la calcita, pero con ma-
yor resistencia mecanica. Natali et al. [1] consiguen el cre-
cimiento controlado de los cristales de carbonato célcico,
por reaccién entre el CO; atmosférico y las nanoparticulas
de hidréxido célcico, en presencia del coldgeno que forma
parte del hueso, explotando las propiedades de esta pro-
teina como impulsora del crecimiento de la forma poli-
morfica menos estable: el aragonito. Unos dias después
de la aplicacion, la presencia de aragonito (y de calcita en
menor medida) fue comprobada mediante microscopia
electrénica de barrido con fluorescencia de rayos X (SEM-
EDS) y espectroscopia de infrarrojo por transformada de
Fourier (FT-IR), especialmente en las zonas del hueso de
tejido esponjoso. Se realizaron también ensayos fisicos y
microtomografias para confirmar la mejora de las propie-
dades mecanicas, que se tradujo en una reduccién de la
porosidad y un aumento de la resistencia y la dureza has-
ta valores un 50-70% mas altos que en huesos sin tratar.

3. CAMPOS DE APLICACION

3.1. Hueso arqueoloégico

Los componentes principales del hueso son el colageno,
proteina fibrosa que se enrosca para formar fibrillas, y el
hidroxiapatito (Cai0(PO4)s(OH)z2), compuesto inorganico
cristalino que le confiere rigidez. Ambos constituyentes
tienen un significativo contenido en agua que, tras la
muerte, empieza a perderse, generando cambios en las
propiedades fisicas del tejido 6seo. Ademéds, ambientes
dcidos de enterramiento favoreceran la desaparicién del
hidroxiapatito, y de modo contrario, ambientes alcalinos
afectaran a la parte organica, al colageno [7].



La pérdida de agua y de parte de sus componentes
aumenta la fragilidad de los materiales 6seos y, por tanto,
a menudo la consolidacién sera imprescindible. Las na-
noparticulas de hidréxido de calcio son una opcién valida
para los tratamientos en laboratorio, no obstante, en caso
de que estos procesos de consolidaciéon sean necesarios en
la excavacion, debido a que el material esté demasiado
débil como para poder ser extraido, deberemos optar por
soluciones tradicionales, ya que el proceso necesario de
carbonatacién para que las nanoparticulas sean efectivas,
a menudo implica un lapso de tiempo inviable en las in-
tervenciones in situ. Por otro lado, una vez extraidas las
piezas y al iniciar los procesos de intervencion en el labo-
ratorio de restauracién, cabe contemplar la consolidaciéon
con nanoparticulas como una técnica compatible con las
consolidaciones tradicionales, ya que, aunque esas piezas
hayan dejado de ser aptas para cierto tipo de analiticas, el
hecho de que han sido consolidadas con resinas no inter-
ferira en la efectividad de los nanocompuestos de hidré-
xido célcico como consolidantes [8].

3.2. Fésiles paleontologicos

En este caso nos encontramos ante tejidos 6seos que han
perdido gran parte o la totalidad del colageno que conte-
nian, siendo sustituido, en un proceso de mineralizacion,
por parte de los componentes de los sedimentos de ente-
rramiento a lo largo de miles o millones de afios.

Perdemos pues la ventaja del coldgeno como adyuvan-
te del crecimiento de cristales de aragonito, sin embargo,
cabe valorar en primer lugar la probable efectividad de la
calcita para el proceso de consolidacién y, en segundo
lugar, la posibilidad de que como demostraron Gémez-
Villalba et al. [9] los nanocristales de hidréxido calcico
pueden generar aragonito atn sin la presencia de cola-
geno o de otros agentes promotores. No obstante, en ma-
terial subfosil, parte del coldgeno atin no ha sido sustitui-
do por los procesos de fosildiagénesis [10], punto a favor
para la utilizaciéon del nanocompuesto.

A pesar de que en muchos casos la degradacién de los
fosiles hace imprescindible la utilizacién en el yacimiento
de resinas de consolidacién, el material f6sil se ve a me-
nudo afectado por procesos de desmineralizacién debidos
al ataque bioldgico de las raices a lo largo de su etapa de
enterramiento (Fig. 2). Asi pues, una técnica como ésta,
basada en la consolidacién por remineralizacién del ma-
terial, puede proporcionar muy buenos resultados.

'ﬂ L T X " ""--- T

Fig. 2. Ataque bioldgico en un fosil de dinosaurio. Las raices han
debilitado por accion fisica y quimica la cohesion del material fosil.
Fotografia: Joan Escudé
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3.3. Colecciones de historia natural y de anatomia
comparada

Las colecciones osteoldgicas cumplen un papel de gran
importancia en muchos campos de la investigacion cienti-
fica. Estudios de caracter taxonémico, biogeografico, eco-
logico, anatomico, evolutivo y genético, a menudo se sir-
ven de la investigacion con ejemplares depositados en
colecciones. Por estos motivos, ademas de la importancia
educativa y de exhibicion, las colecciones de osteologia
(Fig. 3) constituyen un patrimonio no renovable y una
fuente inagotable de informacion para un adecuado cono-
cimiento de la fauna de época actual y también, por com-
paracion, de épocas pasadas [11].

— ﬁ

Fig. 3. Ejemplar de oveja actual tras haber sido sometido a un
proceso osteotécnico de esqueletizacion. Fotografia: Joan Escudé

Los procesos de obtencién de estos esqueletos incluyen
el uso de numerosos productos quimicamente agresivos
como hidroxido de potasio, hipoclorito sédico, agua oxi-
genada, etc. Tratamientos antiguos incluso recurrian a
procesos de ebullicién en agua o cal viva para separar y
blanquear todas las partes de los esqueletos [11].

La agresividad de estos tratamientos puede generar la
descalcificacion del material dseo, produciendo debilidad
y erosion en las superficies y en los tejidos esponjosos. La
consolidaciéon con nanoparticulas puede encontrar tam-
bién en este campo, una buena opcién de desarrollo.

4. CONCLUSIONES

La consolidacién de hueso y hueso fésil es un tratamiento
casi siempre imprescindible en los procesos de interven-
cién de este tipo de materiales. Los productos mas utili-
zados para tal fin son generalmente resinas acrilicas y
otros polimeros, productos que pueden generar interfe-
rencias en numerosas técnicas analiticas. La consolidacion
con nanocompuestos de hidréxido célcico se presenta
como una alternativa quimicamente compatible y de pro-
bada eficacia, basdndose su principio activo en la carbo-
natacién de las nanoparticulas de Ca(OH). para formar
cristales de carbonato célcico en sus dos morfologias mi-
nerales: calcita y aragonito, siendo esta tltima, menos
estable pero con mejores propiedades mecanicas, la que
se forma mds abundantemente en presencia del coldgeno
de los huesos.

Son numerosas, por tanto, las aplicaciones potenciales
de este método de consolidacién para este tipo de mate-
riales, pudiéndose utilizar en material ¢éseo de proceden-
cia arqueoldgica, fésiles y subfésiles de caracter paleonto-



légico y piezas de hueso actual procedentes de coleccio-
nes de historia natural y para comparativa anatémica. Es
un campo que ofrece numerosas posibilidades y en el que
aun no se han realizado muchos estudios. Tampoco son
abundantes los casos documentados o publicados de su
uso en aplicaciones practicas de procesos de conservaciéon
y restauracion o preparacion osteoldgica.

Por otro lado, la lentitud del proceso de carbonataciéon
hace inviable su uso en excavacién o yacimiento, donde a
menudo es necesario un producto de rapida actuacién y
efectividad. No obstante, es una opcién muy valida para
determinadas piezas en laboratorio o destinadas a anéli-
sis. Ademads puede usarse en materiales ya consolidados
con otros productos sin que se generen incompatibilida-
des ni interferencias en el proceso de carbonatacién de las
nanoparticulas.
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Nuevas terapias para el tratamiento de MEN2
derivado de mutaciones en el gen RET

Cristian Diaz, Alejandro Garcia, Ahamada Mohammed

Resumen—Las mutaciones que se producen en un oncogén que codifica para un receptor tirosina quinasa producen una
serie de fenotipos que se conocen como neoplasias endocrinas multiples de tipo 2 (MEN2), cuyo factor comun consiste en un
carcinoma medular del tiroides (MTC). La asociacidn genotipo-fenotipo en estos sindromes es muy clara y reveladora, es decir,
dependiendo de las mutaciones que afecten al gen RET, vamos a poder diferenciar diferentes subtipos de la enfermedad con

diferentes caracteristicas.

El tratamiento actual de estos sindromes comienzan una vez que se observan las primeras manifestaciones clinicas de la
enfermedad, por lo que en este presente trabajo analizamos en qué consisten los diversos tratamientos que se llevan a cabo o
estan en investigacién y aportamos una luz innovadora que puede abrir el camino para la futura generacion de terapias eficaces

antes incluso de que se desarrollen los primeros sintomas.

Palabras Clave—RET, MTC, MEN2, Docking, CRISPR/Cas9.

1. INTRODUCCION

1 gen RET codifica un receptor tirosina-quinasa,

involucrado en varias rutas de sefalizacién y el
cual se expresa en las células neuroendocrinas, como
las células C del tiroides. Se trata de un receptor
asociado a la membrana cuyo ligando es el GDNF
(Glal cell line Derived Neurotrophic Factor) que
estd caracterizado por un dominio tipo cadherina en
su region extracelular, una regién rica en cisteinas
justo en la zona externa de la membrana y un
dominio tirosina quinasa intracelular. En presencia
del ligando, este receptor dimeriza dando lugar a una
serie de fosforilaciones de los residuos tirosina que
desencadenan toda la via de sefializacién. Mutaciones
en la region extracelular o transmembrana pueden
hacer que estos receptores dimericen en ausencia
de ligando, de manera que se dé una activacién
constitutiva de la via, dando lugar a fenotipos
concretos que detallaremos en los siguientes
apartados. Lo mismo puede suceder por accién
de mutaciones que afectan al dominio intracelular,
de forma que no sea necesaria la dimerizacién del
receptor para la activacion del dominio tirosina
quinasa. Basta que la mutacién se produzca en un
alelo para que esta via de sefalizacién esté alterada,
precisamente porque la mutaciéon de una de las
cadenas hace que todo el complejo dimérico funcione
de manera anémala (Figura 1) [1].

Estas mutaciones provocan la aparicién de carci-
noma medular de tiroides (MTC) que dependiendo
de la mutacién y, por tanto, del fenotipo desarrollado
se va a clasificar en otros cuadros de cancer familiar
denominados MEN2 (Multiple Endocrine Neoplasia
type 2), que son de herencia dominante porque un

ligande

Figura 1 — Se muestra el funcionamiento normal del
receptor al unirse al ligando; mutaciéon en la region
extracelular; mutacién en el dominio intermembrana;
y mutacién en el dominio tyrosina quinasa localizado
en la region intracelular (respectivamente, de izquierda
a derecha).

solo alelo mutado desencadena la enfermedad por un
efecto dominante negativo. Por el contrario, algunas
mutaciones de RET que llevan a la pérdida de funcién
(mutaciones sin sentido, cambios del marco de lectura,
deleciones, etc) provocan la ausencia de las moléculas
del receptor codificadas por el alelo mutado, con el
resultado de que la intensidad de la sefializacién de
esta via se ve disminuida. Esto provoca un déficit en
la migracién de precursores neurales al tubo digestivo
durante el desarrollo embrionario, lo que da lugar a la
Enfermedad de Hirschsprung (megacolon agangliéni-
co: ausencia congénita de los plexos submucosos y
mientérico del colon distal) [1][2] .



2. FENOTIPO DE LA ENFERMEDAD

El MTC se desarrolla a partir de las células para-
foliculares (o células C) del tiroides, responsables de
la produccién de calcitonina y constituye entre el 5 y
el 8% de todos los cancer de toroides conocidos. Las
células parafoliculares estan localizadas en la lamina
basal de los foliculos tiroideos (aproximadamente el
1% de todas las células del tiroides) y en pacientes con
MTC, la secrecién de calcitonina se ve aumentada, por
lo que es una de las primeras evidencias bioquimicas
de esta enfermedad (Figura). Existe una progresién
asociada a la edad entre la hiperplasia de las células
C (CCH) inicial hasta la aparicién del MTC, la cual
se corresponde con la capacidad de transformacién
derivadas de las distintas mutaciones en RET [3][5].
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Figura 2 — Comparacién de los niveles de calcitonina
liberados por las células C (o parafoliculares) del ti-
roides entre pacientes sanos (control) y pacientes con
carcinoma medular del tiroides (MTC).

Como hemos comentado y se ha venido observando
tras numerosos estudios de estas enfermedades,
parece haber una clara asociacién genotipo-fenotipo,
de modo que una mutacién especifica del gen RET
muestra una predileccién hacia un fenotipo particular
y curso clinico. En base a estas correlaciones genotipo-
fenotipo, las mutaciones que afectan al proto-oncogén
RET se han dividido en tres niveles dependiendo
del riesgo de padecer MTC en base a la mutacién
que poseen, siendo la mutacién en el codén 634
la que se asocia con la forma de la enfermedad
mas agresiva. En los dltimos afios se ha llevado a
cabo otra clasificacién en funcién del riesgo que las
clasifica en 4 categorias (ATA-A, B, C, D) [3].

La prevalencia estimada de estas enfermedades
asociadas a mutaciones en este gen es de 1 por
cada 30.000 en la poblacién general. MEN2 es un
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Exon Mutation Phenotype ATA risk
level’
5 G321R FMTC/MEN 2A A
8 (5155 FMTC/MEN 2A A
G533C FMTC/MEN 2A A
532 duplication FMTC A
531/9 base pair duplication FMTC/MEN 2A A
10 RGO0DO FMTC/MEN 2A A
KB03E FMTC/MEN 2A A
YGOGC FMTC A
CG09F( R/ GJS[Y FMTC/MEN 2A B
C611R(G/F|S /WY FMTC/MEN 2A B
C618R/G/F/5[Y FMTC/MEN 2A B
C620R[G/FIS/W/Y FMTC/MEN 2A B
11 CB30R(FfSY FMTC/MEN 2A B
D631Y FMTC B
633/9 base pair duplication FMTC/MEN 2A B
634/12 base pair duplication FMTC/MEN 2A B
C634R FMTC/MEN 2A C
CB34G F|5/W[Y FMTC/MEN 2A C
635finsertion ELCR; T636P FMTC/MEN 2A A
S649L FMTC/MEN 2A A
KGGGE FMTC/MEN 2A A
13 E768D FMTC/MEN 2A A
N7765 FMTC/MEN 2A A
L790F FMTC/MEN 2A A
Y791F FMTC/MEN 2A A
14 VB04L FMTC/MEN 2A A
VE804M FMTC/MEN 2A A
VB804M+EBO5K MEN 2B D
VB04M+YB06C MEN 2B D
GB19K FMTC A
RA33C FMTC A
RB440) FMTC A
15 REGEW FMTC/MEN 2A A
ABB3F MEN 2B D
5891A FMTC/MEN 2A A
16 RO12P FMTC/MEN 2A A
MO918T MEN 2B D
13/14 VB0AM+VT78I1 FMTC/MEN 2A B
14/15 VB04M+5904C MEN 2B/MEN 2A D

Figura 3 — Tabla que resume las principales mutaciones
y el fenotipo con el que estdn asociadas, indicando en
cada caso el nivel de riesgo en el que se encuentran
segtn la American Tyroid Association.

sindrome que tiene diferentes variantes clinicas, cu-
yo factor comun es el desarrollo de MTC. Los 3
subtipos establecidos de MEN2 difieren en cuanto a
la incidencia, genética, edad de aparicién, asociacién
con otras enfermedades, agresividad y prondstico.
Casi todas las mutaciones se producen en la linea
germinal, de forma que se heredan, dando un patrén
de enfermedad familiar. Sin embargo, también tienen
lugar mutaciones somadticas, es decir, que ocurren
Gnicamente en el tumor [4].

2.1. MEN2A

Es la forma mds comtn de todos los sindromes
MEN2, representando el 55% de los casos. Como
podemos ver en la Figura 2, este sindrome no solo
desarrolla MTC, sino que tiene una alta tasa de
asociacién con feocromocitoma (tumor poco comun



de la glandula suprarrenal) e hiperplasia mdltiple
de la glandula del paratiroides, con una frecuencia
de aparicién del 50% y 25%, respectivamente. El
MTC es generalmente la primera manifestacion
del sindrome y la edad de aparicién del mismo se
sitda entre los 5 y 25 afios de edad. Esto indica que
las células C son mds susceptibles a la activacién
oncogénica de RET que las células de la médula
adrenal o del paratiroides [4][2].

Las mutaciones causantes de MEN2A afectan, en
la mayoria de los casos, el dominio extracelular rico
en cisteinas que hemos comentado anteriormente.
De hecho, la mutacién mds comun causante de este
subtipo de sindrome (80 %) tiene lugar en el codén 634
del ex6n 11, afectando a esta regién rica en cisteinas.
En la mitad de los casos de mutacién en 634 se trata
de una sustitucién de una cisteina por una arginina

(TGC a CGOQ).

2.2. MEN2B

Este sindrome es el que menos aparece en la po-
blacién (5-10% de todos los casos de MEN2), pero
el mds agresivo de todos. Al igual que el MEN2A
se caracteriza por el desarrollo de MTC y feocro-
mocitoma, pero en ausencia de hiperparatiroidismo.
También se caracteriza por la aparicién de neuromas
cutdneos, ganglioneuromas del intestino y habitos
marfanicos. Los pacientes con MEN2B suelen desa-
rrollar la enfermedad durante el primer afio de vida
con una morbididad y mortalidad mucho mayor que
la correspondiente a MEN2A. En muchos casos estos
pacientes no tienen una historia familiar relacionada
con la enfermedad, pues hasta el 50 % de los casos de
este sindrome son debidos a mutaciones de novo en
el gen RET de la linea germinal [2][3][5].

2.3. FMTC

Este subtipo de MEN2 es el menos agresivo, aunque
cada vez estd siendo diagnosticado en un ndmero
mayor de casos (35-40 %). La diferencia més significa-
tiva con respecto al MEN2A es la baja incidencia de
otras manifestaciones clinicas ademds del MTC, pero
aparte de este factor, diferenciar ambos sindromes es
una tarea que puede entrafiar una mayor complejidad.
En general, el FMTC es mas benigno que MEN2A o
MEN2B y algunos casos tienen una aparicion muy
tardia o incluso no hay manifestaciones clinica de la
enfermedad. No obstante, otros tantos casos demues-
tran que puede resultar en un MTC agresivo y acabar
con la muerte del paciente [2][3][5].

2.4. Enfermedad de Hirschsprung

La aganglionosis colénica congénita, o enfermedad
de Hirschsprung (HD, Hirschsprung Disease), afecta a
1 de cada 5.000 nuevos nacimientos. Esta enfermedad
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estd asociada con mutaciones en genes especificos
para la migracién de las células de la cresta neural al
tracto gastrointestinal durante el desarrollo embriona-
rio temprano. Las funciones de los productos génicos
que estan asociados con la HD incluyen factores de
transcripcién que regulan la expresién génica de las
células de la cresta neural y factores que participan en
vias de sefializacion entre las células mesenquimales
del intestino y las de la cresta neural. Una de las vias
de sefializaciébn mds importantes en este proceso es
en la que interviene el GDNF y su receptor, Ret. Esta
via de sefializacién se necesaria para la proliferacién
y mantenimiento de los progenotires de las porciones
distales del sistema neuronal entérico. Como hemos
comentado anteriormente, mutaciones en el gen RET
que provoquen una pérdida de funcién tan solo en
uno de los alelos provoca que la ruta no se desarrolle
correctamente, generando las malformaciones anorec-
tales tipicas de la HD [2][6].

3. TRATAMIENTOS ACTUALES

A continuacién veremos los diferentes tratamientos
que se estan llevando a cabo para tratar el MTC.
Una de las primeras vias de tratamiento es la cirugfa,
antes de realizar la cirugia los pacientes con sospecha
de MTC deben someterse a unas pruebas, ya sean
pruebas de imagen, para definir la extensién de la
enfermedad e identificar la presencia hiperparatiroi-
dismo, ademés deben de someterse a una evaluaciéon
bioquimica que incluye los niveles de principalmente
de calcitonina, entre otros. El primer tratamiento en
ambas formas tanto la hereditaria como la esporadica
es la tiroidectomia y la eliminacién de todo el tejido
neoplasico presente en el cuello. En los pacientes
portadores del gen MEN2, y debido a la alta probabi-
lidad de que desarrollen MTC durante su vida, estos
pacientes deben de ser sometidos a una tiroidectomia
profilactica [3]. En el caso de las mutaciones MEN
2A/FMTC deben de ser sometidos antes de los 5 afios
de vida, sin embargo en nifios con MEN 2B debe
realizarse la tiroidectomia lo antes posible, preferible-
mente antes del primer afio de vida. En el caso en el
cual no se pueda realizar la tiroidectomia es necesario
recurrir a tratamiento con farmacos como pueden ser
los inhibidores de tirosina quinasas [3].

3.1.

Los inhibidores de las tirosina quinasas son pe-
quefios compuestos orgdnicos que afectan a las qui-
nasas dependiente de tirosina, normalmente pertene-
cientes a vias oncogénicas, compitiendo con el sitio de
unién a ATP del dominio catalitico de la tirosina qui-
nasa. La ocupacién de este sitio inhibe la autofosforila-
cién y activacion de la tirosina quinasa evitando asf la
activacion de las vias de sefializacién intracelular. Los
TKIs pueden ser especificos para una o varias tirosinas
quinasas homologas. Por lo tanto una TKI puede

Inhibidores de la tirosinquinasa



tener como diana varias tirosina quinasas. Entre estas
dianas se encuentran otras que jueguen un papel
muy importante en el proceso tumoral como puede
ser MET (receptor para el factor de crecimiento de
hepatocito) importante en la tumorgénesis, el receptor
del factor de crecimiento vascular endotelial (VEGFR)
en concreto VEGFR-2 normalmente sobreexpresado
en ambos MTC que interviene en la angiogénesis y
finalmente en el receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGFR) que media en la accién de dife-
rentes factores de crecimiento. Hay gran cantidad de
farmacos que intervienen inhibiendo estos receptores
como podemos ver en la figura 4, principalmente nos
vamos a centrar en los cdncer de medula del tiroides
o MTCs.

Drug Pathway inhibited Thyroid cancer Responses
Sorafenib RAF, RET, VEGFR 30 DTC 7 (23%) PR;
16 (53%) SD (DTC)
Sorafenib RAF, RET, VEGFR 41 PTC 6 (15%) PR;
23 (56%) SD (PTC)
11 FTC No response (FTC)
4 ATC No response (ATC)
Sorafenib RAF, RET, VEGFR 32 DTC 8 (25%) PR;
11 (34%) SD (DTC)
Sorafenib RAF, RET, VEGFR 16 sporadic MTC 1 (6%) PR; 14 (88%) SD
Sorafenib RAF, RET, VEGFR 30 advanced 9 (30%) PR; 13 (36%) SD
thyroid carcinoma
Imatinib VEGFR-2, RET 15 MTC 4 (27%) SD (MTC)
Vandetanib ~ VEGFR-2, EGFR, RET 30 MTC hereditary 6 (20%) PR,
16 (53%) SD (MTC)
Vandetanib ~ VEGFR-2, EGFR, RET 19 MTC hereditary 3 (16%) PR,

10 (53%) SD (MTC)

Figura 4 — En la tabla se muestran algunos de los
inhibidores de tirosina quinasas (TKIs), sus diferentes
dianas, y la tasas de respuesta.

A parte de los que aparecen en la tabla hay otros
TKI como Cabozatinib (Figura 5) que actua sobre
RET, MET y VGERF-2, este fdrmaco esta destinado al
tratamiento de pacientes adultos con MTC localmente
avanzado o metastdsico ademds de otros tipos de
cancer como puede ser el de prostata. Comparado con
el placebo, cabozantinib aumenta significativamente
la supervivencia, reduciendo en un 72% el riesgo
de la progresion de la enfermedad o la muerte en
pacientes que no se pueden someter a cirugia que
estan adheridos a trials en fase III. In vitro ha sido
demostrado actividad inhibitoria frente RET, MET y
VGERF-2 ademas es capaz de frenar la proliferacion
de células que expresan la mutacion MEN 2A vy el
mutante C634W de RET.

Antes de utilizar estos farmacos existe la
posibilidad de testar la sensibilidad de las
células in vitro de cada paciente a los diferentes
TKIs incrementando asi la efectividad de estos
tratamientos. Los test in vitro de quimiosensibilidad
son capaces de predecir la efectividad en un
60% de los casos, en cambio un test negativo de
quimiosensibilidad es capaz de predecir un 90 %
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Figura 5 — Estructura de la molécula de Cabozan-
tinib - N-(4-((6,7-Dimethoxyquinolin-4-yl)oxy)phenyl)-
N’-(4-fluorophenyl)cyclopropane-1,1-dicarboxamide.
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de inefectividad. Por lo tanto es muy importante
ya que podemos personalizar los tratamientos con
inhibidores de las tirosina quinasas [7][8][9].

Aun asi es necesario buscar otras estrategias ya que
el tratamiento con inhibidores de tirosina quinasas tie-
ne efectos secundarios graves y el principal problema
es que as células tumorales normalmente son capaces
de desarrollar estrategias para evitar los efectos de
los agentes antineopldsicos y la selecciéon de clones
resistentes a la terapia son una de las razones del
fallo del tratamiento. Una falta de respuesta puede
ser por ejemplo, debido a que la inhibicién de la diana
provoca un aumento en las vias compensatorias, que
provocarian un aumento del crecimiento tumoral.

4. NUEVAS TERAPIAS: CRISPR/CAS9

Se basa en dos componentes: una enzima (Cas9)
y un RNA guia. Este ltimo tiene una parte que
es esencial para interactuar con la enzima y otra
parte para reconocer al DNA diana. Tras producirse
dicho reconocimiento, la actividad nucleasa va a
romper el ADN y a través de la maquinaria de la
célula se va reparar la rotura, en un proceso en
el cual se generardn indels (pequefias inserciones
y deleciones), es decir, mutaciones (Figura 8).
Por lo tanto CRISPR/Cas9 se ha considereado
desde sus inicios como un método para generar
mutantes, aunque con el paso del tiempo y tras
numerosos estudios, sus aplicaciones en el campo
de la biomedicina y la edicién genética han ido
amplidndose notablemente. Puedes eliminar los
sitios activos de la enzima y afiadir represores o
activadores o cualquier otro sistema que queramos
dirigir a cualquier parte del genoma y silenciar,
activar, medir la expresién, ver donde se expresan
los genes, etc. También se puede utilizar para realizar
una recombinacién homéloga de alta eficiencia, al
cortar el gen de interés y ser reemplazado por la
secuencia que se incorpora tras el RNA guia [10][11].
Este dltimo punto es en el que queremos hacer
hincapié, pues podria sernos de gran utilidad para
corregir el gen RET mutado del paciente y sustituirlo



por la secuencia del gen sin mutaciones. Dado el
patrén de herencia de las mutaciones que ocurren en
la linea germinal, la mayoria de los casos se pueden
prevenir con un diagnéstico pre-implantacional o al
recién nacido. Esto nos permitirfa poder corregir el
gen RET en los casos que fuera necesario y evitar
sufrir la enfermedad antes de que esta se inicie, sin
la necesidad de extirpaciones del tiroides u otras
gldndulas afectadas. Es de especial hincapié el hecho
de que estos diagndsticos se realicen lo antes posible,
pues hemos visto que algunas de las variantes

fenotipicas se desarrollan en el primer afio de vida
(MEN2B).
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Genedisrupt.ianbyinsanions Precise gene editing
or deletions (indels) (correction or insertion)
Figura 6 - Ejemplo de edicién génica usando

CRISPR/Cas9. La proteina Cas9 se une al ARN guia
(single guide RNA, sgRNA) y en presencia de la se-
cuencia complementaria al ADN, genera una rotura
de doble cadena. Esta rotura conduce a la activacién
de la maquinaria celular de reparacién del ADN que
cataliza la unién de extremos no homoélogos (NHE]) o
la reparacion homologa del dafio (HDR).

Uno de los usos que ha tenido este sistema
CRISPR/Cas9 ha sido en terapia génica somdtica
en ratén para el tratamiento de una enfermedad
metabdlica hepatica que implicaba una enzima del
ciclo de la urea (gen OTC mutado). De tal manera que,
a ratones que tenian esta mutacién en el gen OTC,
se les inyect6 via intravenosa el sistema (Cas9, ARN
guia y el ADN donante homélogo con la secuencia
corregida, no mutada), el cual fue capaz de llegar a
los hepatocitos, se introdujo en ellos y sustituy6 el gen
mutado por el donante homélogo en un 10 % de los
hepatocitos, suficiente para que los ratones mutantes
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sobrevivieran. En conclusion, el uso del sistema
CRISPR/Cas9 no implica modificaciones en la linea
germinal (transgénesis y ESCs), se puede utilizar en
células somaéticas, tanto en ratones como en otros
muchos modelos animales de experimentacién, hacen
de este sistema una clara ventaja en investigacion.

Una de las partes mds importantes para la
aplicacién de este sistema en clinica, es la necesidad
de un sistema de suministro (delivery), Aun asi el
método anterior tiene algunos inconvenientes ya que
esta relacionado con dafio en el higado y con una
disrupcién de la funcién cardiovascular. En el review
realizado por Li et al. [13] podemos ver las diferentes
opciones de distinta naturaleza que se usan para el
suministro del sistema CRISPR/Cas9.

5. CONCLUSIONES

El estudio de enfermedades monogénicas cuya re-
lacién genotipo-fenotipo es tan clara como en el caso
estudiado para las mutaciones en el gen RET, se hace
cada vez mds fundamental para el uso de nuevos
tratamientos mds eficaces y menos agresivos de la
enfermedad. En un campo en el que la medicina per-
sonalizada estd cobrando cada vez mdas importancia,
los nuevos sistemas de edicién génica aportan un
factor clave que puede acercarnos cada vez mads al
objetivo de la misma: que cada paciente tenga un
tratamiento en funcién de su genoma. Y esto se lleva
a cabo gracias al estudio genémico de la poblacién y
de los individuos, lo cual hace indispensable el uso
de la bioinformatica, una herramienta que desde hace
unas décadas se estd imponiendo como fundamental.
Eficacia, bajos costes, rapidez y seguridad, 4 factores
que se hacen muy necesarios para que la biomedicina
siga avanzando en el sentido correcto.
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Tratamientos actuales para la
epidermodisplasia verruciforme

Irene Aizpitarte Moran y Arturo Amarilla Gudifio

Resumen—La epidermodisplasia verruciforme es una genodermatosis autosémica recesiva rara asociada con un alto riesgo
de carcinoma, ademas de una susceptibilidad anormal a infecciones por el genotipo especifico beta del virus del papiloma
humano. Estudios recientes han demostrado que es causada por mutaciones en dos genes adyacentes localizados en el
cromosoma 17, EVER1/TMC6 y EVER2/TMC8. Estos genes codifican para proteinas transmembrana que se encuentran en el
reticulo endoplasmatico, las cuales pueden actuar como canales de iones y/o participar en la transduccion de sefiales. En este
articulo se muestran los tratamientos actuales preventivos de esta enfermedad, pues hoy dia no existe una terapia que pueda

erradicarla por completo.

Palabras Claves—Epidermodisplasia verruciforme, Genes EVER, Tratamiento, Virus del papiloma humano, Zinc.

1. INTRODUCCION

a epidermodisplasia verruciforme (EV), también
Lconocida como sindrome de Lewandowsky-Lutz o
“enfermedad del hombre arbol”, descrita por primera
vez en 1922 por dos dermatélogos alemanes, Félix
Lewandowsky y Wilhelm Lutz, es una genodermatosis
(enfermedad de origen genético que produce manifesta-
ciones en la piel) hereditaria, rara y universal, caracteri-
zada por una infeccién crénica del virus del papiloma
humano (VPH), que conlleva la aparicién de lesiones cu-
tdneas polimorfas y un riesgo elevado (30-60% de los pa-
cientes, alrededor de los 40-50 afos) de cancer de piel, en
concreto carcinoma espinocelular o de células escamosas
(CCE), localizado en las zonas expuestas al sol. No obs-
tante, en la mayoria de los casos los pacientes no llegan a
padecer melanoma y la metdastasis es infrecuente [1], [2].

Todo el proceso cancerigeno que produce el VPH en
los queratinocitos, se lleva a cabo siempre y cuando los
pacientes presenten mutaciones de pérdida de funcién en
uno de los dos genes adyacentes EVER1/TMC6 y
EVER2/TMCS, localizados en el brazo largo del cromo-
soma 17. Las mutaciones de estos genes provocan una
susceptibilidad a la infecciéon por subtipos especificos de
VPH pertenecientes al género beta, principalmente VPH5
y VPHS, que son ubicuos e inofensivos para los indivi-
duos sanos [2], [3].

En cuanto al diagnéstico de la EV, se basa en los ha-
llazgos clinicos e histolégicos. Una biopsia cutdnea evi-
dencia lesiones similares a verrugas planas con leve hi-
perqueratosis, hipergranulosis y acantosis u oscureci-
miento de la epidermis. Los queratinocitos de la capa su-
perior de la epidermis son més grandes, y presentan va-
cuolizacién perinuclear y un color palido azul grisaceo.
La infeccién por VPH puede detectarse igualmente efec-
tuando una hibridacién in situ o una inmunohistoquimica
con anticuerpos anti-VPH. El diagnéstico diferencial in-
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cluye el CCE, la acroqueratosis verruciforme, tinea versi-
color y verrugas con otros origenes [1], [2].

Por otro lado, se desconoce la prevalencia exacta de es-
ta enfermedad, aunque a dia de hoy se han descrito mas
de 200 casos, principalmente en Europa del Este, Polonia
y América Latina. Suele manifestarse en la primera infan-
cia (7,5% de los casos), infancia (61,5%) y adolescencia
(22%), con la aparicion progresiva de lesiones verrugosas
planas hiperpigmentadas, placas irregulares de color ma-
rrén-rojizo, lesiones seborreicas y manchas similares a las
de la pitiriasis versicolor en tronco, cuello, cara, antebra-
z0s y pies (zonas expuestas al sol) [1].

En la mayoria de casos, la EV se transmite de forma
autosdmica recesiva, aunque se han descrito igualmente
modos de trasmisién ligados al sexo y autosémicos do-
minantes, aunque en menor medida y muy poco estudia-

dos [1], [2].

2. GENES EVER

Los genes EVER1 y EVER2 se han detectado en lineas
celulares linfoblasticas (linfocitos T CD4+ y CD8+, linfoci-
tos B y células NK) asi como en células de la piel (quera-
tinocitos) mayoritariamente. Pertenecen a una familia de
canales proteicos transmembrana (TMC), que en algunos
casos como EVER1 y EVER2, sus funciones bioldgicas atin
estdn por determinar. Sin embargo, puede llegar a dedu-
cirse la funciéon de EVER1 y EVER2 por homologia con
otras proteinas TMC, de tal manera que pueden actuar
como canal de iones y/o en la transduccion de sefiales [3],
[4].

No obstante, si se sabe que EVER1 y EVER2 forman
parte de un complejo proteico en el reticulo endoplasmé-
tico celular que interacciona con el transportador de zinc
ZnT-1, influyendo en la localizacién intracelular y regu-
lando la actividad de factores de transcripcién inducidos
por este metal. Este transportador ZnT-1 es responsable
del flujo y resistencia a la toxicidad mediada por el zinc,
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el cual es esencial para una elevada variedad de meta-
loenzimas y factores de transcripcién. Sin embargo, las
concentraciones intracelulares de este metal son extrema-
damente bajas y estdn altamente controladas, pues pe-
quenias fluctuaciones en sus niveles originan cambios en
la transduccion y actividad de factores de transcripcién.
Por ello, debido a la toxicidad celular que puede provo-
car, el zinc activa varios mecanismos de proteccién, como
la induccién de transportadores ZnT-1, localizados prin-
cipalmente de forma vesicular [3].

De tal forma que, en los queratinocitos, la accién con-
junta de EVER1, EVER2 y ZnT-1 regula la distribucién del
zinc y modula su flujo hacia el niacleo celular. Debido a
esta compartimentalizacién, cambios nucleares en la con-
centraciéon de zinc, consecuencia de mutaciones en EVER1
y EVER2 haciendo que aumente la concentracién intranu-
clear del metal, podrian influenciar de forma significativa
en la funcién celular, pues se ha comprobado que quera-
tinocitos con mutaciones en estos genes crecen mas rapi-
do que queratinocitos normales [3].

En cuanto al papel que desempenan los genes EVER en
inmunologia, se sabe que la EV se caracteriza también por
una deficiencia del sistema inmune al genotipo especifico
beta del VPH (VPH5 y VPHS principalmente), asignada a
los queratinocitos. De tal manera que, estas células epi-
dérmicas contribuyen al sistema inmune cutdneo partici-
pando en la inflamacién local y respuesta inmune me-
diante la secreciéon o respuesta a varias citoquinas, facto-
res de crecimiento y quimioquinas. Por tanto, mutaciones
en estos genes EVER podrian afectar a varios puntos de la
respuesta del sistema inmune, conduciendo a la suscepti-
bilidad y persistencia de las lesiones producidas por el
VPH en la EV [2].

3. VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Son virus de ADN circular de doble cadena, pequefios,
sin envoltura y cépsida icosaédrica. Muestran un tropis-
mo estricto para los queratinocitos, los componentes ma-
yoritarios del epitelio pluriestratificado (piel o membra-
nas mucosas). La mayoria de los genomas de los VPHs
contienen entre 8 y 10 marcos abiertos de lectura (ORFs),
divididos funcionalmente en genes de expresién tempra-
na (E) y genes de expresion tardia (L) [2].

Los ORFs E1 y E2 codifican para proteinas involucra-
das en la replicacién del genoma viral, su segregacién en
la divisién celular de los queratinocitos y en la regulaciéon
de la transcripcion viral. Las proteinas E6 y E7 interac-
tdan con proteinas reguladoras del ciclo celular (promue-
ven la fase S e inhiben la apoptosis del queratinocito), y
E5 estd implicada en el crecimiento celular. Por otro lado,
los ORFs L1 y L2 codifican para la proteina mayor y me-
nor de la capsida, respectivamente (Figura 1) [2].

Estos VPHs no poseen las enzimas necesarias para re-
plicar su ADN, por lo que utilizan la maquinaria del que-
ratinocito ya diferenciado, que normalmente no se divide
y no replica su ADN. Por ello, los VPHs deben inducir la
sintesis del ADN celular, donde entran en juego princi-
palmente las proteinas E6 y E7, las cudles mantienen al
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queratinocito diferenciado en un estado propicio para la
replicacién del genoma viral y la expresion tardia de los
genes estructurales [2].

La proteina diana mas importante de E7 es la proteina
PRb, producto de un gen supresor tumoral. Esta proteina
es uno de los principales reguladores del ciclo celular, que
funciona uniéndose e inhibiendo la actividad del factor de
transcripcién E2F. Cuando pRb libera E2F, este activa la
expresion de genes implicados en la progresién en el ciclo
celular y en la sintesis de ADN. E7 se une a pRb inacti-
vandolo, de manera que la célula entra en la fase S del
ciclo celular y se activa la maquinaria de replicacién del
ADN, necesaria para la amplificacién del genoma viral
[2].

Por su parte, el producto del gen E6 se caracteriza por
su capacidad de mediar la destruccién de la proteina p53
(producto de otro gen supresor tumoral, cuya funcién
principal es la reparacién del ADN dafiado y la activacion
de la apoptosis cuando las lesiones no pueden repararse),
a través de la via proteolitica mediada por ubiquitina. De
esta forma, se inhibe la apoptosis de la célula infectada,
manteniéndola con vida hasta que ha generado una can-
tidad suficiente de progenie viral [2].

La accién conjunta de E7 (inhibiendo pRb) y E6 (de-
gradando p53) supone una potente combinacién oncogé-
nica, pues da como resultado la proliferacion descontro-
lada de las células o queratinocitos infectados por el virus
del papiloma humano.

En relacién con las proteinas EVER, se sabe que en los
queratinocitos son reguladores negativos de AP-1, el cual
es el principal factor de transcripciéon para el VPH. Por
tanto, una mutacién en cualquiera de los genes EVER
podria facilitar la transcripciéon del genoma viral, particu-
larmente la expresion de los genes E6 y E7, en base a AP-1
por no inhibirse. Asi pues, podria suponerse que las pro-
teinas EVER y ZnT-1 estan implicadas en el control de la
expresion de VPH [3].
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-~ N\
-
7906/1
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Figura 1. Organizacion genética del VPH. Imagen modificada de la
referencia 2.



4. TRATAMIENTOS ACTUALES

Aunque hoy dia la enfermedad no puede curarse to-
talmente, su prevencion es crucial. Se conocen algunas
alternativas terapéuticas para prevenir la enfermedad,
tanto intervenciones no quirdrgicas como quirargicas.

4.1. Intervenciones no quirdrgicas
» Pomada de imiquimod: se usa para tratar ciertos

tipos de queratosis actinicas, el carcinoma de célu-
las basales y verrugas. Es un modificador de la
respuesta inmunolégica, pues aumenta la activi-
dad del sistema inmunolégico del organismo in-
duciendo citocinas y quimiocinas con efectos anti-
viricos e inmunomoduladores. Sin embargo, no se
sabe con exactitud cémo acttia en las queratosis ac-
tinicas ni en el carcinoma de células basales [5], [6].
»  Quimioterapéutico 5-fluorouracilo: se utiliza para

tratar diversos tipos de cancer entre los que se en-
cuentra, al igual que en el caso anterior, el carci-
noma de células basales superficiales, ademds de
las queratosis actinicas. Su uso en estos casos der-
matolégicos también es topico. Forma parte de los
clasificados

quimioterapéuticos anticancerosos

como antimetabolitos, especificos del ciclo celular
[5], [6].

» Retinoides sistémicos: se usan comunmente para

el tratamiento del acné y la psoriasis, ademas de
en otras muchas enfermedades dermatolégicas, ta-
les como trastornos inflamatorios y de aumento de
la renovacién celular, canceres y fotoenvejecimien-
to, pues son reguladores proliferacion, diferencia-
cién y apoptosis celular. También se aplican de
forma tépica, aunque pueden emplearse por via
oral [5], [6].

> Interferén alfa: es utilizado para tratar diversas
afecciones mediante inyeccién, como infecciones
crénicas de hepatitis B y C, verrugas, melanomas,
etc. Al igual que el imiquimod, es otro modifica-
dor de la respuesta inmunolégica clasificado como
una citoquina, moviliza el sistema inmunitario pa-
ra combatir la enfermedad. De tal manera que, in-
terfiere en la replicacién de los virus en las células
hospedadoras, ya que se une a receptores en la su-
perficie de las células infectadas activando diferen-
tes vias de sefializacion en las que participan di-
versas proteinas antivirales. También activa ma-
créfagos y células NK e incrementa la presentacion
de antigenos a los linfocitos T [5], [6].

» Terapia fotodindmica con dc. 5-aminolevulinico:

se basa en la combinacién de sustancias fotosensi-
bilizantes con la exposicién a la luz para eliminar
mediante fotooxidacién células y/o tejidos tumo-
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rales. Es decir, el acido 5-aminolevulinico tépico
(fotosensibilizante) al ser iluminado con una luz
de longitud adecuada y en dosis suficiente, provo-
ca la destruccién de las células cancerigenas. Este
medicamento es utilizado también para tratar que-
ratosis actinica [5], [6].

4.2. Intervenciones quirdrgicas
» Crioterapia y cirugia o electrocirugia: se utilizan
como tratamientos para la eliminacién de las le-

siones benignas y premalignas, aunque la cirugia
también estd indicada para las lesiones malignas.
Tras estas terapias, los pacientes suelen ser trata-
dos con andlogos de colecalciferol o vitamina D, el
cual promueve la diferenciaciéon de queratinocitos
[5].

» Injertos o autotrasplantes: en los casos en que se

necesiten injertos de piel, como por ejemplo mul-
tiples lesiones malignas localizadas, los injertos o
autotrasplantes de piel de las zonas no afectadas
han dado buen resultado en la prevencién de un
mayor desarrollo de los cédnceres [5].

5. CONCLUSIONES

Las investigaciones realizadas hasta la fecha han de-
mostrado que la EV esta causada por infecciones de VPH
en aquellos pacientes que tienen mutaciones en los genes
EVER1 y EVER2, los cuales codifican para proteinas
transmembrana que podrian actuar como canales de io-
nes ademds de estar involucrados en las sefales de trans-
duccion. Estos genes EVER se expresan en varias células
linfoblasticas y en los queratinocitos.

Sin embargo, hoy dia no existe un tratamiento eficaz
que cure por completo la EV, tan s6lo hay técnicas clinicas
que ayudan a prevenirla y/o sobrellevarla. Por tanto, atin
se requieren de mayor cantidad de estudios asi como
numerosas investigaciones cientificas para poder mejorar
de forma mas eficaz el tratamiento de la enfermedad.
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Nuevos tratamientos en Diabetes Mellitus:
vias alternativas a la administracion de
Insulina

Loreto Gonzalez Gonzalez, Patricia Lerena Pérez

Resumen— Diabetes Mellitus es un desérden metabélico de etiologia multiple que afecta a millones de individuos a nivel
mundial. A dia de hoy, el principal tratamiento consiste en la administracion de insulina via subcutanea, via de administracion
que presenta diversos inconvenientes, muchos de ellos debidos al propio proceso de inyeccion. Debido a ello, se estan
estudiando vias de administracién alternativas como via oral, nasal, transdérmica o pulmonar. En el presente articulo se
exponen diversos sistemas de formulacién en estudio para poder adecuar la insulina a la administracién pulmonar, y se
detallan algunas insulinas inhaladas que han conseguido llegar al mercado, como Exubera® y Affreza®. Todo esto parece
indicar que la administracion de insulina inhalada via pulmonar es una realidad cada vez mas tangible para muchos diabéticos,

mejorando asi su calidad de vida.

Palabras Claves— Diabetes Mellitus, Insulina, Nanoparticulas, Via pulmonar.

1. INTRODUCCION

iabetes mellitus es descrita por la Organizacion Mun-

dial de la Salud (OMS) como un desorden metabdlico

de etiologia multiple, caracterizado por una hiper-
glucemia crénica con alteraciones en el metabolismo de
carbohidratos, lipidos y proteinas, como resultado de de-
fectos en la secreciéon de insulina o en la accién de la mis-
ma al no unirse correctamente a sus receptores [1]. Este
desorden metabdlico, independientemente de la causa
por la que haya sido originado, presentara siempre una
misma sintomatologia: la elevacién de los niveles de glu-
cosa en sangre o hiperglucemia. En funcién de su causa,
hay distintos tipos de diabetes [2], siendo los mas comu-
nes diabetes tipo I y diabetes tipo II, donde esta tltima es
la mas prevalente, constituyendo el 85% de los casos [3].
Entre ambas, encontramos las siguientes diferencias:

e Diabetes tipo I: la deficiencia de insulina es debida
a la destruccion, por respuesta autoinmune, de las
células productoras de insulina, situadas en los Is-
lotes de Langerhans, en pancreas, presentando asi
una deficiente secrecion de insulina.

e Diabetes tipo II: ocurre por deficiente unién de in-
sulina a sus receptores en la superficie celular de
determinados tejidos. Esto se debe a que estos re-
ceptores adquieren resistencia a unirse a insulina
[2].

A fecha de 2013, habia unos 382 millones de personas
aproximadamente afectadas de diabetes, y se espera que
en 2035, esta cifra haya aumentado a unos 592 millones
aproximadamente de afectados [3].

El tratamiento de la diabetes consiste basicamente en
una constante monitorizacién de los niveles de glucosa en
sangre, con su consecuente regulaciéon dentro de los nive-
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les correctos, mediante modificaciéon de la ingesta de car-
bohidratos, ejercicio fisico, y administracion de insulina
via subcutdnea [2]. La insulina es el dnico tratamiento
para los diabéticos tipo I, y también es necesaria para mu-
chos diabéticos tipo II, ya que aunque éstos disponen de
una amplia variedad de hipoglucemiantes orales (sulfo-
nilureas, biguanidinas, tiazolidinadionas, analogos pepti-
dicos de glugagoén, anédlogos de amilina, inhibidores de a-
glucosidasa, ...), en muchos casos estos farmacos no son
suficiente, y estos pacientes requieren también de la ad-
ministracién de insulina via subcutéanea [1].

La insulina, a dia de hoy, se administra principalmente
mediante inyecciones subcutdneas, pero esta via de ad-
ministraciéon presenta algunos inconvenientes como hi-
poglucemia, hiperinsulinemia periférica, lipoatrofia o
lipohiperatrofia local, obesidad (por terapia intensiva),
neuropatia insulinica, o presbicia insulinica. Ademas, la
dosis habitual de insulina es de hasta 4 inyecciones por
dia, lo cual puede ser incémodo en la rutina diaria de los
pacientes, [2] dificultando también el cumplimiento tera-
péutico por parte de los mismos [4]. Debido a estos in-
convenientes, se estan estudiando otras vias de adminis-
tracién menos invasivas como la via oral, bucal, pulmo-
nar, nasal, y transdérmica. Estos sistemas de liberacién no
invasivos deben ser seguros, practicos, discretos, rapidos
y faciles de usar. Algunos de éstos han intentado llegar al
mercado, como Oral-Lyn® (via bucal), V-Go® (via trans-
dérmica), Afrezza® y Exubera® (via pulmonar), sin em-
bargo, tampoco estan exentos de inconvenientes [4].

Actualmente se busca desarrollar sistemas de libera-
cién de insulina para inhalacién, ya que los pulmones
presentan como ventajas una gran drea superficial absor-
bente para el intercambio de solutos, una membrana mu-
cosa absorbente y delgada, y un buen riego sanguineo.
Sin embargo, la insulina no es un material susceptible de
ser respirado, por lo que es necesario realizar modifica-



ciones para conseguir una formulacién que si pueda ser
absorbida por los pulmones [4]. Un problema importante
en la via pulmonar para la administracion de insulina es
la pérdida de hasta el 90% de la misma, por ello el trata-
miento es potencialmente mas costoso [5].

2. SISTEMAS PARA LA ADMINISTRACION PULMONAR
DE INSULINA QUE HAN LLEGADO A SER
COMERCIALIZADOS

2.1. Exubera®

Insulina inhalada desarrollada por Pfizer Inc’s [1]. Fue
aprobada por FDA en enero de 2006 para el control de la
glucemia en adultos con diabetes tipo I y II [6], y en Eu-
ropa por EMA también en enero de 2006 [7], comenzando
su comercializacién en Espafia en junio de 2007.

Esta fue la primera insulina inhalada en ser comerciali-
zada [1], pero tuvo que ser retirada del mercado. Una de
las causas fue por su posible vinculacién con el cancer de
pulmoén, ya que en 7 pacientes fue detectado. Ademas,
sus ventas fueron escasas, y mas concretamente en Espa-
fia, s6lo a unos dos mil pacientes le fue prescrita [8]. Estas
reducidas ventas seguramente se deberfan a su volumi-
noso e incémodo inhalador (ver figura 1) y su elevado
precio, ya que no siendo mas efectiva que las insulinas
subcutdneas, su precio era entre un 20% y un 30% supe-
rior [9].

<

Fig. 1. Detalle del inhalador de Exubera®.

2.2. Afrezza®

Insulina inhalada desarrollada por Sanofi y MannKind
Corporation [10]. Fue aprobada por FDA en junio de 2014
para el control de la glucemia en adultos con diabetes tipo
Iy II [6]. Este medicamento esta constituido por una insu-
lina de accién rapida, dispuesta en un inhalador pequefio
y facil de usar, que es recargable con cartuchos de un solo
uso [1].

En cuanto a su formulacidn, la insulina es adsorbida
en microparticulas liofilizadas de bis-3,6-(4-
fumarilaminobutil)-2,5-dicetopiperacina (FDKP) en con-
diciones acidas suaves. FDKP es un excipiente inerte, que
es absorbido pero no metabolizado, de forma que se ex-
creta inalteradamente por via urinaria. Estas microparti-
culas tienen un tamafo de unos 2.5 pm, que como se deta-
lla mas adelante, es un tamafio dentro del rango 6ptimo
para una correcta y segura inhalacién y absorcién. Ade-
mas, estas microparticulas presentan una alta solubilidad
a pH superiores a 6, y debido a que el pH fisiolégico
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pulmonar esta en torno a 6.5-7, estas microparticulas se
disuelven facilmente al llegar a la zona alveolar, siendo
absorbidas hacia la circulacién sistémica [1].

Respecto al inhalador, presenta como ventajas su pe-
quefio tamafio que lo hace facilmente transportabley ser
reutilizable, la no necesidad de sincronizacién con la in-
halacién y la proteccién del polvo de insulina de la hu-
medad ambiental. La tinica consideracién a tener en cuen-
ta es que los cartuchos hay que conservarlos en frigorifi-
co, ya que deben estar a una temperatura entre 2 y 8 °C
hasta su utilizacion [1].

Sin embargo, este medicamento no estd exento de in-
convenientes. Estd contraindicada su administracién a
individuos fumadores, por el posible riesgo de disminu-
cién de la funcién pulmonar, y a individuos con asma,
EPOC (enfermedad pulmonar obstructiva crénica) u otras
patologias respiratorias de tipo crénico. Ademds, en al-
gunos pacientes se ha registrado produccién de hipoglu-
cemia, tos, dolor de garganta e irritacién [1].

3. NUEVOS SISTEMAS PARA LA ADMINISTRACION
PULMONAR DE INSULINA

A la hora de desarrollar la administraciéon por esta via,
hay que tener en cuenta que para que una sustancia con-
siga llegar y depositarse en el espacio alveolar, su tamafio
de particula debe ser entre 1 y 3 pm, ya que particulas
mas pequefias serdn exhaladas, y particulas mas grandes
seran tragadas o retenidas en las vias respiratorias supe-
riores. La formulacién ideal consistiria en una insulina en
polvo estable, con un tamafio de particula adecuado, y
con un uso limitado de excipientes [4].

3.1.Insulina pulverizada por atomizacion en seco
(Spray-dried)

La atomizacion en seco es una técnica muy usada en la
industria farmacéutica que consiste en la obtencién de un
polvo seco a partir de un liquido o suspensién por secado
rdpido con un gas caliente. Mediante esta técnica, se in-
cluy6 insulina en una formulaciéon con &cido acético e
hidréxido de amonio volétil, el cual desaparece casi por
completo al realizar la atomizacién. Esta solucién tiene un
pPH bajo, lo que favorece la inhibicién de la agregacion de
las moléculas de insulina, suceso importante para garan-
tizar la buena inspiracién y absorcién pulmonar de las
microparticulas de insulina. Respecto a los excipientes, el
acido aspartico facilita la repulsién de zinc (Zn), lo que
favorece la desintegracion de los agregados de insulina,
facilitando asi su paso a través del epitelio pulmonar, y el
acetato amonico ayuda en la induccion de formacion de
particulas muy pequenas y ausentes de humedad, contri-
buyendo a la facil inspiracion de las mismas [11]. Se ob-
tiene asi un polvo con un tamafio de particula adecuado,
que no se deposita en garganta ni en vias respiratorias
superiores [4].

Este sistema presenta como ventajas una buena capa-
cidad de vuelo de las particulas de insulina y por tanto
facilmente transportables en la respiracién, una baja capa-
cidad de agregacién de las particulas, un reducido uso de
excipientes, y la no necesidad de unas condiciones espe-



ciales de almacenamiento. Sin embargo, presenta como
inconvenientes la falta de estudios in vivo, y la ausencia
de estudios que prueben esta formulacién en los disposi-
tivos para inhalacién con los que seria administrada [4].

3.2. Insulina cargada en particulas de quitosano

El quitosano es un polisacarido cationico, de estructura
lineal, compuesto por p-(1,4)-D-glucosamina y N-acetil-D-
glucosamina. Ha sido usado para potenciar la absorcién
de moléculas hidrofilicas, como la insulina. El quitosano,
es sensible a pH, de forma que al llegar a sangre, a ese pH
sera degradado, permitiendo la liberaciéon de insulina [2].
Es una molécula biodegradable y biocompatible, no t6xi-
ca, y susceptible de formar nanoparticulas poliméricas
ramificadas, ademas de ser mucoadhesivo [4].

Estas nanoparticulas se obtienen mediante gelificacién
iénica usando reticulacién electrostatica reversible, un
método que no necesita de la utilizacion de disolventes
organicos, los cuales presentan cierta toxicidad y son difi-
ciles de eliminar [12]. Ademas, en este proceso de reticu-
lacién se emplea tripolifosfato pentasédico, que incre-
menta la cohesién entre polimero e insulina, lo que se
traduce en una difusién retardada en el tiempo [4].

Estas nanoparticulas presentan un buen perfil hipoglu-
cémico. Mediante un estudio de microscopia confocal, se
revel6 una homogénea distribucion de las mismas a lo
largo del epitelio pulmonar. En ensayos in vivo se demos-
tr6 que estas nanoparticulas disminuyen la glucosa en
sangre un 60% tras 1h de la administracién, y el efecto
hipoglucémico se mantiene hasta 240 minutos. De hecho,
la reduccién de la glucosa en plasma tras 1h de su admi-
nistraciéon fue similar al efecto hipoglucémico inducido
por la administracion subcutanea de insulina [4].

Este sistema presenta como ventajas un buen efecto
hipoglucémico, ausencia de sustancias téxicas en su es-
tructura, capacidad de evitar a macréfagos alveolares,
buenas caracteristicas de mucoadhesividad y permeabili-
zacién, y una difusioén retardada en el tiempo. Sin embar-
go, presenta inconvenientes como la necesidad de admi-
nistrar altas dosis de insulina, baja biodisponibilidad y
biopotencia, falta de estudios en los que se use insulina
subcutdnea como control comparando, y ausencia de es-
tudios que prueben esta formulaciéon en los dispositivos
para inhalacién con los que seria administrada [4].

3.3. Nanoparticulas lipidicas

Estas nanoparticulas formadas por lipidos en estado séli-
do (NLS) son submicrones, de unos 50-1000 nm de diame-
tro, que forman transportadores coloidales de lipidos s6-
lidos a temperatura ambiente [2].

Su sintesis se realiza mediante el método de emulsiéon
reversa de doble micela [13], donde los lipidos mas em-
pleados, por sus buenas propiedades, son el dcido palmi-
tico y el acido estearico [2].

Se han realizado estudios comparando esta insulina in-
halada con su administracién subcutdnea, y se observé
que, tras 1h de la administracién, la insulina inhalada
producia un efecto hipoglucémico rapido y sostenido en
el tiempo, a diferencia de la insulina subcutdnea, que
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producia un efecto hipoglucémico mas agudo y corto,
observandose un mejor perfil en la insulina inhalada [4].

Este sistema presenta como ventajas que son nanoparti-
culas biodegradables, incrementan la biodisponibilidad
de insulina, tienen un amplio tiempo de residencia en
sangre, una alta tolerabilidad [2], se ha optimizado su uso
en inhaladores, protegen a la insulina de su degradacién,
evitan que ocurra agregacién de las moléculas de insuli-
na, tienen un efecto hipoglucemiante rapido y prolonga-
do en el tiempo, y ofrecen la posibilidad de obtener un
perfil de liberacién bifasico de insulina. Sin embargo, pre-
senta inconvenientes como la unién de estas particulas al
tejido pulmonar [4].

3.4.Nanoparticulas con polimeros anfipaticos
liofilizadas

Se han usado diferentes polimeros anfipaticos como Solu-
pus®, Pluronic® F68, Pluronic® F108 y Pluronic® F127 para
producir formulaciones de micelas liofilizadas para la
inhalacién de insulina [14]. Estas formulaciones también
contienen &4cido fenilborénico (PBA) el cual influye en la
liberacién in vitro de insulina. Se consigue un tamario de
particula de menos de 6 micras, es decir, compatible con
una buena disposicién en los pulmones [9].

Las micelas liofilizadas permiten obtener una formula-
cion pulverizada. Estos polvos para inhalaciéon son for-
mulaciones muy ventajosas ya que presentan una mayor
estabilidad a largo plazo [14].

Tras realizarse estudios de liberacion de insulina en pre-
sencia y en ausencia de glucosa, se observé que los poli-
meros Pluronic® F68, Pluronic® F108 mostraban una libe-
racion de insulina mas rapida que Solupus® y Pluronic®
F127, que fue mas sostenida en el tiempo. Asi, depen-
diendo del polimero, se podrian emplear los primeros
para una accién mds inmediata o rdpida y los segundos
para formulaciones de liberacién sostenida. De esta for-
ma, con una adecuada mezcla de polimeros, se podrian
lograr tanto efecto hipoglucémico post-prandial como de
accion prolongada. Como ya se ha mencionado, el PBA
permite que la liberacién de la glucosa sea mas rapida y
no le confiere propiedades no deseadas a la formulacion
[14]. Numerosos estudios llegan a la conclusién de que el
polimero Pluronic® F127 es el que presenta las caracteris-
ticas mds interesantes y prometedoras para la administra-
cién pulmonar de la insulina. Aun asi, deben realizarse
mas estudios in vivo en diferentes modelos animales [14].

3.5.Nanoesferas supramoleculares de €-poli-L-
Lisina

La formulacién de estas nanoparticulas esféricas consiste
en el auto ensamblaje de insulina en intrananoesferas
(INS) por un método de separacion de fases inducido
térmicamente. La superficie de la nanoparticula estd fun-
cionalizada con e-poli-L-Lisina (EPL), un péptido catiéni-
co. La nanoesfera tiene un didmetro de 150-200 nm.

La distribucién pulmonar de estas nanoesferas parece
adecuada, ya que después de haber realizado estudios en
ratones, se observé que a los 30 minutos de su adminis-
tracioén, las nanoparticulas estaban depositadas correcta-



mente. Una vez que las nanoparticulas estan depositadas,
éstas deben difundir entre el epitelio alveolar y el epitelio
capilar. El EPL es rico en residuos de lisina y esta cargado
positivamente, pudiendo ademads transportar moléculas
cargadas. El mecanismo de translocacién no esta claro,
pero parece ser endocitosis adsortiva desencadenada por
interacciones electrostaticas de las moléculas cargadas
positivamente de los péptidos y las cargadas negativa-
mente de las proteinas de membrana [15].

El analisis farmacocinético en ratones diabéticos indico
un aumento del farmaco en sangre, es decir, la insulina
llegaba al torrente sanguineo, pudiendo ejercer su accién,
con una semivida de hora y media aproximadamente, lo
que indicaba una rapida absorcién [15].

5. CONCLUSIONES

La obtencién de sistemas de liberaciéon de insulina via
pulmonar es laboriosa pero muy diversa, habiendo mu-
chos estudios sobre ello. Sin embargo, para que realmente
sustituya a la insulina via subcutdnea, hay que tener en
cuenta otras consideraciones, como el precio, que debe ser
lo suficientemente atractivo para ser sustituto de insulina
subcutdnea, ya que estos nuevos métodos de liberacion
generalmente presentan una baja biopotencia y biodispo-
nibilidad, lo que requiere la administracién de una gran
cantidad de insulina, incrementandose asi el coste del
producto. Ademas, es necesaria la realizacién de mas es-
tudios sobre la ingenierfa y el disefio de los dispositivos
de inhalacion.

Sin embargo, la insulina inhalada podria considerarse
una realidad para muchos diabéticos insulinodependien-
tes, evitdndose a estos pacientes los inconvenientes aso-
ciados a las formulaciones actuales subcuténeas.

Aunque se disponen de numerosos estudios sobre for-
mulaciones para conseguir insulina inhalada, atin son
necesarios mas estudios, tanto en base a comparar la efi-
cacia de estos nuevos tratamientos con los actuales, como
en base al dispositivo inhalador. Parece asi que en un fu-
turo no muy lejano sera posible tratar la diabetes median-
te la administraciéon de insulina via pulmonar, mejorando
la calidad de vida de estos pacientes.
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Bacterias productoras de polimeros para su
utilizacion como plasticos biodegradables

MP Eugenia Ibafiez Lopez

Resumen—E avance de las investigaciones cientificas para desarrollar nuevas técnicas que satisfagan nuestras necesidades
pero que a su vez, sean compatibles con el medio ambiente, esta dando como resultado la investigacion y el trabajo con
bacterias que producen polimeros, como es el caso de los polihidroxialcanoatos. Su utilizacion como plasticos sustitutos delos
derivados del petréleo, al ser estos biodegradables, evita su persistencia en el medio y facilita todos los procesos de
tratamiento, reciclaje etc., una vez que acaba su vida util. De este modo se consigue una materia prima renovable y se
obtienen productos degradables. Se podria decir pues, que cumple el séptimo y decimo mandamiento de la quimica verde.

Palabras Clave s— Bacterias, Biodegradable, Plasticos-sustitutos, Polihidroxialcanoatos, Renovable

1. INTRODUCCION

| empleo de materiales plasticos en la sociedad esta

a la orden del dia, actualmente se consumen en

torno a cuatro millones de toneladas de plasticos
solo en Espaia [1], y debido a la mala separacion que se
realiza, no todos son tratados correctamente. Esto
conlleva que una gran parte se acumule en el
medioambiente, en parte también debido a la resistencia
que presentan a la hora de poder ser degradados por
microorganismos (biodegradacion). La degradacion
puede tardar mas de 500 afios y en la mayoria de los
casos no es completa, sino que se forman pequefas
particulas plasticas que quedan disponibles en el medio.
En el caso de que el material se encuentre en al agua,
ademas de provocar dafios por ingestion o
atragantamiento, se pueden acumular en el organismo
(bioacumulacién) y de esta forma pueden entrar en la
cadena tréfica (no obstante aln no se esta seguro que
esto pueda llegar a ocurrir). Asimismo los plasticos
pueden acumular por adherencia compuestos quimicos
téxicos como los derivados del fenol, que no son solubles
en agua.

Los plasticos son materiales sintéticos obtenidos al
tratar los &tomos de carbono. Normalmente son
derivados del petréleo, debido a sus propiedades, puesto
que son impermeables, poseen una baja relacion
peso/volumen, y también son resistentes a diversos
agentes fisicos, quimicos y biolégicos. Todo esto sumado
a que son de facil produccién y con un bajo coste
asociado, hace que sean ampliamente usados. [2]

Estas son las razones por las que se estan buscando
alternativas a estos los plasticos derivados del petréleo,
intentando generar plasticos degradables aunque con las
mismas propiedades.
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2. PLASTICOS BIODEGRADABLES

2.1. Bioplasticos

Se trata de un plastico producido con materias primas
organicas renovables, con lo cual al final de sus vidas
utiles se trata como residuos organicos, lo que facilita su
gestién ya que son de facil degradacion y tiene lugar en
un corto periodo de tiempo. El beneficio de este material
ecoldgico, es que se trata de una sustancia fuerte y
resistente que sirve de base para la elaboracion de
numerosos productos plasticos no contaminantes. La
norma europea UNE 13432 especifica los requisitos y
procedimientos para determinar la biodegradabilidad y
compostabilidad de este material, por lo que debemos
tener en consideracién que no todos los plasticos
biodegradables son compostables y viceversa. [6]

2.2. Polihidroxialcanoatos (PHA)

Los PHA son polimeros naturales producidos por
bacterias. Estos polimeros son generados como
sustancias de reservas a partir de fuentes organicas por
fermentacion del azucar o lipidos, como carbohidratos
(glucosa o sacarosa) o hidrocarburos y son utilizados
después bajo situaciones de estrés o carencia de algun
tipo de nutriente. Con lo cual son una fuente de carbono y
de energia. [2, 3, 5] Son poliésteres lineales formados por
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unidades o monomeros de hidroxiacilos polimerizados.

(Figura 1). Se pueden confrontar diversos monomeros
de bacterias para formar un PHA. (Figura 2)
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diversas bacterias.

Los polihidroxialcanoatos mas comunes que se
pueden encontrar son: P3HB (acido polihidrixibutirico),
PLA (poliacido lactico o polilactida), PGA (acido
poliglicélico), P3HV (poly(3-hidroxivalerato)), P(3-HHXx)
(poli(3-hidroxihaxanoato)). Dependiendo de la longitud de
la cadena carbonatada lateral (R), podemos encontrar
PHA: de cadena lateral corta, sc-PHA, si R contiene de
1-2 atomos de carbono, de cadena lateral media, mck
PHA, si R contiene de 3 a 13 atomos de carbono y de
cadena lateral larga, /cFPHA, si R comprende mas de 14
atomos de carbono. [3]

En funciéon del tipo de cadena lateral y del grupo
funcional, variaran las propiedades del polimero como el
punto de fusién y la cristalinidad del bioplastico, lo cual
determina el tipo de proceso que se requiere para
tratarlo, obtenerlo y la aplicacion final que éste puede
tener. [2]

2.2. Bacterias productoras de PHA

Desde que Maurice Lemoigne descubrié en 1926 que la
bacteria Bacillus megaterium produce el PHA
denominado polihidroxibutirato (PHB), [2] se han
encontrado mas de 300 bacterias capaces de producir
PHA.

Los PHA sintetizados intracelularmente se acumulan
dentro de la célula bacteriana, en grandes cantidades y
en forma de granulos (Figura 3), llegando a constituir el
90% de la biomasa. (Tabla 1). La cantidad de polimero
acumulado depende de la especie, la cepa y las
condiciones en las que se cultiva en el laboratorio.
Condiciones de desequilibrio en el aporte de nutrientes al
medio o al caldo de cultivo donde se encuentran las
bacterias, provocan un aumento de la produccién. Para
producir PHA, son condiciones favorables aquellas en las
que hay una concentracion alta de fuente de carbono
(que la bacteria utilizara como materia prima para
sintetizar el PHA), ademas existen limitaciones para el
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crecimiento, como los niveles de oxigeno bajos o la
escasez de otros nutrientes. Por ello, cuando se da de
comer en exceso a la bacteria pero de forma discontinua
y desproporcionada, la bacteria, en vez de multiplicarse,
“engorda” produciendo PHA de reserva. [2]

Fig. 3. lzquierda: granulos de PHB (color claro) en cepa no mutante
de la bacteria Azotobacter vinelandii. Derecha: cepa mutante de la
misma bacteria. Se produce mas PHB (granulos mas grandes),
provocando gue las bacterias aumenten de tamafio.

La produccién de estos polimeros no se limita a un
solo tipo de bacteria, sino que bacterias tanto Gram-
como Gram+, pertenecientes a diversos géneros y
especies son capaces de producirlos.

2.3. Degradacion de los PHA

Esta es una de las grandes ventajas y el punto fuerte de
los PHA, ya que pueden ser degradados por
microorganismos. Al igual que son producidos por
bacterias, hay microorganismos que poseen técnicas
especiales necesarias para poder degradarlos. Dado que
las bacterias los producen como sustancias de reserva
deben poder utilizarlos y para ello deben

TABLA1
ALGUNAS DE LAS BACTERIAS MAS IMPORTANTES

PRODUCTORAS DE PHA

Bacterias que acumulan PHA

| Bacteria % de peso seco

Ralstonia eutropha %6
Rhodobacter a0
Azospirillum 73
Azotobacter 73
Methylocystis 70
Leptothrix &7
Pseudomonas LT
Baggiatoa 57
Rhizobium )

Fuente: htip:/wanw.bicpolymer.nst

descomponerlos. Esto ocurre gracias a una enzima
llamada depolimerasa que rompe el polimero obteniendo
monomeros (hidroxialcanoatos). Estas moléculas de bajo



peso molecular si pueden ser facilmente asimiladas, no
solo por estos organismos especificos, sino también por
otro gran numero de organismos que son capaces de
degradar moléculas mas simples. [5]

Los microorganismo capaces de realizar este proceso
son bacterias (Gram-, Gram+, actinobacterias), levaduras
y hongos, los cuales se pueden encontrar en cualquier
lugar, en el suelo o en el agua, y no necesitan unos
requerimiento especificos, con lo cual, garantizando su
presencia, se garantiza que se produzca la
biodegradacion. [2]

3. MODIFICACION DE BACTERIAS

Al igual que la biodegracion es el gran punto fuerte de los
PHA, el mayor inconveniente es que desde el punto de
vista meramente economico a dia de hoy no es
competitivo. Esto ha incentivado la investigacién en
distinto ambitos tanto de produccion como de sintesis,
para lograr abaratar costes.

La modificacion genética de cepas bacterianas es una
de la alternativas estudiadas para hacerlos mas
competitivos. Los genes que contienen la informacion
genética para la produccion de PHA fueron aislados de
Wautersia eutropha en 1988. Esos genes se han
introducido en otras bacterias que no producen PHA,
como Escherichia coli, volviéndolas productoras. [2]

Generalmente las bacterias productoras de PHA
necesitan temperaturas relativamente bajas para crecer,
su tiempo de generacion es normalmente largo, es dificil
romper la membrana celular (lisar) y poseen las enzimas
necesarias para degradar el polimero acumulado. Es por
esto que se utiliza Escherichia coli para producir PHA
indirectamente. E.coli ha sido ampliamente estudiada y
se conoce bastante bien, crece rapido, es facil de lisar y
manejar en el laboratorio y no puede degradar PHA. Por
ello se han introducido los genes PHA de varias especies
bacterianas y los genes necesarios para la sintesis de
PHB de Azotobacter (phaB, phaA y phaC) en E.col,
obteniéndose buenos rendimientos en cuanto a la
produccion del polimero. Asimismo, al no poseer enzimas
que degraden a los PHA, permite la acumulacion de
polimero con un elevado peso molecular. [4]

4, PANORAMA ACTUAL

Todavia queda mucho por estudiar acerca de los PHA,
los resultados obtenidos en el laboratorio abren el camino
para investigar la conexion entre los factores que regulan
la degradacion de PHA y las redes globales de
adaptabilidad bacteriana al ambiente.

Para poder desarrollar un proceso de produccion de
PHAs mediante fermentacién utilizando
microorganismos, es necesario optimizar el rendimiento y
la facilidad de purificacion del polimero vy
fundamentalmente abaratar el coste de los sustratos
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utilizados para su obtencion.

Existen varios procesos desarrollados para la
produccion de PHA por fermentacion a partir de sustratos
economicos: en Brasil se producen a partir de melaza de
cana, y en Estados Unidos y Corea a partir de varios
sustratos de origen vegetal. [4]

Sin embargo, las investigaciones actuales se centran
en una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de
los microorganismos, especificamente su capacidad para
biodegradar total o parcialmente una amplia gama de
compuestos. [7] La sociedad esta mas interesada en
intentar mitigar el problema que en solucionarlo de raiz,
promoviendo la eliminacion del plastico convencional. Es
por esto, junto con la poca competitividad actual de los
bioplasticos que las investigaciones no disponen de
financiacion suficiente que permita realizar avances
sustanciales en este terreno.

5. CONCLUSIONES

Los plasticos derivados del petréleo, aunque son baratos
de obtener, repercuten seriamente en el medioambiente.
Por ello la reciente linea de investigacion que gira en
torno a los plasticos degradables deberia ser una clara
alternativa aunque actualmente se encuentre estancada.
El coste de produccién de los bioplasticos no es
competitivo si se compara con los plasticos
convencionales, pero se deberia aprovechar la gran
oportunidad que brindan los microorganismos al generar
estos polimeros, ya sea mejorando las técnicas para
sintetizarlos o modificando las cepas de bacterias
productoras e incluso insertando los genes necesarios
para la produccion en otras bacterias, aportando un claro
beneficio a la hora de obtener el polimero.

Si se abren nuevas lineas de investigacion o se
incrementan los esfuerzos en este campo, se lograra un
abaratamiento de los costes, informando a las personas
de que existe esta alternativa, puede haber un aumento
de la demanda, lo que a su vez abarata costes y
promueve la investigacion. El trabajo en este campo da
como resultado la adquisicion de informacién vy
conocimientos que suponen un beneficio no solo en la
mejora de este tipo de técnicas, sino que abre las puertas
para poder colaborar con otras lineas de investigacion
que puedan estar relacionadas.

Una investigacion paralela a ésta seria el estudio de



bacterias degradadoras de hidrocarburos ya que ambas
lineas de trabajo pueden complementarse, aunque una
este mas encaminada a la biorremediacion y tratamiento
posterior y otra a una accioén anterior de prevencion y
reduccion.

Asi pues se consigue de manera directa una mejora
del ambiente y la calidad de vida, con todo lo que ello

conlleva.
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Los movimientos ‘anti-vacunas’. s Un peligro
para la salud mundial?

Ana Belén Diaz Méndez

Resumen—Como sabemos, la vacuna es uno de los mayores logros de la medicina, ya que permite salvar millones de vidas
cada afio y ha conseguido acabar con varias enfermedades, sin embargo, existen colectivos, los ‘anti-vacunas’, que
argumentan que son un peligro para la humanidad, pero ¢ el peligro esta en las vacunas o en los anti-vacunas?

Palabras Claves — vacunas, enfermedades, sociedad, autismo, sarampion.

Las vacunas son preparaciones destinadas a generar
inmunidad contra una enfermedad estimulando la

produccién de anticuerpos en el organismo capaces
de neutralizar patégenos extrafios [1]. En cuanto a sus
principales caracteristicas, estas deben ser seguras y no
causar muerte ni enfermedad, deben proteger a largo pla-
zo contra enfermedades provocadas por patégenos vivos
y sus efectos secundarios deben ser minimos [2].

Las vacunas se pueden administrar por diferentes vias,
aunque la mds comun suele ser la inyeccién, y existen
distintos tipos de vacunas. Tenemos las vacunas atenua-
das, inactivadas, de subunidades, toxoides, recombinan-
tes y de ADN, aunque estas tltimas atin se encuentran en
fase experimental [3].

La primera vacuna fue disefiada por Jenner en el afio
1796 y fue contra la viruela. Casi un siglo después, en el
afio 1885, Pasteur procede a la vacunacién contra la rabia
y fue aproximadamente desde finales del siglo XIX, cuan-
do comienza el ‘boom’ de las vacunas, apareciendo vacu-
nas contra distintos tipos de enfermedades gracias a los
avances en biologia [4].

Asi, desde que aparecieron las vacunas, se han salvado
millones de vidas y se han combatido varias efermedades,
como la viruela, ademds, se ha conseguido reducir la mor-
talidad que causan ciertas enfermedades, por ejemplo, se
ha disminuido la mortalidad mundial por sarampién has-
ta un 74% [1]. A pesar de esto, la administracién de vacu-
nas ha sido un tema muy controvertido a lo largo de la
historia, teniendo tanto defensores como enemigos. Aun-
que existan numerosos estudios cientificos que defienden
el uso de las vacunas y su seguridad, acompafiados de
datos tan importantes, como es la prevencién de al menos
2-3 millones de muertes anuales, existen muchos colecti-
vos, denominados coloquialmente como ‘anti-vacunas’
que estdn totalmente en contra de la vacunacién y ofrecen
distintos argumentos contra estas [3][4].

Por un lado, algunos colectivos religiosos como los Tes-
tigos de Jehov4, consideran que la vacunacién supone un
‘crimen contra la humanidad’, y por otro lado, existen
otros colectivos que consideran que las vacunas llevan
adyuvantes muy peligrosos para la salud, o que dentro de
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sus efectos secundarios se encuentran el desencadena-
miento de otras enfermedades, como por ejemplo el au-
tismo. Ademads, se piensa que la vacunacién a nifios su-
pone una privacién de su libertad y que simplemente una
buena higiene y alimentacién puede prevenir todas las
enfermedades que las vacunas han podido controlar
[1][5][6]. El resultado de estos pensamientos se ha tradu-
cido en un reciente incremento de personas sin vacunar,
especialmente nifios, con fatales consecuencias.

Actualmente, estos movimientos anti-vacunas han
provocado la reapariciéon de enfermedades que ya se
creian erradicadas o al menos casi controladas. Como se
ha comentado anteriormente, gracias a la vacunacién se
ha conseguido disminuir la mortalidad por sarampién un
74%, y uno de los objetivos que tenfa la OMS para el pa-
sado afio 2015 era erradicar totalmente esta enfermedad,
sin embargo esto no ha sido posible debido a estos colec-
tivos [1][7]. De hecho, se podria decir que sus propdsitos
se han quedado bastante alejados de la realidad, y es que
han resurgido brotes de la enfermedad por todo el mundo

[7].

Aunque los brotes que han surgido en paises como Es-
pafia, entre otros, han sido generalmente pequeiios y no
se han cobrado ninguna vida, lo cierto es que la decisién
de un pequefio colectivo de no vacunar a los nifios no
pone en riesgo solo la vida de estos, sino que también
pone en riesgo la vida de otras personas a su alrededor,
especialmente de aquellas que no tienen recursos para
poder vacunarse o de nifios que atn no tienen la edad
suficiente para ser vacunados. Un ejemplo caracteristico
fue el brote de sarampidn en el afio 2010 en el barrio del
Albaicin, en Granada, donde se infectaron 308 personas y
el foco de la infeccién fue un colegio en el que el porcenta-
je de inmunizados apenas llegaba al 60% [7] [8].

En definitiva, la decisién de una familia de no vacunar
a su hijo, afecta directamente a un centenar de personas.
Afortunadamente, los colectivos anti-vacunas son bastan-
te bajos, aunque si navegamos un poco por internet po-
demos ver cientos de pédginas y asociaciones que dan pu-
blicidad negativa a las vacunas y aportan pruebas bastan-
te dudosas contra ellas. Un ejemplo caracteristico es el de
la publicacién de un articulo de Andrew Wakelfield (gran



defensor del movimiento contra la vacunacion) en el afio
1998, donde asegura que la vacuna triple virica contra el
sarampion, las paperas y la rubeola causaba autismo. Este
estudio, publicado en The Lancet, result6 ser un fraude,
sin embargo, esto no impidi6 que se frensase el movi-
miento contra la vacunacién y cientos de familias decidie-
ron no vacunar a sus hijos [9].

En su estudio, Wakelfield apunté que en 12 nifios au-
tistas entre 3 y 10 afios, se observaron patrones de desa-
rrollo similares justo después de administrar la vacuna,
como la pérdida de habilidades cognitivas, incluido el
lenguaje. Después de unos estudios, este médico concluyé
que la causa del autismo presente en estos nifios posible-
mente se debia al exceso de neuropéptidos téxicos con
accién opidcea que podian alterar las funciones cerebrales
en un estadio precoz del desarrollo [10].

Otra teorfa se centré en la presencia de timerosal en la
vacuna, que es una combinacién de etilmercurio y tiosali-
cilato que se usa como preservante. Inicialmente se pensé
que el mercurio podria resultar téxico, afectando al desa-
rrollo neurocognitivo, sin embargo, numerosos estudios
llevados a cabo en nifos autistas inmunazados con vacu-
nas con y sin timerosal demostraron que no existe ningu-
na relacién entre el timerosal y el autismo, de hecho, en
California se disminuyé el uso de timerosal en vacunas
durante el afio 2001, y en el afio 2004, se eliminé su uso
por completo, y tras esto se observé que habia la misma
incidencia de autismo, o incluso mayor, que cuando se
usaba el timerosal como preservante [10].

Una década después y varios estudios que demuestran
que el autismo no es producido por ningtn tipo de vacu-
nas no ha sido suficiente para que la gente confie en las
vacunas. De hecho, ain existen familias que afirman que
sus hijos han desarrollado la enfermedad justo después
de una vacuna, y esto se puede justificar perfectamente,
ya que las primeras evidencias de autismo suelen apare-
cer antes de los 30 meses de vida de los nifios, y coincide
aproximadamente con el calendario de vacunacién [11].

CONCLUSIONES

La vacuna ha sido uno de los grandes avances en la medi-
cina, y lo seguird siendo, ya que es uno de los pocos ins-
trumentos que nos puede permitir erradicar enfermeda-
des tanto infecciosas como no infecciosas, ya que actual-
mente se estdn investigando vacunas capaces de tratar el
cancer.

Los pensamientos filoséficos o religiosos de ciertos colec-
tivos, la falta de informacién y la desconfianza suponen
un gran riesgo para nuestra salud. Aunque estos grupos
de personas son relativamente pequefios, como ya hemos
dicho anteriormente, tienen gran poder, ya que unos po-
cos nifios no vacunados en un colegio pueden desencade-
nar brotes que afecten a cientos o miles de personas. Esto
nos lleva a preguntarnos, ;Qué pasaria si estos colectivos
ganan fuerza? Posiblemente se desencadenarian enfer-
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medades que no podrian ser controladas facilmente, pro-
vocando miles de infecciones y muertes a nivel mundial,
y no solo a nivel regional.

Por ello, es importante intentar concienciar a la pobla-
cién sobre los beneficios de las vacunas, y hablar de los
peligros que puede suponer intentar vivir al margen de
ellas. Por otro lado, es importante luchar para que las va-
cunas puedan llegar a todo el mundo, ya que hay miles
de personas que, a pesar de querer ser vacunadas, no dis-
ponen de los recursos necesarios para ello y esto pone sus
vidas en peligro. Esto se puede llegar a conseguir con
charlas informativas en centros de salud, colegios, etc. y
también gracias a los medios de comunicacién.

Finalmente, pienso que es importante tomar en consi-
deracién estas palabras de Melinda Gates, esposa de Bill
Gates: "Hemos olvidado cémo se moria la gente de sarampion.
Hemos olvidado aquellos azotes. Pero en Africa las madres co-
nocen lo que es la muerte de sus hijos, y estdn dispuestas a ca-
minar 10 kilémetros para llevarlos a que se vacunen. Tenemos
una suerte increible de tener esta tecnologia. Tenemos que usar-
Ia” [11]. Y es que, como se suele decir, no sabes lo que tie-
nes hasta que lo pierdes.
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Nuevas vacunas contra el virus del Ebola

Celia Martin Cuevas, Ana del Rocio Medina Bernal, Jesus Pérez Lopez

Resumen—El virus del ébola ha demostrado ser en su ultima epidemia en 2014 un grave problema no soélo para las regiones
subdesarrolladas donde es endémico, sino que también para la salud mundial. Por ello, ahora méas que antes, se estan
desarrollando novedosos tratamientos, principalmente vacunas, para combatir posbiles brotes y su expansion.

Palabras Claves— Ebola, virus, vacuna.

1. INTRODUCCION

L ébola es un virus de la familia de los Filoviridae, del

género Ebolavirus. El foco central reside en animales

nativos de Africa, como los murciélagos de la fruta.

De hecho, se cree que éstos son los huéspedes natura-
les. Existen 5 cepas, de las que 4 afectan a humanos: Zaire
ebolavirus (causante de la epidemia de 2014), Sudan ebola-
virus, Tai Forest ebolavirus y Bundibugyo ebolavirus. El 1lti-
mo (no afecta a humanos) es Reston ebolavirus [1]. Es un
virus, cuya mortalidad excede el 50% y causa agudas fie-
bres hemorrdgicas. Antes sélo existian cuidados paliativos
y métodos para frenar la transmision. [2]

Fue descubierto en 1976 en Yambuku (Reptblica De-
mocrdtica del Congo) a 60 millas del rio Ebola. Sin em-
bargo, el virus permance completamente ignorado mien-
tras causa brotes esporddicos en los pocos desarrollados
paises africanos. Y no es hasta 2014 cuando la comunidad
internacional se percata del grave problema para la salud
mundial que supone el ébola (EBOV). Es en ese afio
cuando se produce una expansién sin precedentes del
virus en el oeste de Africa (Liberia, Guinea, Sierra Leona),
causando 27600 casos de infectados y mds de 11200 muer-
tes. Al mismo tiempo fue clasificado por la U.S. Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) como arma
biolégica potencial de la categoria A. A partir de ese mo-
mento la investigaciéon en la bisqueda de antivirales y
vacunas que permitan evitar la propagacion de EBOV se
ve altamente incrementada. [1]

En este articulo trataremos de explicar algunas de las
posibles vacunas en desarrollo.

2. CICLO DE INFECCION

El genoma de EBOV codifica 8 proteinas virales: nucleo-
proteina (NP), VP35, VP40, glicoproteina EBOV GP (ho-
motrimero responsible de la unién al receptor y de la fu-
sién a la membrana, cada mondémero estd formado por
dos polipéptidos (GP1 y GP2) unidos por un puente di-
sulfuro. Las dos protefnas provienen de la rotura de GPO0,
que es el producto de la traduccién), glicoproteina soluble
(sGP), VP30, VP24 y la RNA-polimerasa dependiente de
ARN. [2]

Su ciclo infection puede resumirse en tres etapas:

- Ataque y entrada en la célula susceptible: mediada

por EBOV-GP.

- Endocitosis de la particula virica, posiblemente
mediante macropinocitosis aunque podrian estar
implicadas otras vias endociticas.

- En el endosoma/lisosoma (LE/LYs), las proteasas
cisteina (catepsina B) corta EBOV-GP en un frag-
mento de 19kDa, este sirve como ligando para
Niemann-Pick C1 (NPC1), esta es una proteina
multimembrana de transporte de colesterol en
LE/Lys. El dominio C de interaccién es fundamen-
tal para la entrada en la célula. [2]

Las principals formas de propagacién son la sangre, la
saliva, vémitos, heces y otros fluidos corporales, pu-
diendo penetrar por heridas en la piel y por las mem-
branas mucosas. El virus, en ningtn caso se transmite
antes de que aparezcan los sintomas. Los primeros
aparecen a los 4-10 dias tras el periodo de incubacién y
son fiebres, escalofrios, myalgia y malestar general, por
lo que pueden ser facilmente confundidos con otras
enfermedades tales como la gripe. A los 21 dias, apare-
cen los vomitos, dolor abdominal, diarrea, hemorragia,
coagulopatia y citpenia, estos son sintomas de infec-
cién severa y posiblemente fatal.

3. ANTIVIRALES Y VACUNAS

3.1 MBX 2254 Y MBX 2270

Una de las posibles estrategias para impedir la infeccién
consiste simplemente en bloquear la entrada del virus en
la célula. Y en esto se basa MBX 2254 y 2270. Estos son
dos moléculas que se encontraron mediante un ensayo de
cribado de alta eficiencia en que se uso un pseudotipo de
virus y un adamio de benzodiacepina como inhibidor de
la entrada de EBOV. Estas moléculas bloqueaban la infec-
cién de EBOV in vitro (IC. de 0.28 y de 10umol/L). [2]

Ambas actiian causando un fenotipo Niemann-Pick tipo
C e inhibe la interaccién EBOV-GP/NPC1. Al no haber
interaccién la particula virica no puede ser liberada del
LE/LYs y, en consecuencia, no se produce la infeccién. La
unién de las moléculas al dominio C de NPC1 ademads
genera un cambio conformacional que hace que se bloque
el transporte de colesterol por esa proteina. Por ello, se



observa un aumento del colesterol en el interior de la cé-
lula. [2]

Las moléculas eran una sulfonamida (MBX2254) y un
tioéter triazol (MBX 2270). La primera presentaba un IC,
de 0.29 y la segunda, de 10. Estas diferencias vienen da-
das por las propias diferencias estructurales (Fig. 1) entre
ambas moléculas, que hardn que presenten menor o ma-
yor afinidad, respectivamente. [2]
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Fig, 1. Estructura quimica de MBX2254 (A) y MBX2270 (B).

3.2 Vacunas mediante nano-VLP

Los VLP son virus-like particles y constituyen un tipo de
vacuna de segunda generacién. Son proteinas viricas las
cuales han sido derivadas de proteinas estructurales de
un virus y tienen la capacidad de inducir inmunidad ad-
quirida frente a un determinado virus, en este caso, el
ébola. Su principal inconveniente es que son dificiles de
sintetizar para virus filamentosos y de gran tamafio, como
es el caso del ébola.

Para evitar este inconveniente, se han investigado nuevos
métodos para sintetizar VLP para el virus del ébola. El
método maés efectivo consiste en un proceso de sonicacién
(figura 2) de las VLP, generando asi nano-VLP que se pu-
rifican mediante cromatografia de membrana. Los com

Fig, 2. Microscopia electronica de las VLP del ébola antes de la
sonicacion (A) y tras la sonicacion (B).

puestos resultantes son analizados mediante microscopia
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electrénica y andlisis de oclusién del nanoporo. También
se realiza un andlisis para determinar la integridad de la
nueva particula. Al ser de un tamafio menor, la vacuna
tiene un tiempo de accién mds rapido, son més resistentes
a altas temperaturas y mantienen la estructura del VLP
para el ébola en disolucién. Por tanto, las nano-VLP me-
diante proteinas estructurales del ébola son efectivas co-
mo vacunas contra este virus. [3]

3.3 Ad5-Zaire EBOYV glicoprotein

Este tipo de vacuna surgié de un estudio que pretendia
sintetizar una vacuna tomando como base el virus de la
estomatitis vesicular. E1 Ad5, serotipo 5 de adenovirus, es
un adjuvante de origen humano que sirve como vector
para crear una vacuna contra el ébola. Consiste en una
glicoproteina que, unida al virus inactivado o muerto,
otorga inmunidad frente a ese virus.

Un aspecto curioso de este tipo de vacuna es que también
sirve como tratamiento post-infeccién en un periodo de
tiempo de entre 30 minutos y 24 horas; su eficacia va dis-
munuyendo a medida que aumenta el tiempo tras la in-
feccién. Al cabo de los 30 minutos se logré un 67% de in-
munizacién, mientras que pasadas las 24 horas sélo se
logré inmunidad en el 33% de los casos.

Por tanto, este tipo de vacuna constituye un método de
inmunizacién rdpida contra el ébola de forma pre y post-
infeccién. Sin embargo, ain se encuentra en estudio. [4]

3.4 Vacuna bivalente para Ebola y H5N1

Este tipo de vacuna es capaz de inducir proteccién frente
al virus del Ebola y la cepa H5N1 del virus de la Influenza
a la vez, es decir, es una vacuna bivalente. Se desarrollé
mediante el virus recombinante de la estomatitis vesicu-
lar, el cual expresa la hemaglutinina
A/Hemos/30408/2005 H5N1 del virus de la Influenza y
la glicoproteina del Ebola VSV G-HA-ZGP. Al igual que
en el caso anterior, este tipo de vacuna otorga inmunidad
administrada previamente a la infeccién frente a los dos
virus, mientras que, de forma post-infeccién, solo genera
inmunidad frente al H5N1. [5]

3.5 Vacuna VLP basada en el replicén Kunjin

Otra de las vacunas estudiadas recientemente se basa en
el replicén del virus Kunjin, un virus de la familia Flavivi-
ridae endémico de Oceania. El constructo de ARN tiene
deleccionado genes virulentos del virus, pero conserva los
que le permite replicarse. El inserto del virus del ébola es
una glicoproteina con una mutacién en el nucleétido 637.
El experimento fue realizado en primates, concretamente
en cuatro especimenes de cercopiteco verde ({erupitlhecus aethiops),
cuyo hébitat es el Africa subsahariana. La vacuna fue ad-
ministrada por via subcutdnea en dos dosis con 4 sema-
nas de diferencia. Los resultados fueron prometedores ya
que 3 de los 4 primates sobrevivieron al virus del ébola (la
infeccién se realizé 3 semanas después de la segunda va-
cunacién) y no presentaron titulos del virus en sérum en
los dias siguientes a la infeccién. El cuarto especimen, al



igual que el control negativo, murié por la infeccién y
presenté muestras del virus en su sérum (Fig. 3). [6]
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Fig, 3. Titulos de Ebola detectados en sérum para los dias 4 y 6 tras
la infeccion
REFERENCIAS

[1] Claire Sykes and Miriam Reisinan. Ebola: Working Toward Treat-
ments and Vaccines. P&T, Vol.40, No 8, August 2015, 521 — 525.

[2] Amab Basu, Debra M. Mills y col. Novel Small Molecule Entry
Inhibitors of Ebola Virus. The Journal of Infectious Diseases,
2015:212 (suppl 2), 425 — 434.

[3] John H. Carra y col. A termostable, chromatographically purified
Ebola nano-VLP vaccine. Journal of Translational Medicine. Bio-
Med Central, Vol 13, No 228 Julio 2015.

[4] Gary Wong y col. Adenovirus-Vectored Vaccine provides Postexpo-
sure Protection to Ebola Virus-Infected Nonhuman Primates. The
Journal of Infections Diseases. Vol 212, Septiembre 2015, 379-
383.

[5] Gary Wong y col. Characterizaion of Bivalent Vaccine Capable of
Inducing Protection against both Ebola and Cross-clade H5N1 Influ-
enza in Mice. The Journal of Infections Diseases. Vol 212, Sep-
tiembre 2015, 435-442.

[6] Oleg V. Pyankov y col. A Kunjin Replicon Virus-like Particle Vac-
cine Provides Protection Against Ebola Virus Infection in Nonhuman
Primates. The Journal of Infectious Diseases. 2015;212:5368-71

Celia Martin Cuevas estudia actualmente cuarto curso del Grado
de Biotecnologia en la Universidad Pablo de Olavide. El afio de
comienzo de sus estudios fue durante el curso 2012-2013. Forma
parte del Departamento de Fisiologia, Anatomia y Biologia celular
como Alumna Interna, donde esta realizando su Proyecto de fin de
Grado sobre el Disefio de un sistema para el estudio de comporta-
mientos de cooperacién en ratones.

Jesus Pérez Lopez estudia cuarto curso del Grado de Biotecnolo-
gia en la Universidad Pablo de Olavide. El afio de comienzo de sus
estudios fue durante el curso 2012-2013. Realiza el Proyecto fin de
Grado en el Area de Microbiologia del Departamento de Biologia
molecular e Ingenieria bioquimica.

Ana del Rocio Medina Bernal estudia cuarto curso del Grado de
Biotecnologia en la Universidad Pablo de Olavida. El afio de co-
mienzo de sus estudios fue durante el curso 2012-2013. Realiza el
Proyecto de fin de Grado en el Departamento de Fisiologia, Anato-
mia y Biologia celular.

80



81

Alergias vs intolerancias alimenticias

Marta Sierra Cruz

Resumen—El sistema inmune, ademas de protegernos frente al ataque de microorganismos exdgenos, es capaz de llevar a
cabo reacciones contra sustancias de origen no patogénico llamadas alérgenos. Segun lo implicados que estén los
componentes humorales y celulares del sistema inmune, vamos a distinguir dos tipos de reacciones adversas a los alimentos:
alergias e intolerancias. Sobre todo, son destacables la alergia a la leche de vaca en bebés y nifios asi como las intolerancias a

la lactosa y al gluten.

Palabras Claves— anafilaxis, hipersensibilidad, inmunoglobulina E (IgE), inmunoterapia, linfocito T.

1. INTRODUCCION

ueda claro que todo ser vivo necesita alimentarse

para poder sobrevivir. No obstante, cada vez con
mads frecuencia, ciertos alimentos causan reacciones ad-
versas en nuestro organismo debido a un anémalo fun-
cionamiento del sistema inmunolégico. En los tltimos
afios, la incidencia de alergias alimenticias se estd incre-
mentando, especialmente en las poblaciones del primer
mundo. De hecho, las estadisticas muestran que 1 de ca-
da 20 nifios menores de 5 afios y 1 de cada 25 adultos son
alérgicos a, al menos, un alimento. Por ello, resulta total-
mente necesario conocer y caracterizar este tipo de reac-
ciones del sistema inmune, de forma que puedan diag-
nosticarse, prevenirse y, en caso necesario, curarse.

2. ALERGIAS

Las alergias alimentarias son respuestas adversas frente a
un alérgeno que estdn mediadas por el sistema inmune.
Se pueden distinguir tres tipos de alergias: asociadas a la
produccién de IgE, no asociadas a la produccién de IgE y
alergias mixtas.

2.1. Alergias dependientes de IgE

Los principales alérgenos causantes de la sintesis de IgE
son glicopéptidos que presentan una alta resistencia a la
degradacién enzimética, acidica y por calor. Destacan la
leche de vaca, los cacahuetes, el marisco y los huevos.
Cuando el alérgeno penetra al interior del organismo por
primera vez es reconocido por linfocitos B y células pre-
sentadoras de antigenos (APC), como los macréfagos. Asi,
los linfocitos B reciben la primera sefial de activacién y los
macréfagos fagocitan el alérgeno. Ambas células presen-
tan los péptidos antigénicos a través de sus complejos
mayores de histocompatibilidad de tipo II (MHC II) a los
linfocitos T ayudantes (Th). Estos linfocitos se activan y
activan a su vez a los linfocitos B para que produzcan IgE.
A continuacién, con la segunda exposicién al alérgerno, la
IgE producida antes por las células plasmaéticas y secreta-
da al medio extracelular se une a los receptores Fc especi-
ficos de la membrana plasmadtica de baséfilos, células ce-
badas y mastocitos, los cuales liberardn todo su contenido

citoplasmatico mediante un proceso conocido como de-
granulacion. Los granulos liberados contienen histamina y
otras sustancias que provocan la vasodilatacién y, con
ello, la inflamacién del tejido afectado, fenémeno conoci-
do como anafilaxis. Todo este proceso de alergia estd es-
quematizado en la Figura 1.
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Figura 1. (a) Reconocimiento del alérgeno por parte del linfocito B y
el macrofago y activacion del linfocito Th. (b) Activacién del linfocito
B para transformarse en célula plasmatica y producir IgE. (c) Union
de IgE a la membrana de mastocitos, células cebadas y basofilos.
(d) Segunda exposicion al alérgeno. (e) Degranulacion.

Los efectos principales de la anafilaxis son: hinchazén y
enrojecimiento de la piel, dificultad para respirar, infla-
macién del intestino, entre otros sintomas. En la Figura 2,
se muestra la reaccién anafildctica a nivel tépico. Es im-
portante destacar que la anafilaxis no solo se produce tras
la ingesta del alimento alérgeno sino también por el con-
tacto cutdneo o por inhalacién de ciertas particulas mien-
tras se esta cocinando dicho alimento. Incluso, se han da-
do casos de anafilaxis inducida por realizar ejercicio fisi-
co. Este fenémeno tan curioso se debe a que la histamina
y otras moléculas inflamatorias que causan anafilaxis ac-
tivan al receptor potencial transitorio (del inglés, Tran-
sient Receptor Potential channel, TRVP1), ya que su



umbral de activacién disminuye cuando sube la tempera-
tura o hay un exceso de acidosis metabdlica, algo que
ocurre cuando se realiza ejercicio fisico porque se llega a
producir fermentacién l4ctica, que disminuye el pH.

Una de las alergias mediadas por IgE mds comunes es el
sindrome de alergia oral (también llamada alergia al polen
alimentario), el cual viene dado por compuestos alérge-
nos presentes en frutas y verduras. Los sintomas son muy
caracteristicos: hinchazén exagerada de labios, lengua,
pérpados y garganta.

Figura 2. Nifio con claros signos de enrojecimiento e hinchazén
(anafilaxis) de ojos provocados por una reaccion alérgica depen-
diente de IgE.

2.2. Alergias no mediadas por IgE

Este tipo de alergias son mucho menos comunes que las
mediadas por IgE. A este grupo de alergias pertenecen
tres sindromes gastrointestinales que se dan sobre todo en
la infancia: Food Protein-Induced Enterocolitis Syndrome
(FPIES), Food Protein-Induced Proctocolitis (FPIP) y Food
Protein-Induced Enteropathies. Aunque el mecanismo por el
que se producen estas alergias es por el momento desco-
nocido, se cree que el factor a de necrosis tumoral (TNFa)
estd implicado junto a la IL-13. Ambos factores promue-
ven el dafio celular en el epitelio intestinal, causando la
entrada de los eosindfilos para inducir la apoptosis del
tejido.

FPIES se caracteriza por una reaccién dramadtica a la co-
mida. Los sintomas son vémitos y, en ocasiones, diarrea.
La alergia se produce contra leches de vaca, soja y arroz.
Aunque los sintomas suelen desaparecer entre 6 y 12 ho-
ras después de la exposicién al alérgeno, los bebés suelen
presentar malestar general intenso. Por su parte, FPIP es
un sindrome transitorio que se produce en neonatos, cu-
yas heces contienen sangre y mucosidad. El alérgeno
principal es la leche de vaca ingerida por la madre y que
pasa a través de la leche materna al recién nacido. Por este
motivo, este sindrome solamente se da en bebés lactantes.
Los principales sintomas son inflamacién del colon y el
recto. Por ultimo, la enteropatia se caracteriza por provo-
car diarrea, esteatorrea (secreciones lipidicas en las heces)
y ausencia de ganacia de peso durante los primeros meses
de vida. Las leches de vaca y soja son los desencadenantes
principales, aunque se han detectado reacciones parecidas
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con pollo, arroz y pescado.

2.3. Alergias mixtas

En este tipo de alergias, hay mecanismos que dependen
de IgE y otros que no. Destacan las alergias a la proteina de
la leche, la esofaguitis eosindfila (EO) y la gastroenteritis eosi-
néfila (EG).

La alergia a las lactoproteinas de la leche de vaca es muy
comun en recién nacidos. Se da principalmente por la
degranulacién de los mastocitos, baséfilos y células ceba-
das por accién de la IgE, aunque también hay evidencia
de que participan mecanismos no dependiente de la pro-
duccién de anticuerpos. Puede causar anafilaxis y, en el
80% de los casos, esta alergia causa la enfermedad de re-
flujo gastroesofdgico en bebés.

EO se caracteriza por una alta concentracién de eosinéfi-
los en el epitelio del intestino. Se asocia con episodios de
asma, rinitis y eccemas. Los alérgenos principales que la
causan son las leches de vaca y soja, los huevos y el trigo.
Se da tanto en bebés como en adultos y los sintomas mds
relevantes son dolor abdominal, reflujo, vémitos, tos y
dolor de pecho.

EG incluye gastritis eosinéfila, enteropatia eosinéfila y
colitis eosindfila, en funcién del tejido especifico donde se
integren los eosindfilos (estémago, intestino delgado y
colon del intestino grueso, respectivamente). Es una en-
fermedad severa caracterizada por dolor abdominal cré-
nico, nduseas, vomitos y diarrea.

3. INTOLERANCIAS: LACTOSAY GLUTEN

Las intolerancias alimentarias son reacciones adversas
frente a ciertos alimentos en las que no se ve involucrado
el sistema inmune. La mayor parte de estas intolerancias
vienen dadas por deficiencias en ciertas enzimas metabé-
licas, como el caso de la intolerancia a la lactosa o a la
fructosa.

Las intolerancias son mucho mds frecuentes en la pobla-
cién que las alergias, aunque los sintomas son muy simi-
lares, por lo que tienden a confundirse. Las intolerancias
alimentarias se caracterizan también por otros sintomas
no presenten en las alergias como la migrafia, fatiga mus-
cular y cambios de humor.

La intolerancia a lactosa constituye el tipo de intolerancia
alimenticia mds comudn. Las personas que la sufren no
pueden consumir ningtn producto de origen lacteo, ya
que presentan una deficiencia de la enzima lactasa. La
lactasa se encarga de hidrolizar este disacdrido en glucosa
y galactosa para que puedan ser usadas por las células
como sustrato del metabolismo. Debido a este déficit, la
lactosa llega integra al tracto digestivo, donde la flora
intestinal la metaboliza y forma gas. Este gas es el respon-
sable de los principales sintomas de la intolerancia a la
lactosa: hinchazén, dolor abdominal y, a veces, diarrea.
Debido a que la leche es un alimento esencial para el
desarrollo de los nifios, no existen casos de intolerancia a
lactosa en bebés ni nifios menores de 5 afios porque estos
tienen niveles normales de lactasa.

Actualmente, existe todavia mucha controversia en el
ambito cientifico sobre dénde incluir la celiaquia. La ma-
yoria de investigadores la consideran una intolerancia
porque se produce tinicamente un allanamiento del intes-



tino sin que intervenga el sistema inmune. Sin embargo,
otros estudios han demostrado que la intolerancia al glu-
ten se caracteriza por la produccién de anticuerpos espe-
cificos. Por lo tanto, podria ser considerada también como
una alergia.

El gluten es una proteina presente en cereales como el
trigo, el centeno y la cebada, formada por la unién de
otras dos proteinas llamadas gliadina y glutenina.

La intolerancia al gluten se basa en la expresién de un
MHC 1II con los haplotipos DQ2 y/o DQ8. Estos MHC se
expresan en la membrana celular de las APC del intestino
y se encargan de presentar los péptidos del gluten modi-
ficados a los linfocitos Th, por lo que se pone en marcha la
respuesta inmune adaptativa. El gluten es una proteina
formada por la unién de otras dos: glutenina y gliadina.
Es rica en residuos de glutamina y prolina, que son res-
ponsables de que el gluten no pueda ser digerido comple-
tamente en el intestino, lo que causa su aplanamiento. Al
atravesar el epitelio, algunos fragmentos se ponen en con-
tacto con una enzima llamada transaminasa (tTG) que,
como su nombre indica, elimina los grupos amino. Esto
provoca que los péptidos queden cargados muy negati-
vamente, de forma que son reconocidos por los MHC y se
presentan a los linfocitos Th. Asi, los linfocitos Th se acti-
van y provocan la activacién de linfocitos Tc, la liberaciéon
de IFNYy y la inflamacién. Actualmente, el mecanismo por
el cual la tTG se activa es desconocido.

Asimismo, Nadal y col. (2007) y Collado y col. (2008 y 2009)
[6], demostraron que la microbiota intestinal también par-
ticipa en la intolerancia al gluten. Se ha visto que la po-
blacién de Bacteroides spp. aumenta mientras que las de
Bifidobacterium spp. y B. longum disminuyen en personas
intolerantes al gluten en comparacién con personas sanas.
Ademds, mediante andlisis seroldgicos, otros cientificos
mostraron que la intolerancia al gluten es una especie de
enfermedad autoinmune, ya que los linfocitos B se acti-
van de alguna manera todavia desconocida y terminan
produciendo autoanticuerpos contra la tTG y la IgA de la
mucosa intestinal.

4. CONCLUSIONES

Hasta ahora, el diagnéstico de alergias e intolerancias
alimentarias se ha venido haciendo de forma simple me-
diante andlisis de sangre para detectar Ig-E soluble, test
cutdneos con alérgenos, seguimiento de la sintomatologia
y revisién de la historia clinica del paciente. Ademads, los
tratamientos actuales se basan en farmacos con actividad
antihistaminica, cortocoides y adrenalina asi como con la
eliminacién estricta del alimento que causa la alergia de
nuestra dieta. Sin embargo, con el avance de la tecnologia
y las investigaciones en el dmbito de la biotecnologia ali-
mentaria, sobre todo en nutrigenética y nutrigenémica,
llegard un momento en que se pueda secuenciar el geno-
ma de cada paciente y determinar de forma mds exhaus-
tiva la determinacién genética a padecer una alergia y/o
intolerancia. Asf, gracias a la nutricién personalizada, los
médicos serdn capaces de recomendar a cada paciente las
cantidades especificas de cada alimento alérgeno que
pueden tomar sin necesidad de eliminarlos completamen-
te de la dieta, siempre atendiendo a las caracteristicas
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genéticas del paciente. Asimismo, en la actualidad, se
estdn probando tratamientos de alergias basados en la
inmunoterapia oral para suprimir la respuesta hipersen-
sible dependiente de Ig-E, aunque los resultados no han
sido todavia efectivos.
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Las mascotas, jamigas del sistema immune?

M? Teresa Romero Barragan y Virginia Vilar Garcia

Resumen— ;Te has planteado alguna vez el efecto que puede causar tu mascota en tu organismo? Sabemos que una gran
parte de la poblacién padece de alergia hacia estos amigos nuestros que tanta compafia nos hacen pero, a qué es debido?
¢ Existe alguna relacion entre padecer alergia a mascotas y vivir con ellas? En este articulo responderemos a estas preguntas
desde diferentes puntos de vista para poder aportar una perspectiva lo mas completa posible de lo que se conoce hasta el

momento sobre este tema.

Palabras Claves — Alergia, mascotas, alérgenos, IgE, IgG4

1. ¢ QUE ES LA ALERGIA?

a alergia o hipersensibilidad de tipo I es una altera-
Lcién del sistema inmunitario que provoca que éste

responda de manera inadecuada (y comtnmente, con
una respuesta mds elevada de la normal) ante un anti-
geno.
Los linfocitos Th2 promueven la sintesis de la inmuno-
globulina IgE cuando se presentan alérgenos. Esta sintesis
se va a llevar a cabo gracias a la recepcién de la interleu-
quina IL-4 y la no recepcién de la interleuquina IL-10.
Una vez sintetizados, las IgE van a interaccionar con los
mastocitos. La deteccién del alérgeno y de esta inmuno-
globulina por parte del mastocito va a provocar la libera-
cién de una serie de moléculas, entre las que destaca la
histamina. Esta sustancia va a provocar una “llamada” de
anticuerpos, leucocitos y componentes del sistema del
complemento que, junto a otros compuestos, va a provo-
car los sintomas tipicos de la alergia (asma, fiebre del
heno, rinitis...)
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Fig. 1. Proceso de alergia. En el primer paso (1) encontramos el
alérgeno, que es detectado por un linfocito B y que va a sintetizar
inmunoglobulina IgE. Estos anticuerpos van a interaccionar con los
receptores especificos de los mastocitos (2) y junto con la deteccién
nuevamente del alérgeno esta célula va a liberar histamina (3). Esto
va a provocar una inflamacion y una vasodilatacion del tejido donde
se produzca la liberacién de esta sustancia (4)

2. ALERGIA A LAS MASCOTAS

Segun estudios, la presencia de perros en el hogar ha re-
sultado estar asociada negativamente con el riesgo de
padecer hipersensibilidad. La razén de esto puede ser que
la exposicién a las mascotas influye en la respuesta inmu-
ne mediante varios mecanismos, algunos de los cuales
pueden ser protectores, por ejemplo, incrementando la
cantidad de endotoxinas o alérgenos en el ambiente case-
ro. Se crea asi un efecto de red de los diferentes mecanis-
mos que pueden conferir proteccién al menos en ciertas
poblaciones:.

Existen varios mecanismos que explican el posible efecto
protector de tener una mascota con respecto al riesgo de
padecer hipersensibilidad. La respuesta de un linfocito
Th2 modificado en nifios expuestos a una alta cantidad de
alérgeno animal se caracteriza por una produccién de
altos niveles de IgG e IgG4 sin producir IgE. Esta respues-
ta inmunitaria podria producir tolerancia, ya que IgG e
IgG4 no producen reaccién alérgica y suplen la presencia
de IgE. Ademss, la alta presencia de endotoxina o cual-
quier otra sustancia pro-inflamatoria en un ambiente
donde haya perros o gatos puede determinar una desre-
gulacién de la respuesta inmune frente a los antigenos de
estos animales:. El antigeno felino es mds frecuente y po-
tente que el antigeno canino;, por lo que presumiblemente
la produccién de IgG4 en una edad temprana contra gatos
serd mayor que contra perros.

La exposicién a perros estd asociada con una reduccién de
la incidencia de la sensibilizacién alérgica y la dermatitis
atépica en el primer afio de vida y, ademds, en ella se in-
crementa la respuesta en las que intervienen IL-10 e IL-13.
Al incrementar la cantidad de IL-10 presente en el orga-
nismo, la produccién de IgE se va a ver disminuida, por
lo que se produciria una menor sensibilizacién ante estos
animales. Esto refuerza la idea de que tener perro produ-
ce una proteccién del sistema inmune:.

Sin embargo, con respecto al gato parece ser que la pre-
sencia de este animal influye positivamente en el incre-
mento de riesgo a la hora de desarrollar una hipersensibi-
lidad al gato. En este caso parece haber una relacién do-
sis-respuesta: a mayor nivel de alergia que se padece al
principio del estudio, mayor riesgo de sufrir alergia al
gato hay al final de éste. En otra palabras, la presencia en
gran medida de IgE al principio del estudio va a ser cru-
cial para el desarrollo de una alergia al gato. Por tanto, la
exposicién directa al gato en casa no parece ser un prerre-



quisito para el desarrollo de la sensibilizacién al gato, ya
que los alérgenos felinos se pueden encontrar en espacios
publicos siendo inevitables la exposicién a ellos.
La cantidad de endotoxinas presentes dentro de una casa
son altas debido a la presencia de animales, pero adn asi,
en casas sin animales también hay unos niveles suficien-
tes de endotoxinas como para que se produzca una sensi-
bilizacién. Esto quiere decir que tengas o no un animal en
casa, siempre va a haber una predisposicién a desarrollar
una alergia contra un alérgeno animal. En algunos am-
bientes caseros sin mascotas pero con una cantidad sus-
tancial de alérgenos animales de la que no se tiene cons-
tancia, se puede propiciar una situacién en la que se
adopte una sensibilizacién a alérgenos animales:.

3. ALERGIA A ANIMALES EN LA NINEZ

Hace unos 20 afios se recomendaba en algunos articulos
cientificos: que las familias que tienen antecedentes de
dermatitis at6pica deberian esperar hasta que el bebé tu-
viera al menos 2 afios para tener una mascota. También
otro estudio mostraba que habia més prevalencia de nifios
con alergia en aquellos que han estado expuesto a masco-
tas durante los primeros afios de vida.

Sin embargo, posteriormente se demostré con mayores
evidencias que estas afirmaciones no eran ciertas. De he-
cho, el periodo neonatal es importante en el posible desa-
rrollo de alergias porque es un paso critico en el desarro-
llo del sistema inmune. Por tanto, también va a serlo para
enfrentar la posible sensibilizacién ante alérgenos anima-
les. Hay varias evidencias que indican que el contacto
temprano de los nifios con los alérgenos de animales pe-
ludos puede determinar un menor riesgo de sufrir alergia
a éstos. Tal fenémeno puede deberse a que si se inhalan
de forma temprana, continua y abundante alérgenos feli-
nos, se induce la produccién de IgG e IgG4, los cuales
pueden tener un efecto protector:.

La exposicién a perros en la vida temprana se asocia, por
tanto, con un tnico patrén del sistema inmune; que po-
dria ser conducido por estimulos del sistema inmune in-
nato, como se ha explicado anteriormente. De hecho, los
nifios que dejan de tener perro a la edad de 3-6 afios tie-
nen un incremento del riesgo de padecer resuello compa-
rado con nifios que han estado constantemente expuestos
a los perros desde su nacimiento hasta los 6 afios, ya que
el sistema inmune no se habria desarrollado y fortificado
por completo-.

El contacto diario con perros desde el primer afio de vida
resulta ser un factor protector contra el asma, la fiebre del
heno, la rinitis alérgica y la sensibilizacién al polen y al
gato. Curiosamente, no se encontré ninguna relacién de
estas caracteristicas con otras mascotas.

En otros estudios: en los que se establece una distincién
entre familias con alto y bajo riesgo de padecer este tipo
de enfermedades se obtuvieron unos resultados ligera-
mente diferentes, pues en ellos se especifica un mds deta-
lladamente los efectos en nifios de la presencia del perro
en los hogares. La exposicién al perro en ciudades puede
llegar a tener efectos protectores contra el riesgo de en-
fermedades alérgicas en poblaciones de bajo riesgo contra
la sensibilizacién, mientras que en poblaciones de alto
riesgo no se tiene una respuesta clara.
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4. ALERGIA A ANIMALES EN ADULTOS

Estudios recientes muestran que una exposiciéon tempra-
na de los nifios a los alérgenos de mascotas comunes
puede llevar a un nivel mds bajo de sensibilizacién al
alérgeno en edades mds tardias. Por ejemplo, la posesiéon
de un gato antes de los 18 afios protege contra el asma
desarrollado durante la edad adulta y atopia. Ademads, los
nifios que han sido criados con mds de dos perros o gatos
en sus primeros afios de vida no solo estdn protegidos
frente a los alérgenos de esos animales, sino que también
lo estdn a otros alérgenos comunes, como el polen:.

La exposicién de la poblacién adulta al gato en casa estd
asociada con un incremento del riesgo de desarrollar una
hipersensibilidad promovida por la inmunoglobulina IgE.
Esto es 16gico, ya que no se han desarrollado IgG4 que
pudieran “sustituir” a la inmunoglobulina IgE. Sin em-
bargo, se ha observado que este efecto no es tan acusado
ante una exposicién a perros; pues de hecho puede inclu-
so evitar un desarrollo de la rinitis alérgica.

5. CONCLUSIONES

Normalmente, la sensibilizacién alérgica a los gatos se
reduce en los pacientes que estdn expuestos a grandes o
muy bajas cantidades de alérgenos. Sin embargo, el riesgo
de sufrir una sensibilizacién a los gatos aumenta cuando
estdn expuestos a una cantidad moderada de alérgeno:.
Esto quiere decir que la probabilidad de sufrir alergia
contra gatos es mayor si no se tiene este tipo de mascota
que si viven con ellos. Esta afirmacién puede corroborar
la diversidad de resultados que se han expuesto a lo largo
de esta revisién y las posibles contradicciones que se
puedan encontrar: se estd analizando un cuadro clinico en
distintas situaciones y por tanto, con distintas cantidades
de antigeno en cada caso.

Por otra parte, tener perro parece estar asociado con una
menor sensibilizacién tanto a los alérgenos caninos como
a otros alérgenos aéreos e incluso al asma:. Queda demos-
trado que en la mayoria de los casos, su presencia sobre
en edades tempranas confiere cierta proteccion ante el
padecimiento de alergias.

Es importante resaltar la necesidad de seguir realizando
estudios, tanto epidemiolégicos como relacionados con
los mecanismos moleculares de estas enfermedades, para
poder llegar a un consenso global sobre la relacién exis-
tente entre la presencia de mascotas y el riesgo de desa-
rrollo de la hipersensibilidad. Ademds, no podemos gene-
ralizar y dar por sentado que las afirmaciones expuestas
van a afectar a todos los pacientes por igual, pues hay que
tener en cuenta que estos estudios son clinicos y basados
en calculos estadisticos.

En conclusién, el hecho de evitar tener una mascota pue-
de como mucho modular los efectos protectores a la aler-
gia pero nunca seria la razén de éstos. La exposicién a
mascotas peludas u otros factores relacionados con esta
exposicién a edades tempranas puede resultar ser protec-
tor contra las alergias; por lo que tener mascotas en esta
caso no seria perjudicial, sino beneficioso3.
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Xenotrasplantes, ¢ el futuro?

Jara Carcel-Marquez, M? de los Angeles Valera-Cerda

Resumen— Debido a la gran necesidad de trasplantes, se esta buscando alternativas como son los xenotrasplantes, ya que
estos supondrian una fuente casi inagotable de érganos. Para las investigaciones en este campo se usan principalmente
cerdos gracias a sus numerosas ventajas: grandes camadas, tamafio de los 6rganos, consideraciones éticas... Para poder
tener esta opcién como algo viable hay que minimizar los problemas que conlleva el trasplante de un érgno de un animal
tan alejado evolutivamente. Estos problemas vendrian dados por el rechazo hiperagudo, el rechazo agudo humoral, el
rechazo agudo celular, la disparidad en la cascada de coagulaciéon y la xenozoonosis. Todos estos problemas se estan
investigando para poder minimizarlos y eliminarlos. Todo esto con el objetivo de hacer de esta una tecnologia factible y que,
por tanto, seamos capaces de acabar con las listas de espera.

Palabras Claves —Cerdo, Ingenieria genética, Inmunologia, Rechazo, Xenotrasplantes.

1. ¢ POR QUE XENOTRASPLANTES?
No es desconocida la gran necesidad de trasplantes
que existe hoy en dia en la sociedad. Un ejemplo de
esto son los 5571 enfermos en lista de espera para
un trasplante, en 2014 en Espafia . Un dato mads actuali-
zado nos dice que solo en Madrid a principios de 2015
habia més de 900 personas esperando un trasplante -. La
realidad es que muchas de estas personas no llegardn a
tener el 6rgano deseado, ya que, a pesar de ser Esparia el
pais que encabeza el nimero de donantes de érganos, no
es tan abundante la donacién de érganos como para su-
plir esta necesidad.
Aqui es donde entran en juego los xenotrasplantes. Vista
la gran necesidad de trasplantes para acabar con las listas
de esperas y por tanto alargar la vida a un gran ntimero
de personas. ;jPor qué no usamos los animales como fuen-
te de ellos? El uso de los animales como suministro, nos
darfa una fuente pricticamente inagotable de érganos. Y
aunque no esté actualmente el estado del arte para ver
esta opcién como algo definitivo, se piensa usar como
colchén de tiempo que alargue la vida a esas personas
que esperan el trasplante hasta que lo puedan recibir.

2. ¢ QUE ANIMAL USAMOS?

Dentro de la gran diversidad del mundo animal seria, en
principio, dificil decantarse por uno. Sin embargo los es-
tudios en este campo no se han desviado mucho en este
aspecto. En primer lugar lo primero que podemos pensar
para minimizar el rechazo es el uso de primates no hu-
manos, como el chimpancé y el babuino. Con estos ani-
males se han tenido unos resultados bastante prometedo-
res. Ejemplo de ello son los 9 meses que duré el trasplante
de rifién de chimpancé a humano en 1963-. Esto conlleva-
ria un margen mayor en la lista de espera hasta recibir el
alotrasplante y por tanto se minimizarian los fallecimien-
tos por no conseguir el 6rgano a tiempo.

A pesar de los buenos resultados que se han tenido con
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primates no humanos estos no son los animales que ac-
tualmente se estdn estudiando para ser fuente de 6rganos.
El porqué de esto es debido a varios aspectos. Por un la-
do, la cria de estos animales es compleja al no dar descen-
cendencia en grandes camadas. También el riesgo de
transmisién de enfermedades serfa muy elevado, por la
propia cercania evolutiva Ademads los érganos, en gene-
ral, tienen un tamarfio bastante diferente al que presentan
los humanos. Y finalmente, un punto clave en descartar
estos animales es debido a las consideraciones éticas que
implica el uso de unos animales tan cercanos evolutiva-
mente a nosotros. Como ya veremos, si son aceptados
(siempre que se sigan estrictamente los protocolos necesa-
rios) para poder simular como reaccionaria un trasplante
de otro animal en un primate, pero no para la cria a gran
escala de primates no humanos como fuente de érganos.
En este contexto aparece el cerdo. Que a pesar de tener
desventajas como su lejania evolutiva, lo que aumenta el
riesgo de rechazo, se considera el animal estrella en xe-
notrasplantes ‘por lo siguiente.

Generacién de grandes camadas, lo que hace
factible el uso de estos animales para la obten-
cién a gran escala de 6rganos.

Tamafio de 6rganos mds adecuado a humanos
Cria: rapida, facil y barata. Ademds los podemos
crecer en condiciones libres de patégenos, ha-
ciendo menos probable la transmisién de infec-
ciones.

Ingenieria genética. Se tiene mucha mds expe-
riencia en ingenieria genética de cerdos : de la
que se tiene con primates no humanos, la cual es
précticamente nula

Consideraciones éticas. La sociedad no tiene
prejuicios, en general, en usar estos animales pa-
ra xenotrasplantes ya que son ampliamente usa-
dos para alimentacién.

A pesar de la idoneidad del uso del cerdo como fuente de
organos, el xenotrasplante no estd exento de problemas.



3. PROBLEMAS Y SOLUCIONES ENCONTRADAS

Cuando se realiza un xenotrasplante existe un principal
problema, maés alld que el de la propia intervencién qui-
rurgica, que es el rechazo del 6rgano trasplantado, el cual
puede darse por distintas causas.: En primer lugar existe
un rechazo automdtico, que puede aparecer desde los
primeros minutos. Es conocido como rechazo hiperagudo
y causa la formacién de microtrombos en el tejido y la
rapida muerte del receptor. Este rechazo es causado por
la presencia en nuestro organismo de IgM y G preforma-
das contra ciertas estructuras celulares de otras especies,
concretamente anticuerpos Anti-Gal (contra la glicosila-
cién galactosa-alpha-1,3-galactosa, no presente en huma-
nos) y anticuerpos Anti-NeuGc (anti 4cido n- glicolilneu-
roaminico), lo que se ve favorecido por el hecho de comer
carne de cerdo.:»* En 2002 se encontrd una solucién a esta
primera barrera de rechazo, la creacién de los cerdos
GTKO, que tienen interrumpido el gen que codifica para
la Glicosil Transferasa, enzima responsable de la glicosila-
cién que causa el rechazo..» Este descubrimiento acapar6
portadas en revistas cientificas de prestigio, creyéndose
que se habia encontrado la férmula que permitiria el uso
de xenotrasplantes de cerdo de forma habitual. Sin em-
bargo, al superar esta barrera, se encontraron nuevas
formas de rechazo, enmascaradas por la rapidez del re-
chazo hiperagudo.

Una segunda forma de rechazo es el llamado rechazo
humoral agudo, mediado por anticuerpos.c» En este tipo
de rechazo ocurren heridas en los tejidos trasplantados
causadas por una activaciéon del sistema del complemen-
to» En los tejidos afectados por este rechazo se han en-
contrado Linfocitos T dependientes de anticuerpos, neu-
tréfilos, macréfagos y células NK, aunque no se conoce
exactamente su rol: De cara a encontrar un remedio al
mismo no es una opcién eliminar el complemento del
receptor ya que quedaria desprotegido a nivel inmunolé-
gico.” Por tanto, la idea es moderar su accién introducien-
do genes de marcadores humanos en los cerdos para los
xenotrasplantes, proteinas que modulan la respuesta del
complemento para que éste no ataque al érgano trasplan-
tado. Entre ellas se utilizan CD46, CD55, CD59 y CD39.:7
Solventado este problema, se observé la aparicion de un
tercer tipo de rechazo, que parecfa estar enmascarado por
las anteriores formas de rechazo mds inmediatas, el re-
chazo agudo celular. Este es producido por una infiltra-
cién de células T y B en el tejido trasplantado y una acti-
vacién de los linfocitos T.:» El rechazo agudo celular suele
tratarse tanto en alo como xenotrasplantes con terapias
inmunosupresoras, principalmente con corticosteroides.
Estos son hormonas esteroideas antiinflamatorias que
actiian a distintos niveles de la cascada inmune: regulan
el nimero, subtipos y funcién de los linfocitos T, asi como
a la produccién de linfoquinas.- » Sin embargo, se dan ca-
sos de personas resistentes a este inmunosupresor, por lo
que hay otras terapias alternativas basadas en anticuerpos
monoclonales anti-linfocitos T, generalmente de ratén o
caballo, cuya diana son receptores necesarios para la acti-
vacién de los linfocitos T del receptor. Los mds comunes
son los OKT3, ATG y ALG. = Utilizando este tratamiento
inmunosupresor se consigue evitar totalmente este tipo
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de respuesta. Sin embargo, esto no es suficiente para rea-
lizar un xenotrasplante exitoso.

Existe riesgo de sufrir un rechazo crénico, que parece
ocurrir por el simple hecho de realizar un trasplante.:« Se
presenta como una vasculopatia y al no conocerse el me-
canismo exacto del rechazo no hay terapias con un claro
resultado frente a él.- Suelen usarse fdrmacos inmunosu-
presores como la leflunomida y ciclosporina, que parecen
reducir la tasa de rechazo crénico, aunque no se conoce el
mecanismo.- = Sin embargo, incluso en pacientes que si-
guen terapias inmunosupresoras de por vida puede apa-
recer un rechazo crénico afios después del trasplante.: =
Recientemente se estd probando un nuevo tratamiento
mediante el uso de células madre mesenquimaéticas pro-
pias del propio receptor, aunque el éxito de esta estrategia
no estd confirmado.»

A parte de estos rechazos mediados por el sistema inmu-
nolégico, existen otros mecanismos de repulsién del 6r-
gano xenotrasplantado ajenos a este. Por ejemplo, existe
una forma de rechazo causada por una disparidad ente
las cascadas de coagulacién del cuerpo humano y las
sefiales que manda el tejido trasplantado, de tal forma
que las sefiales parecen ser no compatibles y el érgano
trasplantado cree que no estd curando sus heridas convir-
tiéndose en un verdadero sumidero de factores de coagu-
lacién.:« Esto acaba provocando hemorragias tanto a nivel
del érgano trasplantado como en otras zonas del orga-
nismo.: Esta sigue siendo a dia de hoy la principal causa
de muerte de los organismos receptores de xenotrasplan-
tes.» Su mecanismo sélo estd comenzando a comprenderse
hoy en dia, y parece estar regulado por la expresién de un
factor de coagulacién TF (tissue factor) en el 6rgano tras-
plantado.: Esto significa que se empiezan a conocer posi-
bles dianas de cara al desarrollo de tratamientos futuros,
enfocados a la expresién en el donador de genes involu-
crados en la cascada de coagulacién del receptor, como la
trombomodulina o el propio TE:

A parte, sigue existiendo el riesgo de sufrir infeccién por
virus, bacterias, hongos y pardsitos que existe por el he-
cho de realizar un xenotrasplante, lo que se conoce como
xenozoonosis.. Todos los patégenos mencionados salvo
los virus se pueden eliminar con un cuidado correcto de
los animales donadores, condiciones de higiene y salud
correctas.c El de los virus parecia un problema mds dificil
de solucionar. Se detect6 la presencia de 62 retrovirus in-
sertados en el genoma del cerdo (PERVs) que podrian
saltar e infectar a los humanos, y hasta ahora no se podian
eliminar y sélo controlar. Con el descubrimiento de la
tecnologia CRISPR/Cas9, en 2015 unos investigadores de
la Universidad de Harvard consiguieron gracias a ella
alterar las 62 copias de retrovirus endégenos del genoma
de las células del cerdo, consiguiendo una reduccién en
mads de 1.000 veces de su transmisién a células humanas
in vitro.»

4. CONCLUSIONES

Con todos los avances que hemos ido comentando desde
los cerdos GTKO, hasta la eliminacién de los 62 retrovirus
del genoma de estos animales gracias al sistema



CRISPR/Cas9. Vemos un futuro muy prometedor a este
campo de investigacion. Todas estas estrategias aplicadas
en su conjunto nos acercan un paso mas a nuestro objeti-
vo, aunque adn queda un largo camino para poder usar-
los como una terapia real y viable.
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Pancreas organogenesis, a focus on Pax4

Gonzalo R. Vazquez-Gémez

Abstract—The pancreas is a glandular organ with a double soul: endocrine and exocrine. Functionally, these translates into the secretion of
digestive enzymes into the gut and nutrient-homeostasis regulation hormones into the bloodstream. Morphologically, it has two differentiated
cell populations: endocrine cells, packed into the islets of Langerhans, and exocrine cells, that form the vast majority of the pancreas arbor
structure. It has an endodermic origin, arising as two buds in the dorsal and ventral side of the endodermic foregut and branching during de-
velopment through protrusion structures. This development is coordinated by a complex signaling and transcriptional network in which Pdx1
has a leading role, determining pancreas progenitors. Pax4, expressed later in development and adulthood, is specifically reviewed here due
to its B-cell mass regulation capabilities and the chances it offers to design a new therapy for diabetes, caused by insulin producing cells

dysfunction.

Key words— Pancreas development, pancreas organogénesis, Pax4, pancreatic endoderm.
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1. INTRODUCTION: PANCREAS PHYSIOLOGY

The pancreas is a glandular organ located behind the
stomach, in the intraperitoneal cavity of higher verte-
brates. In humans it weighs from 70 to 150 grams, being
from 15 to 25 centimeters long. It is a composite gland
formed by two distinct cell populations that differ func-
tionally and morphologically: the exocrine pancreas se-
crete enzymes into the digestive tract, whereas the endo-
crine pancreas secretes hormones into the bloodstream.
This mixed character makes it part of both the endocrine
system and the digestive system.

The exocrine pancreas consists of enzyme producing aci-
nar cells, organized into clusters called acini (figure 1B),
and a duct system that drains the digestive fluid into the
intestine. It comprises a lobulated tree-like structure,
where acini secrete enzymes into the acinar ducts at the
branch tips. Duct cells secrete bicarbonate and mucins,
and funnel the digestive secretions into the main duct,
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Fig. 1. Pancreas anatomy. Reproduced from Slack, 1995 [1].
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connected to the duodenum by the ampulla of Vater,
where it joins the bile duct, as observed in figure 1A.

The acinar cells present pyramidal shape and prominent
rough endoplasmic reticulum and Golgi complex, along
with multiple secretory granules (zymogen) containing
digestive enzymes such as proteases, amylases, lipases
and nucleases. Most of them are synthesized as inactive
precursors to protect the organ, and are activated once
they reach the duodenum. This secretion is regulated by
hormonal and neural stimuli.

The endocrine tissue is formed by islets of Langerhans,
confined spheroidal structures (as seen in figure 2) that
constitute around 5% of the pancreas weight and are
spreadly located throughout the organ. They are heavily
irrigated, as they secrete hormones directly into the
bloodstream and are responsive to different blood pa

Fig. 2. Histology of the mouse pancreas, phloxin stain. An islet of
Langherans is showing in the centre, sorounded by acinar cells and
ducts. Reproduced from Slack, 1995 [1].



rameters. Within the islets we can find glucagon produc-
ing a-cells, insulin producing B-cells, somatostatin pro-
ducing d-cells, ghrelin producing e-cells and pancreatic
polipeptide producing y-cells.

These hormones produced by the endocrine pancreas are
involved in nutrient metabolism and glucose homeosta-
sis, which added to the digestive fluid production func-
tion, makes the pancreas a strategic center for nutritional
homeostatic regulation.

2. PANCREAS ORGANOGENESIS

Pancreatic development is a complex, highly coordinated
interplay of inner and outer signaling events and tran-
scriptional networks. Both exocrine and endocrine pan-
creas have an endodermic origin, some stromal compo-
nents being mesodermally-derived. The endoderm flat
sheet folds to create the primitive gut tube, organized into
foregut, midgut and hindgut. This gut endoderm is re-
gionalized into different organ fields by antero-posterior
and dorso-ventral patterning mediated by external sig-
nals produced by surrounding mesoderm and internal
transcriptional programs. The foregut-midgut boundary
is the site for pancreas specification [1].

Two different buds emerge from the foregut, dorsal and
ventral, that will later fuse to form a single body. Prolifer-
ation of committed pancreas progenitors produce a strati-
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Fig. 3: Progressive branching forming the arbor structure. Reproduced
from Slack, 1995 [1].

fied epithelium, in which multiple microlumens appear,

forming a growing arbor as seen in figure 3. These micro-

lumens are the first sign of a vast, developing luminal

network that will eventually drain acinar secretions into

the intestine [1].

Differentiated endocrine cells start to appear in the dorsal
bud at this stage, in a cluster-budding process. The gut
tube undergoes some coiling movements that make ven-
tral and dorsal bud closer, and they end up fusing togeth-
er (figure 4). The epithelium undergoes plexus remodel-
ing while it continues expansion and production of more
plexus through finger-like protrusions into the surround-
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ing mesenchyme. The protrusions contain tip and trunk
domains, tips being multipotent pancreatic cells (MPC)
that will become acinar-fated progenitors and trunks be-
ing an endocrine-duct bipotential cell pool. Epithelial
branching and polarity is thought to be mediated by the
interaction of neural migration factors, such as netrins,
with extracellular matrix proteins such as integrins [2].

After this expansion, the number of the progenitor cells in
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Fig. 4. Foregut coiling movements bring dorsal and ventral pancreas to-
gether, allowing them to fuse. Reproduced from The exocrine Pancreas,

Pandol SJ, 2010.

the pancreas primordium determines final size of the ma-
ture pancreas. Over the time, human pancreas becomes
less proliferative, the remaining proliferation being in the
periphery.

Once the basic structure is organized, the epithelium un-
dergoes a differentiation wave and cell lineage allocation.
Extending tip epithelium becomes acinar cells and con-
tinues to branch by duplication. Endocrine cells differen-
tiate from endocrine-biased progenitors in the protrusion
trunks, going through an epithelial-to-mesenchymal tran-
sition, and migrating to assemble into clustered endocrine
islets. These islets remain in the whereabouts of their par-
ent trunks, in between acini and ducts [3].

2.1.Signalling events and transcriptional networks

The morphological and functional development of the
pancreas is regulated by signaling events, internal and
external, driven by the transcription factors, proteins that
bind DNA and are capable of changing expression of tar-
geted genes.

The notochord, an anteroposterior axis mesordem-
derived structure located in the dorsal area and precursor
to vertebrae, is responsible for the patterning of the adja-
cent foregut to develop into the dorsal pancreatic bud by
inhibiting transcription of sonic hedgehog (Shh) and thus
allowing expression of the central pancreas development
factor pancreatic and duodenal homeobox factor 1 (Pdx1)
[2]. This is considered the switch that triggers pancreas
development from the endoderm foregut tube [4]. In hu-
mans, Pdxl expression starts around 30 day post-
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Fig. 5. Transcription factor network of human pancreas development. Reproduced from Jennings, 2015 [2].

conception (dpc). Ventral and pancreatic buds express
sex-determining region Y-box 9 (Sox9), GATA binding
protein 4 (Gata4) in addition to Pdx1 around 32 dpc.
SOX9, GATA4 and PDX1 are essential transcription fac-
tors for human pancreatic growth. Differences become
noticeable in pancreatic progenitors by 46 dpc, when pro-
trusion structures are leading pancreas growth. In them,
trunks (bipotent for duct and endocrine cells) express
high levels of SOX9 and NXK6.1 but low levels of GATA4,
contrary to tips (future acinar cells) that have high expres-
sion of all the three factors [5].

For endocrine cell specification, neurogenin 3 (Neurog3)
is the transcription factor transiently required for a trunk
cell to commit into a hormone production cell. As seen in
figure 5. That happens around 8 week post-conception
(wpc). SOX9 is at this time lost in endocrine tissue, and
only remains in duct cells. Islets start to be seen at 12-13
wpc and Neurog3 shuts its transcription at some point
after 26 wpc. Knowledge of the pancreatic organogenesis
transcriptional network supports the development of new
approaches to treat diabetes, such as p-cell in vitro differ-
entiation and grafting [6].

2.2. Pax4 as a master regulator for islet
development

Pax4 has been shown to be key for the establishment of -
cell lineage during development [7], but also there is evi-
dence for its role in mature B-cell expansion. For this rea-
son Pax4 has attracted focus aiming to create new ap-

proaches to treat type 1 diabetes, which is characterized
by a loss of (3-cell mass due to autoimmune attack.
Sosa-Pineda et al demonstrated in 1997 [8] that Pax4 is
essential for differentiation of insulin-producing -cell in
the mammalian pancreas. In order to do so they disrupted
Pax4 gene in mice by homologous recombination, insert-
ing LacZ in its locus, in embryonic stem cells. Disrupted
clones were selected to create chimeras by morula aggre-
gation. Heterozygous mice did not show any relevant
changes in the phenotype, surviving adulthood and being
fertile. Homozygous null Pax4 mice were born apparently
normal, nonetheless two days after birth they showed
growth retardation and dehydration, signs of beta-cell
dysfunction, and died three days after birth. This pheno-
type was similar to homozygotic null Pdx1 mice, which
completely lack pancreas, however a macroscopically
normal pancreas developed in Pax4 deficiency. In Pax4-
newborn pancreas histological study LacZ showed to be
co-expressed with insulin, indicating that Pax4 was ex-
pressed in B-cells. This, together with the diabetes-like
phenotype that Pax4 full deficient mice showed, pointed
towards the importance of Pax4 in p-cell differentiation.
In mice, PAX4 appears in the pancreatic bud around 9 dpc
and peaks around 14 dpc. Mutant Pax4 mice embryos
show scattered insulin-staining cells at early stages of
development, however they are born with no functional
pB-cells, which suggests Pax4 is not critical for cell fate de-
termination but for sustaining insulin-producing pheno-
type and supporting cell proliferation and survival of the
committed cells [9].



Expression of Pax4 has been detected in the adult mam-
mal B-cells. Several mutations of such gene has been asso-
ciated in different populations with diabetes, consistent
with a role in B-cell mass regulation.

The concerted action of key pancreatic factors such as
Panl, Beta2/NeuroD, HNF-1a and Pdx1 among others
regulate the expression of Pax4. These genes were also
shown to be associated with genetic diabetes, which sug-
gests Pax4 is a downstream target of these diabetes-
associated transcription factors [9].

In addition, it was shown that activin A and betacellulin
stimulated Pax4 gene expression and that produced an
increase of rat B-cell replication. Over-expression of the
gene in rats caused an augmented expression of the c-
myc/Id2 proliferation pathway and the antiapoptotic
gene Bcl-xl. Al these evidences suggest that Pax4 is in
charge of coordinating apoptosis and proliferation in -
cells [9].

3. CONCLUSIONS

Further studies are required to get to know how Pax4
responds to physiological stimuli and how it balances -
cell proliferation and apoptosis to achieve a B-cell mass
that fills the body's insulin needs. This way we might be
able to design a new approach against diabetes by target-
ing Pax4 to gain B-cell function. Pax4 is a paradigm on
how knowledge about organ development can help us
develop therapies for a myriad of diseases through the
advent of tissue engineering, intimately related to devel-
opmental biology.
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Enfermedad Granulomatosa Cronica

Luna Jiménez Castilla

Resumen— La enfermedad granulomatosa cronica (EGC) es una enfermedad no muy comuan que afecta principalmente a los
neutréfilos y monocitos impidiendo su correcto funcionamiento. La enzima NADPH oxidasa de estas células no es totalmente
funcional debido a una mutacion que desemboca en su nulidad a la hora de generar superodxido para destruir los patdgenos en
las células fagociticas. Los sintomas son muy variados, siendo el principal la aparicion de infecciones recurrentes que
afortunadamente, gracias al desarrollo médico y farmacéutico actual, pueden tratarse sin demasiada dificultad.

Palabras Claves— EGC, infeccion, oxigeno, NADPH, antibiético.

1. INTRODUCCION

a enfermedad granulomatosa crénica (EGC) o granu-

lomatosis crénica es un trastorno hereditario y poco

frecuente que se caracteriza por la nulidad de las cé-
lulas fagociticas (neutréfilos y monocitos) del cuerpo a la
hora de eliminar ciertos microorganismos. Esta enferme-
dad de inmunodeficiencia primaria acaba provocando en
los pacientes una mayor susceptibilidad a sufrir infeccio-
nes tanto bacterianas como fungicas [1], [2], [3].

Actualmente, la EGC tiene una incidencia mundial de
1 por cada 250000 recién nacidos vivos, que pueden llegar
a mostrar sintomas desde la etapa postnatal hasta la adul-
ta. Los 6rganos que estadisticamente se ven mads afectados
suelen ser la piel, los ganglios linfdticos, el tejido celular
subcutdneo, los huesos, los pulmones, el bazo y el higado
[4].

Existen cuatro tipos reconocidos de la enfermedad
granulomatosa crénica hasta el momento dependiendo
del gen que se ve mutado. Uno de estos tipos muestra
una herencia ligada al cromosoma X y los otros tres son
de herencia autosémica recesiva [3].

Como es de esperar, una enfermedad tan complicada
como resulta la EGC, puede venir acomparfiada de demds
manifestaciones autoinmunes, como pueden serlo el lu-
pus, la sarcoidosis, el sindrome antifosfolipidico o la en-
fermedad inflamatoria intestinal [4].

Los pacientes con EGC no destacan en cuanto a la afec-
cién de virus como pueden serlo los del resfriado o la gri-
pe, sino que seguirdn padeciéndolos con la misma fre-
cuencia y probabilidad que la poblaciéon general. Como se
puede suponer, si hay que mostrar especial atencién a las
infecciones bacterianas y fungicas [3].

Hoy dia, a pesar de la profilaxis antibiética y antiftin-
gica, la morbilidad de esta enfermedad sigue siendo sig-
nificativa, resultando relativamente habituales las compli-
caciones infecciosas graves. A fecha del afio 2001, la tasa
de supervivencia de esta inmunodeficiencia se sittia en el
50% a la edad de 30 afios. A pesar de estos fatidicos datos,
continuamente se estd investigando para lograr que la
tasa de supervivencia aumente afio tras afio rozando cada
vez indices méximos histdricos en la lucha contra esta
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enfermedad [3].

2. CAusas

Como ya se ha mencionado anteriormente, la granu-
lomatosis crénica se caracteriza por la imposibilidad de
actuar de los neutréfilos y monocitos del enfermo en el
momento de la eliminacién de ciertos patégenos. Concre-
tamente, dichas células pueden moverse correctamente e
incluso ingerir a los microorganismos de forma normal. El
problema se presenta a la hora de destruir a las bacterias
y hongos fagocitados, ya que se vuelven incapaces debido
al alterado metabolismo del interior de la célula [2].

Los neutroéfilos de los enfermos no muestran el aumen-
to del metabolismo oxidativo tipico de la fagocitosis de-
bido a que no se encuentra uno de los componentes de la
NADPH oxidasa (Figura 1). Esta enzima cataliza la for-
macién de superdxido, que resulta ser el precursor para la
generacién de compuestos formados a partir del éxigeno

[3].
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Figura 1. La enzima NADPH oxidasa [3].

El peréxido de oxigeno, ademds de otros compuestos
oxigenados, se produce durante la fagocitosis en los fago-
citos sanos y son indispensables para eliminar ciertos
hongos y bacterias una vez que se hallan dentro del fago-
cito [2].

Las células fagociticas de los afectados por EGC han
perdido la capacidad de procesar el oxigeno y crear molé-



culas a partir de él y se obtiene como resultado la caracte-
ristica incapacidad para destruir ciertos microorganismos
en esta enfermedad [2].

Pero, jpor qué hablamos solo de “ciertas” bacterias y
hongos? Pues bien, esto se debe a que algunas especies de
bacterias, como pueden serlo los neumococos o estrepto-
cocos, producen normalmente compuestos oxigenados
como el mencionado peréxido de hidrégeno. Por lo tanto,
cuando los fagocitos ingieren este tipo de bacterias, éstas
mismas contribuyen a vencer el defecto con su propio
peréxido de hidrégeno, brindando al fagocito la oportu-
nidad de destruir correctamente la bacteria [2].

Como ya se ha mencionado con anterioridad, existen
cuatro tipos de EGC (Tabla 1). Estos se distinguen segtiin
cudl de las cuatro subunidades de la enzima NADPH
oxidasa se ve afectada por una mutacién genética:

Gen de Modo de Frecuencia Grupos
EGC herencia afectados
gp91phox Ligada al 65% Varones
(CYBB) cromosoma
X
p47phox Autosémica 25% Ambos
(NCEF-1) recesiva Sexos
p67phox Autosémica 5% Ambos
(NCEF-2) recesiva Sexos
p22phox Autosémica 5% Ambos
(CYBA) recesiva Sexos

Tabla 1. Caracteristicas de los 4 tipos de EGC [3].

Tal y como se puede apreciar en la tabla, existen dos
patrones de transmisién de esta enfermedad. La primera
de ellas es hereddndola de forma recesiva ligada al cro-
mosoma X. La segunda es hereddndola de forma autosé-
mica recesiva. Entender la forma de transmisiéon de la
enfermedad es uno de los factores que mds ayuda debido
a la aportacién de conocimiento que hace sobre la misma

[3].

3. SiNTOMAS

La EGC causa infecciones crénicas y repetitivas, ya
que células del sistema inmunitario no llegan a destruir
algunos tipos de bacterias y hongos. Principalmente son
infecciones cutdneas, que incluyen [3]:

- Ampollas o llagas en el rostro.

- Eccemas.

- Furtnculos llenos de pus.

- Abscesos en el recto.

- Partes del cuerpo que producen calor o dolor

cuando se tocan, y a veces se inflaman.

Los sintomas mencionados anteriormente son los
primarios y mds comunes. A continuacién se nombran
algunos menos usuales [3]:

- Aumento de la temperatura de 38° o superior.

- Evacuacién de vientre liquida y frecuente.

- Inflamacién de los ganglios linfdticos del cuello,

axilas e ingles.

- Tos convulsiva o dolor del térax.

- Sudoracién nocturna.
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- Dolor de cabeza.

- Falta de apetito.

- Disminucién de peso.

- Molestias urinarias e intestinales.

- Problemas con el aparato digestivo.
- Neumonia.

4. DIAGNOSTICO

Para determinar el cardcter de la enfermedad es nece-
sario examinar los signos que presenta. Cuando en un ser
vivo, de manera constante y significativa se producen
infecciones, en la piel, los pulmones o el intestino, provo-
cadas por virus, hongos o bacterias, se puede sospechar
de la presencia de la EGC. Si ademds, estas infecciones
son provocadas por microorganismos como Serretia, No-
cardia, Burkhoidria y Aspergillus pueden ser el elemento
decisivo para poder diagnosticar la enfermedad [2, 3].

El diagnostico eficaz se realiza con un estudio deta-
llado de las células fagociticas del paciente. Se extrae san-
gre del enfermo con EGC y se aislan los fagocitos. Se es-
tudian las estructuras y combinaciones quimicas de las
partes de las células y su forma de metabolizar bien dis-
tintas sustancias como el oxigeno y originar compuestos
que contienen este elemento. Asi como, se comprueba la
destreza de los fagocitos de deshacerse de los microorga-
nismos que han ocasionado las infecciones [2].

Las pruebas deben llevarse a cabo en laboratorios es-

pecializados en la realizacién de este andlisis médico.
Una vez concluidas las pruebas de la persona afectada, es
recomendable efectuar los andlisis y asesorar a toda la
familia, por la posible repercusién de la enfermedad en
otros miembros [2, 3].

5. TRATAMIENTO

Un diagnéstico adelantado de la enfermedad y el uso
adecuado de antibidticos favorece significativamente el
tratamiento de la EGC. Hacer lo necesario para hallar el
origen de la infeccién es un hecho relevante. Ademds,
conocer la sensibilidad hacia los antibiéticos del microor-
ganismo que ha causado la infeccién, también es deter-
minante [2].

Cuando los antibiéticos fracasan y peligra la vida, las

transfusiones de granulocitos pueden ser la solucién.
Es necesario llevar una medicacién diaria y preventiva, ya
que las infecciones son muy frecuentes, especialmente
cuando el enfermo estd en la nifiez, se le prescribe el em-
pleo continuado de cotrimoxazol (mezcla de trimetopri-
ma y sulfametoxasol, antibiéticos que por su complemen-
tariedad suelen utilizarse asociados) que lo protegen anti-
cipadamente de cualquier infeccién [2].
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Figura 2. Formula quimica del trimetoprima y el sulfametoxasol,
los dos antibidticos que conforman el cotrimoxazol.

El itraconazol, es un antimicético que suele beneficiar
al paciente con EGC. Es empleado en el tratamiento pre-
ventivo contra hongos del género Aspergillus. Es bastante
eficaz, reduciendo las infecciones producidas por hongos
[3].

El interfer6n gamma (IFN-y) se emplea asimismo para
cuidar, de manera preventiva, a enfermos con EGC, quie-
nes con este tratamiento pueden tener menos infecciones,
o bien, infecciones menos graves [2].

En la cura de las infecciones agudas es necesario cono-
cer el microorganismo que causa la infeccién. Teniendo
siempre en cuenta la gama de bacterias que son capaces
de provocar infecciones en la EGC es recomendable el uso
de ciprofloxacino y teicoplanina [3].

Cuando las inflamaciones asociadas a la enfermedad
(colitis, gingivitis, neumonia,...) se agravan es necesario
el uso de nuevos farmacos. Que se usaran con precaucion
y bajo la prescripcién de especialistas en la materia [3].

El trasplante de células madre puede ser la solucién pa-
ra los pacientes con EGC, pues estas células le proporcio-
narian durante toda su existencia células con una activi-
dad normal. Los trasplantes de células madre alcanzan
hoy en dia muy buenos resultados, siempre que el donan-
te de médula ésea sea compatible con el receptor de la
misma. Si el patrimonio genético del donante y del recep-
tor son idénticos o bastante parecidos el éxito estd garan-
tizado. Si presenta muchas diferencias el injerto serd re-
chazado por el receptor [3].
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El fosforo blanco como arma quimica

Maria del mar Moreno Romay

Resumen— El fo6sforo blanco es una sustancia quimica que se ha estado usando como arma en conflictos bélicos desde la
Primera Guerra Mundal, debido a la inestabilidad que presenta y al grave dafno que es capaz de producir en las personas.
Puesto que no esta tipificado en la Ley su prohibicién, no deja de usarse como arma y como agente incendiario para provocar

pantallas de humo.

Palabras Clave— Fosforo blanco, arma quimica, conflicto bélico, inestable, inflamable

1. INTRODUCCION

1 f6sforo blanco es la forma alotrépica més peligrosa

del fésforo, superando al fésforo negro y al fésforo

rojo.
Se puede decir que es el mds inestable e inflamable de los
tres y, por ende, el que provoca mads dafio en las personas.
Lo que provoca normalmente son quemaduras de segun-
do y tercer grado al entrar en contacto con la piel (uso en
situaciones de conflictos bélicos), puede llegar a ser can-
cerigeno y, ademds, puede daiiar el higado, el corazén y
los rifiones debido a la absorcién en el cuerpo de dicha
sustancia. [1]

Debido a su inestabilidad y al dafio que es capaz de pro-
ducir, se ha usado por parte de algunos paises en situa-
ciones de conflicto bélico, como fue en la Segunda Guerra
Mundial o en la Guerra de Vietnam.

Teniendo en cuenta esto, esta sustancia ha sido calificada
por algunas organizaciones como arma quimica.

2. FOSFORO BLANCO

2.1. Propiedades del Fésforo blanco

El fésforo blanco es una sustancia muy inestable, que al
entrar en contacto con el oxigeno reacciona inmediata-
mente inflamdndose y quemdndose, lo que ocasiona una
llama verde. Esto se debe a la oxidacién que sufre al ex-
ponerse al aire, y lo que forma es una mezcla de 6xido de
fésforo y parte de ozono. Para mantener esta sustancia
estable lo que se hace es mantenerlo siempre bajo agua,
ya que no reacciona ante ésta y ademads tampoco es solu-
ble al H.O. Ademads, en su manipulacién debe ser usado
con unas pinzas, ya que, como hemos dicho, al entrar en
contacto con la piel provoca serias quemaduras. [2]

El fésforo blanco estd compuesto por cuatro dtomos de
fésforo (P) ordenados tetraédricamente y unidos por en-
laces sencillos, por lo que su férmula molecular es P.. El
pequefio angulo que forman esos enlaces sencillos es, en
parte, el causante de la inestabilidad y el cardcter reactivo
que presenta esta sustancia (Figura 1). [3]

Fig. 1. Forma tetraédrica del fésforo blanco. [3]

Esta sustancia se puede encontrar en rocas de fosfato, en
combinacién con otros minerales, pero nunca libre por la
naturaleza. Ademds, se puede elaborar de manera artifi-
cial usando diversos métodos, entre los cuales se encuen-
tra el calentamiento de tri-fosfato de calcio.

2.2. Historia

Se tiene constancia de que la primera vez que se usé el
fésforo como arma fue en la Primera Guerra Mundial. El
objetivo de ese uso estaba en que fuera altamente infla-
mable y que se creara gran cantidad de humo, por lo que
se llevé a cabo mediante una disolucién con disulfuro de
carbono.

Ya durante la Segunda Guerra Mundial el f6sforo blanco
se utiliz6 a través de granadas y bombas, con la doble
finalidad de crear grandes haces de humo y provocar da-
fios en las personas.

Otros conflictos bélicos en los que se usé el fésforo blanco
fue en la Guerra de Corea y en la Guerra de Vietnam,
aunque no fue hasta el conflicto Irdn-Irak donde se usé
como bombardeo aéreo. En Irak, esta sustancia se usé
como arma quimica en 1988 a través de un ataque aéreo,
que bombardeé esta ciudad varias veces junto con otras
sustancias quimicas.



Posteriormente se ha seguido usando esta sustancia qui-
mica tan peligrosa en diversos conflictos, entre ellos se
destaca la guerra de EEUU-Irak, posterior a la ya mencio-
nada, que tuvo lugar concretamente en 2005. El ejército de
Estados Unidos usé el fésforo blanco contra Faluya, y se
hizo bajo la justificacion, segin el General Peter Pace, de
que se trataba de “una herramienta legitima del ejército”,
0 que “no es un arma quimica, es una incendiaria” [4].

Otros conflictos posteriores y mds recientes a los ante-
riormente mencionados donde también se le dio uso a
esta sustancia fue en el conflicto de Israel-Gaza (2009) y
en la Guerra Civil en el Este de Ucrania (2014).

En el primero, Israel lo utilizé contra Gaza. Aunque los
portavoces del ejército lo negaran, habia pruebas eviden-
tes de que efectivamente usaron fésforo blanco (Figura 2),
entre ellas se destacaron las quemaduras mortales de mu-
chas victimas. [5]

Fig. 2. Ataque israeli a Gaza, 2009. [6]

En el segundo caso, hay constancia de que se usé fésforo
por parte de las fuerzas leales a Kiev contra la poblacién
civil, ya que en la zona donde bombardearon no habia
asentamientos militares y murieron muchos civiles como
consecuencia de las heridas provocadas por esta sustancia
quimica. [7]

Actualmente, el fésforo blanco se utiliza en artillerfa y
en los proyectiles de los morteros en guerras.

2.3. Usos

Como se infiere de lo expuesto en el apartado anterior, el
principal uso que se le da al fésforo blanco es con fines
bélicos. En particular, para crear pantallas de humo o co-
mo arma quimica contra personas.

Con respecto al uso como bombas de humo, se ha consi-
derado como uso militar efectivo puesto que al entrar en
contacto la sustancia con el aire reacciona inflamédndose y
produciendo una gran cortina de humo que, en estos ca-
sos, han servido para ocultar movimientos de las tropas
militares.
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El problema de ello es que con la misma reaccién que su-
fre el fésforo, desprende particulas incandescentes que
son las causantes de provocar graves quemaduras en la
piel de las personas, y por ello muchas veces se usa con
una doble intencién de hacer el mayor dafio posible.

Hoy en dia, el fésforo blanco puede estar al alcance de
cualquier persona, ya que, independientemente de que se
trate de un mineral o de que se pueda elaborar de manera
artificial, es una sustancia quimica que se puede obtener
de formas mds sencillas y de forma casera.

Con el avance de las tecnologias, entre ellas la bisqueda
de todo tipo de informacién por internet, se puede encon-
trar cualquier informacién acerca de cémo elaborar bom-
bas caseras, a partir de fésforo blanco.

El fésforo es una sustancia que se encuentra, en cantida-
des pequeiias, diluido en la orina, por lo que, a partir de
ésta y mediante algunos procesos quimicos como el calen-
tamiento, enfriamiento, filtrado, dilucién, etc., se puede
llegar a obtener fésforo blanco.

Fig. 3. Hennig Brandt en proceso de obtencién de P, [8]

El descubrimiento de la extraccién del fésforo de la orina
se debe al alquimista alemdn Hennig Brandt (figura 3), y
gracias a €él, la obtencién de P. como tal estd al alcance de
cualquier persona. [8]

3. LEGISLACION INTERNACIONAL

Segun Alberto Estévez, experto en armamento de la ONG
§n Amnistia Internacional, “no hay ninguna legislacién
internacional especifica que regule el uso de estas armas”,
lo que es utilizado por parte de determinados gobiernos
para justificar y defender la legalidad de las acciones que
llevan a cabo, donde se incluye el uso de esta sustancia
como arma militar.



Lo que sf estd claro, en cualquier caso, es la prohibicién de
atacar con cualquier arma quimica la poblacién civil, se-
gun recoge el Protocolo III de la Convencién sobre armas
convencionales (CCW) de 1980. No obstante, en cualquier
conflicto de guerra siempre suele salir perjudicado gran
parte de poblacién civil, ya que hablamos de un arma
quimica bastante poderosa y dafiina.

En el articulo 35.2 del Convenio de Ginebra se habla de la
“prohibicién del uso, en los conflictos armados, de armas,
proyectiles y material y métodos de guerra cuya naturale-
za sea causa de lesiones superfluas o sufrimientos innece-
sarios", asi como en los articulos 48, 51.2, 52.2, 13.2 donde
se prohibe el uso de armas que no distinguen entre la po-
blacién civil y militar". Por tanto, aunque en ninguna le-
gislacion se trate al fésforo blanco como arma quimica y
se prohiba su uso, se deberia dar por hecho que es un ar-
ma de gran potencial que causa graves lesiones a las per-
sonas que alcanza y que, por ende, deberia prohibirse su
uso tal como ya recogen algunas publicaciones. [9]

4. CONCLUSIONES

Dado que el uso bélico del f6sforo blanco no estd prohibi-
do legalmente, se usé y sigue usando en conflictos entre
Estados. Ademds, esta sustancia se puede conseguir a
partir de unos procesos quimicos que puede llevar a cabo
cualquier persona con conocimientos basicos sobre el te-
ma. Como se comentd, es una sustancia tan al alcance de
todos como es nuestra propia orina. Asi, en base a lo ex-
puesto, se concluye la necesidad de una ley que prohiba
de manera tajante el uso de fésforo blanco como arma
quimica.

(Cuadntas personas inocentes mds deben morir para hacer
ver a los altos cargos la gran peligrosidad que presenta
este elemento? ;Cudntos nifios mds deben ser mutilados,
quemados o muertos como consecuencia de las heri-
das/quemaduras de esta sustancia? ;Cudndo va a abrir la
humanidad los ojos ante tal salvajada?

Las guerras existirdn siempre y con ella la muerte de mu-
chas personas, pero la crueldad que se lleve a cabo con
ellas, asi como el nimero de bajas de personas, podria
reducirse de manera considerable si se tomaran serias
medidas contra este tipo de armas quimicas ya que, por
desgracia, el fésforo blanco no es la tnica sustancia qui-
mica usada para realizar armas de tal potencia. Existen
todo tipo de armas quimicas, nucleares.... de tal magni-
tud capaz de destruir ciudades enteras, y arrasar, con ello,
la vida de millones de personas. Por ello, es de vital im-
portancia que se haga algo al respecto.
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La muerte dulce: Intoxicacion por monoxido
de carbono

Ana Dominguez Luna

Resumen—La intoxicacién por monoxido de carbono es una de las principales causas de muerte accidental, ya que debido a
sus propiedades es imposible detectar su presencia. Es por ello por lo que es conocida como muerte dulce. En este articulo
vamos a explicar cémo se produce dicha intoxicacién, asi como las fuentes de produccién del gas y c6mo tratar a las personas

intoxicadas.

Palabras Clave— Mondxido de carbono, intoxicacion, carboxihemoglobina, oxigeno.

1. INTRODUCCION

1 monéxido de carbono (CO) es un gas inodoro, inco-

loro y no irritante para las vias respiratorias, el cual

se introduce en el cuerpo por via inhalatoria y puede
producir una serie de efectos nocivos para la salud que
podrian llegar a causar la muerte o generar secuelas neu-
rolégicas irreversibles. Esta considerado altamente peli-
groso debido a que sus caracteristicas lo hacen indetecta-
ble para nuestros sentidos.
Este gas se genera cuando se produce una combustion
con una pobreza de oxigeno en el aire ambiental, por lo
que las habitaciones mal ventiladas en las que se encien-
den estufas, calefacciones y calentadores de agua son un
frecuente origen de intoxicaciones en el hogar.
También lo encontramos formando parte del humo de los
incendios, junto a particulas también nocivas y otros ga-
ses, por lo que es una importante causa de muerte en per-
sonas que hayan podido estar expuestas a estos siniestros.

2. EL MONOXIDO DE CARBONO

En su estado puro, el mondxido de carbono es un gas in-
coloro e inodoro, aunque mezclado con otros gases puede
adquirir olor. Debido a estas propiedades, es culpable de
un elevado ntiimero de intoxicaciones accidentales ya que
la victima no puede darse cuenta del peligro al que esta
siendo sometida.

Las principales fuentes de producciéon de monéxido de
carbono son las combustiones incompletas:

En la combustién de materia organica, tiene lugar la pro-
duccién de anhidrido carbénico, debido a la oxidacion del
carbono:

C+20=>CO,
Pero a veces, el oxigeno es insuficiente para producir la
oxidacién completa del carbono (combustién incompleta)

por lo que se forma monodxido de carbono:

C+O=>CO

Otro caso es cuando se da una reduccién del anhidrido
carbénico que procede de la completa combustion, que
pierde un atomo de oxigeno. Esto se produce cuando los
gases resultantes de la combustién se encuentran con una

superficie fria y amplia.

Este mismo efecto puede darse cuando solo se produce la
combustiéon de una capa interior de combustible. En este
caso el CO se produce debido al paso de los gases que se
desprenden de dicha capa interior por las capas superio-
res, que estan calientes, pero no en combustién.

Las principales fuentes de monéxido de carbono debido a
una combustién incompleta, son las materias carbonosas:

a) Combustibles sélidos: madera, lefia, carbén vege-
tal y mineral, serrin etc.

b) Combustibles liquidos: hidrocarburos derivados
del petréleo como gas natural, gas-oil, fuel-oil,
gasolina, gases licuados, etc.

c) Explosivos

d) Tabaco. Las personas que fuman habitualmente
estdn expuestas a los efectos nocivos de este gas.

3. CAUSAS DE INTOXICACION

Aunque puedan darse distintas causas de intoxicacion
por este gas, vamos a describir en primer lugar la maés
importante: la intoxicacién accidental.

Se trata de la variedad mas frecuente de intoxicacién con
mucha diferencia respecto las otras variedades.

En relacién con la combustién incompleta, se produce
cuando los artefactos de calefaccién de las viviendas, ya
sean estufas, braseros o chimeneas, tengan algin defecto
en el tiro; en los calentadores a gas, cuando el mechero no
arde correctamente y cuando la toma de aire no es sufi-
ciente en los hornillos usados en la cocina; cuando el
quemador de las estufas a butano esta sucio, la combus-
tién no se realiza adecuadamente por lo que es muy peli-
groso. También en los incendios, la mayor parte de las
victimas mueren por intoxicacion de este gas.



Los hornos de cal y yeso producen la intoxicacién de va-
gabundos que en las noches frias, se refugian a su amparo
para combatir el frio. Los gases de escape en los motores
de explosién también provocan intoxicaciones accidenta-
les, sobre todo en garajes pequefios que carecen de venti-
lacién, especialmente en época invernal debido a que al
encender el automovil se debe cerrar la toma de aire, por
lo que la concentracién de CO aumenta en los gases de
combustion. Actualmente, los modelos de motor de los
vehiculos estan dotados de starter automaticos, por lo que
se han reducido significativamente este tipo de intoxica-
cién accidental por monéxido de carbono. Por dltimo,
cabe mencionar que las explosiones producen una eleva-
da concentraciéon de CO por lo que provocan intoxicacio-
nes cuando se producen en espacios cerrados, como por
ejemplo las minas.

En un segundo plano, y con mucha menos frecuencia res-
pecto a la causa accidental, tenemos el resto de ellas. Tales
como la criminal, la suicida y la profesional, las cuales
vamos a sefialar brevemente:

Criminal: Este gas es raramente usado para provocar la
muerte de personas conscientemente. S6lo se conoce su
uso en los llamados "suicidios colectivos" en los que el
criminal induce a otras personas a morir intoxicados con
este gas. El criminal toma las precauciones necesarias pa-
ra resistir a la intoxicacién, salvando asi de la muerte y
habiendo provocado la del resto de personas.
También es conocida su utilizacién en algunos campos de
concentracién nazis durante la Segunda Guerra Mundial.

Suicida: Es una variedad frecuente de intoxicaciéon por
este gas. Se procede recurriendo a las fuentes de produc-
cién de este gas mencionadas anteriormente, siendo las
mas frecuentes:

a) Los motores de explosién: se deja encendido el
motor del automovil en un recinto cerrado, o bien
se procede al aire libre, respirando directamente
los gases del tubo de escape.

b) Los braseros: se encienden de forma incompleta a
propésito y se dejan dentro de una habitacion ce-
rrada.

Profesional: Son aquellas intoxicaciones de monéxido de
carbono producidas en ambientes laborales y lugares de
trabajo. Los profesionales que més riesgo corren son ché-
feres de turismos y camiones que conducen por un perio-
do de tiempo prolongado, trabajadores que deben per-
manecer mucho tiempo en ttneles por los que circulan
vehiculos a motor, bomberos, trabajadores de altos hor-
nos, etc. Asi como los profesionales que operan en solda-
duras autégenas con soplete oxiacetilénico y en electroli-
sis a alta temperatura en electrodos de carbon.

4. MECANISMO DE TOXICIDAD

La toxicidad del CO viene dada por la capacidad que tie-
ne esta molécula para unirse a los grupos heme que con-
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tienen algunas proteinas. Desde el prisma fisiopatologi-
co, la unién de mondxido de carbono con una de ellas
tiene una especial relevancia: con la hemoglobina (Hb),
con la cual el CO tiene una afinidad 230 veces superior a
la que tiene el oxigeno. Ademds de esta mayor afinidad,
el CO también produce una desviacion hacia la izquierda
de la curva de disociacién del oxigeno con la hemoglobi-
na (figura 1), por lo que el poco oxigeno que la Hb trans-
porta tiene mas dificultad para llegar a los tejidos. Esta
union produce la llamada carboxihemoglobina, que es la
causante de la hipoxia tisular andxica, la cual es respon-
sable de la mayor parte de la sintomatologia aguda en la
intoxicacién por este gas. En algunos casos, la muerte se
produce por la hipoxia tisular que da como resultado la
unioén reversible y competitiva del CO al grupo heme de
la Hb, de donde desplaza al oxigeno en su mayor parte.
Por otra parte, en casos menos graves como para que la
muerte del individuo se produzca, la unién de la hemo-
globina por el mondéxido de carbono empieza a desapare-
cer paulatinamente una vez retirada la fuente de CO, ya
que la eliminacién de la carboxihemoglobina es de 320
minutos, aunque puede descender a 80 minutos si se le
administra al paciente oxigeno en una concentracién del
100%.
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FIGURA 1. REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS CURVAS DE
DISOCIACION DE LA HEMOGLOBINA PARA EL OXIGENO (DERECHA) Y EL
MONOXIDO DE CARBONO (IZQUIERDA).

5. MANIFESTACIONES CLINICAS

En intoxicaciones leves o moderadas los sintomas son
muy inespecificos por lo que es conveniente indagar en la
situaciéon contextual del paciente (incendios, estufas en
habitaciones mal ventiladas, sistemas de gas anticuados)
para situarlo en una intoxicacién por CO. En estos casos,
es facil confundir este tipo de intoxicacién con una intoxi-
cacion alimentaria, cefalea tensional, delirium tremens,
parkinsonismo, sobredosis de sedantes-hipnéticos, intoxi-
cacién por etanol, migrafia, gastroenteritis, etc. Los sin-
tomas mas frecuentes son: taquicardia (velocidad excesi-



va del ritmo de los latidos del corazén), taquipnea (au-
mento de la frecuencia respiratoria por encima de los va-
lores normales), dolor de cabeza, nduseas y vomitos.

En intoxicaciones moderadas, puede aparecer confusion,
sincope (pérdida pasajera del conocimiento que va acom-
pafiada de una paralizacién momentédnea de los movi-
mientos del corazén y de la respiracién y que es debida a
una falta de irrigacién sanguinea en el cerebro), dolor
toracico, disnea (ahogo o dificultad en la respiracion),
debilidad, taquicardia, taquipnea, rabdomiolisis (des-
composiciéon de las fibras musculares que ocasiona la li-
beracién de los contenidos de dichas fibras en el torrente
sanguineo).

Por dltimo, en caso de intoxicacién severa los sintomas
son: palpitaciones, arritmias, hipotension, isquemia mio-
cardica (reducciéon del flujo sanguineo al musculo del
corazén por un bloqueo parcial o completo de las arterias
de que le suministran sangre), paro cardiaco y/o respira-
torio, edema pulmonar no cardiogénico, convulsiones y
coma.

5.1.INTOXICACION DE EMBARAZADAS

La fijacién del monéxido de carbono a la hemoglobina
fetal es mucho mayor debido a que el paso del monéxido
por la placenta tiene un mecanismo de difusiéon simple.
Esto implica que puede tener consecuencias nocivas para
el feto a niveles que para cualquier adulto no tendria nin-
guna consecuencia.

En la mujer embarazada, los picos de CO son mas rapidos
y su eliminacién es mas lenta. Los efectos mas frecuentes
en el feto son: bajo peso, malformaciones, mortinatos y
alteraciones neurologicas.

En cualquier momento del embarazo se pueden presentar
malformaciones funcionales y poco desarrollo neurolégi-
co, pero es en exposiciones tempranas cuando predomi-
nan las malformaciones anatémicas.

6. TRATAMIENTO

En primer lugar, se debe de retirar al intoxicado de la
fuente de CO. Para evitar la contaminaciéon de persona
que acude, son necesarias precauciones como el uso de
mascarillas y airear el habitaculo. En segundo lugar, se
procede a la oxigenacién: maniobras de respiracién artifi-
cial combinada con inhalacién de oxigeno. Una forma
especialmente ttil de administracién de oxigeno es la oxi-
genoterapia a presion (hiperbérica): aumenta el oxigeno
disuelto en el plasma, que se combina con la hemoglobina
15 veces mas de lo normal y es aprovechado directamente
por las células. Gracias a este método, en 15 minutos los
intoxicados recuperan la conciencia sin lesiones neurodgi-
cas y con 30 minutos de tratamiento es suficientes en la
mayor parte de los casos.

Para los casos mds graves, son recomendados otro tipo de
tratamientos tales como la administracién de sustitutivos
de la hemoglobina, vasodilatadores y espasmoliticos, asi
como la hibernacién y los tratamientos sintomaticos.
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7. CONCLUSIONES

Tras el estudio del mondéxido de carbono y su intoxica-
cién, hemos comprobado que se trata de un gas que mata
de la forma mds indolora posible. Es por ello llamada la
muerte dulce.

Este tipo de muerte, ya mencionada en la mitologia griega
y romana, nos hace pensar que a lo largo de la historia ha
sido una de las formas més frecuentes de morir acciden-
talmente.

El ser humano siempre ha recurrido a la combustién co-
mo método para calentarse durante los dias frios y el des-
conocimiento de este tipo de reaccién quimica, la combus-
tién incompleta, es lo que ha provocado la muerte de tan-
tas personas.

Afortunadamente, hoy en dia, tenemos métodos efectivos
y seguros para poder prevenir este tipo de intoxicacion,
aunque cierto es que se siguen produciendo. Por ello po-
demos considerar que se trata de un peligro latente, silen-
cioso, que puede darse cuando menos lo esperamos y sin
darnos cuenta.

La clave de la prevencién es la efectiva comprobacién de
lo que se consideran las fuentes de intoxicacién principa-
les, tales como estufas o sistemas de gas, sobre todo las
mas antiguas, para evitar posibles defectos que den lugar
a combustiones incompletas y con ello, a las intoxicacio-
nes.
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Produccion de biodiesel a partir de algas

Elena Torell6 Fernandez

Resumen—La gran cantidad de problemas ambientales junto con el evidente agotamiento de petréleo provocan la necesidad
de desarrollar fuentes renovables de energia. Las algas podrian ser una alternativa para la obtencion de combustible,

sustituyendo de esta manera el uso de combustibles fosiles.

Palabras Claves — Biodiesel, Renovable, Algas

1. INTRODUCCION

ctualmente existen diversos problemas relaciona-

dos con los combustibles fésiles que nos afectan a

toda la humanidad. Consumimos a un nivel supe-
rior al que deberfamos, por lo que es evidente el agota-
miento de petréleo y consecuentemente el aumento de su
precio. Por otro lado, se ha producido un incremento
progresivo de los problemas medioambientales asociados
al uso excesivo de petréleo, lo que contribuye de forma
importante al aumento de emisiones de gases de efecto
invernadero y al calentamiento global. Por todo esto, se
hace patente la necesidad de usar fuentes de energia
renovables y menos contaminantes para la obtencién de
energia [1].El uso de algas para obtener biodiesel parece
ser una buena opcién para sustituir a los combustibles
fosiles. Esta tecnologia presenta multitud de ventajas por
lo que desde hace unos afios despierta el interés de mu-
chos investigadores [2].

2. BIOCOMBUSTIBLES Y BIODIESEL

Los biocombustibles que derivan de la biomasa son com-
bustibles generados a partir de procesos biolégicos. Por el
contrario, los combustibles fésiles provienen de la energia
almacenada durante largos periodos de tiempo en los
restos fosiles [3].

El biodiesel es un biocombustible liquido que se obtiene a
partir de lipidos naturales vegetales o grasas animales [4].
Estos pueden ser utilizados como sustitutos del gaséleo.
Para producir el biodiesel, el aceite se extrae de la semilla
cultivada; posteriormente es refinado y sometido a la
transesterificacion, mediante la combinacién del aceite
con un alcohol ligero, normalmente metanol. Como sub-
producto de la reaccién quimica se genera la glicerina,
que se emplea como materia prima de diferentes indus-
trias, como la cosmética.

El biodiesel puede usarse en su forma pura (100% biodie-
sel) o mezclado en cualquier proporcién con diesel regu-
lar para su uso en motores de ignicién a compresién [5].

3. CONTEXTO GLOBAL

La crisis del petréleo es de cardcter recurrente, desde la
primera gran crisis del afio 1973 hasta en los tltimos
afios, en los que el precio del petréleo ha sido mds sensi-
ble a los conflictos politicos del Oriente Medio y a las
acciones de los agentes especulativos del mercado petro-
lero.
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Grafica 1.Porcentajes de las fuentes de energia empleada en el
mundo (2006) [6].

En las ultimas décadas la energia mundial ha sufrido
grandes transformaciones lo que ha llevado a la necesi-
dad de promover nuevas fuentes de energia que puedan
reemplazar los combustibles fésiles. Sin embargo, ac-
tualmente las fuentes de energia no renovables represen-
tan mds del 80% de la energia mundial (Gréfica 1) [6].

Es necesario el crecimiento de las fuentes renovables de-
bido al progresivo agotamiento de los combustibles fdsi-
les en varias regiones, al elevado consumo en los paises
desarrollados y al aumento de su demanda en muchos
paises.

4. ALGAS COMO MATERIA ALTERNATIVA AL
PETROLEO

Las algas son organismos con clorofila que realizan foto-
sintesis, crean materia orgdnica a partir del CO.utilizan-
do la energia procedente del sol.

Las microalgas son la forma mds primitiva de las plantas
superiores. Si bien el mecanismo de la fotosintesis en las
microalgas es similar a la de las plantas superiores, las
microalgas, debido a su estructura celular sencilla, son
generalmente mds eficientes para convertir la energfa
solar en lipidos, el componente base que serd después
transformado en biocombustible.

Existen aproximadamente unas 30.000 especies diferentes
de algas que pueden ser desde microscépicas hasta gi-
gantescas, las hay de agua salada y de agua dulce y en
cuanto a su color pueden ser rojas, verdes o pardas.

Estdn compuestas por dcidos nucleicos, proteinas, dcidos
grasos y carbohidratos. Los dcidos grasos se transforman
en biodiesel y segtn el tipo de alga presentan mds o me-
nos concentracion de &cidos grasos. Por este motivo,



aquellas algas que se puedan cultivar con facilidad y que
presenten gran cantidad de 4cidos grasos serdn las mads
idéneas para la obtencién de biodiesel. En este sentido,
las algas verdes (Cholorophyceae) y las algas diatomeas
(Bacillariophyceae) son un ejemplo de las algas més re-
comendadas para esta tecnologia [7].

5. CULTIVO DE ALGAS PARA PRODUCIR BIODIESEL

Los tres componentes fundamentales para el crecimiento
de las algas son el CO,, la luz solar y el agua.
Existen dos tipos de sistemas para cultivar algas:

5.1. SISTEMAS ABIERTOS

Las algas pueden cultivarse en lagos o estanques. Estos
sistemas son muy econémicos y sencillos de construir.
Sin embargo existe una gran probabilidad de ser conta-
minados e invadidos por otras algas. Ademds, al estar al
descubierto no se pueden controlar las condiciones am-
bientales (agua, intensidad de la luz, CO,, pH, etc) por lo
tanto, el crecimiento de las algas dependera de las condi-
ciones del medio.

5.2 SISTEMAS CERRADOS

Estos sistemas solucionan los problemas patentes de los
sistemas abiertos permitiendo una mayor productividad
frente a estos. Permiten el mantenimiento de las condi-
ciones ideales para su crecimiento y con todo esto se con-
sigue una mayor eficiencia de la fijacién del CO.. Este tipo
de sistemas ofrece una menor posibilidad de contaminar
los cultivos de algas con la presencia indeseada de otras
especies. Ademads, es posible el control de la temperatura,
asi como el incremento de CO. en el ambiente, lo que
implica un aumento del crecimiento de las algas [7].

Los estanques es un ejemplo de sistemas cerrados que
tienen mecanismos para mantener en movimiento las
algas con el fin de que todas reciban nutrientes y luz de
forma equitativa. Otros ejemplos de sistemas cerrados
serian los invernaderos de algas y los fotobioreactores,
estos ultimos son muy caros pero poseen un elevado
rendimiento en la produccién de aceite de algas [6].

6. PROCESO DE EXTRACCION DE ACEITES Y
PRODUCCION DE BIODIESEL

Para la produccién de biodiesel son necesarios una serie
de procesos. En primer lugar, se extraen las algas de su
medio de cultivo mediante procesos de separaciéon. En
segundo lugar, se extrae el aceite de las algas. El método
mds comudn para la extracciéon de aceites usa el hexano.
Se trata de un método bastante econémico que consiste en
extraer el aceite con una prensa y con el disolvente he-
xano se extrae el contenido sobrante del alga. Por tltimo,
el aceite y el ciclohexano se separan por destilacién. Tras
la extracciéon de aceites tendria lugar el proceso de tran-
sesterificacion, este proceso es de vital importancia ya que
soluciona los problemas de viscosidad del aceite. En este
sentido, hay que tener en cuenta que la viscosidad es un
pardmetro importante de cualquier aceite. Es una medida
de la resistencia del aceite a fluir. La viscosidad del aceite
debe ser la apropiada para cada temperatura ambiente. Si
el aceite es demasiado viscoso cuando el motor estd frio,
no circulard por su interior. Y si se hace muy poco viscoso
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cuando estd caliente, no proporcionara la proteccién ade-
cuada a las piezas del motor. Por lo tanto, optimizar la
viscosidad de un aceite contribuye a maximizar la eficien-
cia energética al tiempo que evita el desgaste de los com-
ponentes [8].

Los aceites estdn compuestos principalmente por triglicé-
ridos, estos estdn formados por una molécula de glicerina
con tres grupos hidroxilos unidos a tres cadenas de dcidos
grasos, liberdndose agua, es el denominado proceso de
esterificacion.

El proceso de transesterificaciéon consiste en transformar
un triglicérido en metiléster que es el biodiesel, mediante
la presencia de un alcohol y un catalizador (base o 4cido),
obteniéndose glicerina como subproducto (Figura 1). La
glicerina es la principal causante de la viscosidad en los
aceites, por lo tanto eliminando la glicerina, nos quedaria
finalmente biodiesel con caracteristicas muy semejantes al
petrdleo actual [6].

Una alternativa para aumentar la productividad de biodi-
sel es el uso de la enzima Acetil-CoA carboxilasa. Dicha
enzima puede estar implicada en la produccién de dcidos
grasos. Mediante ingenieria genética podria manipularse
el gen que codifica esta enzima y de esta forma se incre-
mentaria la produccién de lipidos. La unién de esta enzi-
ma a la biotina regula la biosintesis de &cidos grasos,
dando como resultado un aumento en la produccién de
aceites en algas y por consiguiente un aumento de la can-
tidad de biodiesel [6].

O

Il
R- C-O-CH, CH,0A

o) I catalizador O |

I I CH,OH
R-C-O-CH + 3CH,OH —» 3 R-C-O-CH, + ?

(“) | CH,OH
R-C- G- CH,

aceite alcohol biodiesel Glicerina
(subproducto)

Figura 1. Esquema basico del proceso de transesterificacion [6].

7. VENTAJAS DEL BIODIESEL OBTENIDO A PARTIR
DE ALGAS

Las algas son un recurso renovable, poseen un alto ren-
dimiento y bajo coste de produccién. Al ser un recurso
inagotable, son excelentes sustitutos de combustibles
producidos a través del petréleo, el cual se estd agotando.
Ademads, el biodiesel obtenido a partir de algas resulta
totalmente compatible con los motores existentes [7].
Ventajas Ambientales

El biodiesel es biodegradable por naturaleza (aunque los
aditivos pueden reducir su biodegradabilidad), a diferen-
cia del diesel fésil. El biodiesel se degrada de 4 a 5 veces
mas rdpido y no contamina las aguas superficiales ni los
acuiferos. Es decir, una averia en la cadena productiva no
da lugar a efectos desastrosos en el medio ambiente. Los
derrames de este combustible en rios o mares resultan
menos contaminantes para la fauna y la flora que los
combustibles fésiles.

Este biocombustible, practicamente no contiene azufre,
por lo que no genera SO., un gas que contribuye a la con-
taminacién ambiental. Su combustién genera menos
elementos nocivos que los combustibles tradicionales [6].
El biodiesel supone un ahorro de un 25% a un 80% de las
emisiones de CO. producidas por los combustibles deri-



vados del petréleo, disminuyendo de esta forma la emi-
sién de gases de efecto invernadero [6].

Aunque su combustién produce CO., este se compensa
con el CO. que las algas absorbieron durante su crecimien-
to [3].

Ventajas Energéticas

El biodiesel es una fuente de energia renovable que redu-
ce la dependencia de fuentes no renovables de energia,
como puede ser el petréleo, el gas natural y el carbén.
Ademds, asegura el abastecimiento energético.

Ventajas Econdmicas

El uso masivo de biodiesel en el transporte puede estimu-
lar un desarrollo agricola alternativo, ya que demandaria
un producto de mayor valor agregado.

El biodiesel permite al productor agricola autoabastecerse
de combustible. Su produccién promueve la inclusién
social de los habitantes menos favorecidos del sector ru-
ral, debido a que no requiere altos niveles de inversion.

El biodiesel posee una mayor eficiencia productiva, ya
que se podrian utilizar los excedentes de la produccién
agricola y el resto de los residuos orgdnicos.

Ademds, disminuirfa la necesidad de importacion de

petrdleo, me{'orando de esta manera el saldo de la balan-
za comercial y ocasionando por lo tanto un ahorro de

divisas.
CULTIVOS RENDIMIENTO DE BIOCOM-
BUSTIBLES EN LITROS POR
HECTAREAS (L/HA)

Algodén 325
Soja 446
Sésamo 696
Arroz 828
Girasol 952
Amapola 1163
Nueces pecanas 1791
Jojoba 1892
Palta 2638
Coco 2689
Cana de aztcar 8931
Algas 95000

Tabla 1. Rendimiento de biocombustibles (L/Ha) obtenidos a partir
de vegetales [7].

Otra ventaja serfa la creaciéon de nuevos puestos de traba-
jos a lo largo de toda la cadena de produccién del biodie-
sel.

En comparacién con los vegetales terrestres, las algas
pueden cultivarse en ciclos mds cortos y son capaces de
producir 30 veces maés lipidos que los vegetales terrestres,
consiguiendo de esta forma un mayor rendimiento de
combustibles (Tabla 1). Ademds, no es necesario el uso de
tierras fértiles, dejando estas disponibles para la agricul-
tura alimentaria. Por otra parte, se reduce el uso de pla-
guicidas pesticidas [7].

Otras ventajas

El biodiesel tiene mayor lubricidad que el diesel de origen
fésil, por lo que extiende la vida ttil de los motores.

Es el tinico combustible alternativo que funciona en cual-
quier motor diesel convencional, sin ser necesaria ningu-
na modificacién significativa.

Es mds seguro de transportar, almacenar y manipular, ya
que tiene un punto de inflamacién significativamente mas
alto que el diesel.
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Por su poder de solvente, el biodiesel produce la limpie-
za de los tanques usados por el diesel de petréleo.

El ntimero de cetano tiende a ser mds alto, por lo cual el
proceso de arranque del motor es més suave. Ademas, el
biodiesel quema mejor, reduciendo el humo visible en el
arranque del vehiculo en un 30% [6].

8. DESVENTAJAS DEL BIODIESEL OBTENIDO A
PARTIR DE ALGAS

El biodiesel de baja calidad (con un bajo ntimero de ce-
tano) puede incrementar las emisiones de NOx (6xidos de
nitrégeno), pero si el niimero de cetano, es mayor que 68,
las emisiones de NOx serfan iguales o menores que las
provenientes del diésel fosil.

Los costes de la materia prima son elevados y guardan
relacién con el precio internacional del petréleo. Dichos
costes representan el 70% de los costes totales del biodie-
sel, por lo que este actualmente es un producto relativa-
mente costoso.

El biodiesel presenta problemas de fluidez y congela-
miento a bajas temperatura (<0°C), especialmente el que
se produce de palma africana.

Por su alto poder solvente, se recomienda almacenar el
biodiesel en tanques limpios; si esto no se hace, los moto-
res podrian ser contaminados con impurezas provenien-
tes de los tanques.

El contenido energético del biodiesel es algo menor que el
de diesel (12% menor en peso u 8% en volumen), por lo
que su consumo es ligeramente mayor.

La mayor viscosidad del biodiesel en relacién al diesel,
puede causar problemas en la inyeccién del combustible

[6].

9. CONCLUSIONES

La reserva energética de la humanidad podria encontrar-
se en el océano. El biodiesel obtenido a partir de algas
podria ser la solucién para satisfacer las demandas futu-
ras de energia; asi como, para los problemas ambientales.
Esta novedosa tecnologia presenta importantes ventajas
por lo que resulta muy interesante para los investigado-
res. El cultivo de algas tiene ademds efectos beneficiosos
en el medio ambiente, como por ejemplo la captura de
CO. industrial. Aunque actualmente estd aumentando la
investigacion acerca de las algas, este es un grupo poco
estudiado con muchos beneficios por descubrir.
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Técnica de estimacion de Puntos de Casos
de Uso

Susana de la Calle Iglesias

Resumen—La técnica de estimacién de Puntos de Casos de uso es un método de estimacion de esfuerzo para proyectos de
software, a partir de sus casos de uso. El método utiliza unos actores y casos de uso relevados para calcular el esfuerzo que
significara desarrollarlos. A los casos de uso se les asigna una complejidad basada en transacciones, entendidas como una
interaccion entre el usuario y el sistema, mientras que a los actores se les asigna una complejidad basada en su tipo, es decir, si
son interfaces con usuarios u otros sistemas. También se utilizan factores de entorno y de complejidad técnica para ajustar el

resultado.

Palabras Claves— Andlisis, Casos de Uso, Esfuerzo, Actor, Sistema.

1. INTRODUCCION

El proceso de gestion de proyectos de software comi-
enza con un conjunto de actividades que se denominan
planificacién del proyecto. Las metodologias de desarrollo
de sistemas han evolucionado, desde los antiguos
sistemas por lotes, la programacién estructurada, hasta
la orientacion a objetos, pero las técnicas de estimacion
no lo han hecho. Existen técnicas adecuadas que nos
permiten realizar estimaciones, como la técnica de es-
timacion de Puntos de Casos de Uso, la cual se basa en
metodologias orientadas a objetos, especificamente en el
modelo de casos de uso.

Los casos de uso son una técnica para especificar el
comportamiento de un sistema.

Todo sistema de software ofrece a su entorno —aquellos
que lo usan- una serie de servicios. Un caso de uso es
una forma de expresar cémo alguien o algo externo a un
sistema lo usa. Cuando se dice “alguien o algo” se hace
referencia a que los sistemas son usados no sélo por
personas, sino también por otros sistemas de hardware
y software.

2. PUNTOS DE CASOS DE USO
2.1. Puntos de casos de uso sin ajunstar

Al inicio de un proyecto de software, cuando apenas se
conocen los casos de uso y sus actores asociados, se
puede proyectar una breve descripciéon de cada caso de
uso basada en la funcionalidad que éste debe brindar. Los
puntos de casos de uso sin ajustar (UUCP), nos pueden
servir para precisar la dificultad de los casos de uso e
interfaces, teniendo en cuenta los pesos de los ac- tores
(UAW) y los pesos de los casos de uso (UUCW).

UUCP = UAW + UUCW

Aplicando el analisis de puntos de funcion a estos casos

Susana de la Calle Iglesias. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo
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de uso, se puede obtener una estimacion trivial del
tamarfio y a partir de ella una estimacion delesfuerzo.

2.2. Puntos de casos de uso ajustados

Para calcular los puntos de casos de uso ajustados, es
necesario haber calculado previamente los puntos de casos
de uso sin ajustar (UUCP), los factores técnicos (TCF) y los
factores ambientales (EF).
UCP = UUCP x TCF x EF

3. ESTIMACION

3.1.Factor de peso de los casos de uso sin ajustar
(Uucw)

El nivel de complejidad se puede determinar mediante

dos métodos:

Basado en transacciones: Tiene en cuenta el nimero de

transacciones que se pueden realizar en un caso de uso y

lo evaltia segtin la tabla 1.

TABLA 1
Tipo de caso de uso Descripcion Factor
Simple 3 transacciones o menos 5
Medio 4 a 7 transacciones 10
Complejo Mas de 7 transacciones 15

Basado en clases de andlisis: Tiene en cuenta el nimero

de clases que tiene un caso de uso y lo evalta segtin la
tabla 2.

TABLA 2
Tipo de caso de uso Descripcion Factor
Simple Menos de 5 clases 5
Medio 5 a 10 clases 10
Complejo Mas de 10 clases 15
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Independientemente del camino utilizado para determi-

nar el tipo de caso de uso, la férmula es:

UUCW =}, (CantidadDeUnTipoDeCasoUso * Factor)

Para realizar esta operacion se debe contar el niimero
de casos de uso de cada tipo presentes en el Sistema,
sustituirlo en el campo CantidadDeUnTipoDeCa-
soUso y multiplicarlo por el valor que tenga su factor
correspondiente; obteneniendo asi el resultado por
cada tipo de caso de uso. Una vez hecho esto, se su-
ma cada producto para calcular el factor de peso de los

casos de uso sin ajustar (UUCW).

3.2. Factor de peso de los actores sin ajustar
(UAW)

Consiste en la evaluacién de la complejidad de los
actores con los que tendra que interactuar el sistema.

Se muestra en la tabla 3.

TABLA 3

Tipo de actor Descripcion

Sistema que interacttia con el sistema a desarrollar

Simple
P mediante una interfaz de programacion (API).

Sistema interactuando a través de un

Medio
protocolo (ej. TCP/IP) o una persona interactu-
ando a través de una interfaz en modo texto.
Una persona que interacttia con el sistema medi-

Complejo

ante una interfaz grafica (GUI).
La formula es la siguiente:

UAW =} (cantidadDeUnTipoDeActor * Factor)

Para realizar esta operacion seria necesario contar cuan-
tos actores de cada tipo existen en el sistema, este repre-

sentaria el valor cantidadDeUnTipoDeActor en la for-

mula y se tiene que multiplicar por el valor que tenga su

factor correspondiente, para obtener el resultado por

cada tipo de actor. Una vez terminado esto se procede a

sumar cada producto para obtener el UAW.

3.3. Factores de complejidad técnica (TCF)
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Este se compone de 13 puntos que evaluan la com-

plejidad de los mddulos del sistema que se desarrolla.

Los items se muestran en la tabla 4.

TABLA 4
Factor Descripcion Peso
T1 Sistema distribuido. 2
T2 Objetivos de performance o tiempo de respuesta. 1
T3 Eficiencia del usuario final. 1
T4 Procesamiento interno complejo. 1
T5 El cédigo debe ser reutilizable. 1
T6 Facilidad de instalacion. 05
T7 Facilidad de uso. 0.5
T8 Portabilidad. 2
T9 Facilidad de cambio. 1
T10 Concurrencia. 1
T11 Incluye objetivos especiales de seguridad. 1
T12 Provee acceso directo a terceras partes. 1
T13 Se requiere facilidades especiales de entrenamiento a usu- |1
ario.
Estos factores se evaluan de 0 a 2 puntos si son irrele-
vantes, de 3 a 4 si son medios o 5 si son esenciales.
Factor | Las féormulas para este punto son:
TFactor = Y. (Valor * Peso)
TCF = 0.6 + (0.01 * TFactor)
Para realizar este calculo se le aisgna un valor a cada
2 factor, y semultiplica y se suma cada producto para
obtener el TFactor. Una vez obtenido, se halla el TCF
multiplicando por 0.01 y sumando el resultado a 0.6.
3
3.4.Los factores del entorno (EF)
Después de tener en cuenta los factores técnicos para el
ajuste de los Puntos de Caso de Uso, también hay que
contabilizar la complejidad de los factores del entorno.
Como en el caso anterior a cada factor de entorno le
damos un valor entre 0 y 5 dependiendo de la influen-
cia del proyecto.
A continuacion, se muestra en la tabla 6 un resumen con
distintos pesos asignados a diferentes factores de
entorno.
TABLA 6
Factor| Descripcién Peso
R1 | Familiaridad con RUP 1.5
R2 | Experiencia en la aplicacion 0.5
R3 | Experiencia con lenguajes 1
orientados a objetos
R4 | Capacidades de analisis 0.5
R5 | Motivacion 1
R6 | Requisitos estables 2
R7 | Trabajadores a tiempo parcial -1
R8 | Dificultad del lenguaje de programacion 2




El factor del entorno del proyecto se calcula multipli-
cando el valor de cada factor por su peso, y luego su-
mando cada producto para conseguir el llamado EFac-
tor (EF): EFactor = Sum (Valor * Peso)

Una vez que hemos obtenido el EFactor, se obtiene el
factor del entorno total con la siguiente féormula:

EF =1.4 + (-0.03 * EFactor)

4. CALCULOS DE LOS PUNTOS DE CASOS DE USO
AJUSTADOS (UCP)

4.1.Esfuerzo

Mediante la féormula de los puntos de casos de uso ajusta-

dos, se consigue una estimacién inicial del tamafo del

proyecto y no del esfuerzo.

Una vez obtenido el tamario, se puede obtener el esfuerzo

utilizando la siguiente expresion:

Esfuerzo = UCP * Factor de Productividad

Para tener una estimacion del esfuerzo se propone usar
un factor de ajuste, llamado Factor de Productividad; y
para hallarlo, se sugiere usar una estimacién de 20 per-
sonas/hora por cada Punto de Caso de Uso (UCP).

Esta estimacion solo hace referencia a las horas/hombre
invertidas en el desarrollo de una funcionalidad es-
pecificada en los casos deuso.

5. VENTAJAS EINCONVENIENTES

5.1. Ventajas
Utilizando el método de Puntos de Casos de Uso au-
tomatizamos la estimacion. Algunas herramientas de
gestion de casos de uso contardn automaticamente el
valor de los puntos de casos de uso en el sistema. Esto
supone un gran ahorro de tiempo al equipo.
Es posible establecer un promedio de organizacion en el
tiempo de implementacién por Puntos de Casos de Uso;
siendo 1til en la prediccion de futuroshorarios.
Otra ventaja es que esta técnica es una medida fiable en
cuanto a estimar el tamafio de un proyecto; debido a que
los enfoques de la estimacion nos permiten separar la
estimacion del tamano de la aplicacion de la estima- cién
del esfuerzo. Por ello, el tamafio de una aplicacion serd
independiente la habilidad, de la experiencia del equipo
que lo implementa.
Finalmente, es un método versatil y extensible a var-
iedad de proyectos de desarrollo. Pues es facil de
aprender y rapido de aplicar.

4.2. Inconvenientes

La desventaja principal es que no se puede llegar a cal-
cular el esfuerzo que supone escribir los casos de usos.
También es importante tener en cuenta, que si en el
proyecto se tienen ya redactados todos los casos de uso
antes del desarrollo y todas las estimaciones hechas, se
reduce la posibilidad de que estos se adapten, y exista
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asi un aprendizaje basado en el software de desarrollo.
En consecuencia, cualquier adaptaciéon podria suponer
volver a realizar una estimacion.

Dicha técnica, no es muy ttil en el trabajo diario, ya que
esta enfocada tinicamente a la fase de codificacion de un
proyecto.

Para hacer una buena estimacién, es necesario que to-
dos los casos de uso estén detallados al mismo nivel, y
si son varios los autores de la redaccién, posiblemente el
nivel de detalle reflejado en cada caso de uso varie
bastante, y por consiguiente perjudique la estimacion.

6. CONCLUSIONES

La técnica de Puntos de casos de uso tiene la limitacion
de que sdlo se debe de aplicar en proyectos softwares
donde los casos de uso son necesarios.

La estimacion obtenida nos da una medida fiable en
cuanto al tamafio de un proyecto software, sin embar-
go, a su vez es susceptible de error en cuanto al tiempo
y esfuerzo necesario en el desarrollo.

Por ultimo, destacar que la estimacion obtenida se aplica
solamente al esfuerzo requerido para la fase de
codificaciéon del proyecto, siendo necesario aplicar ot-
ros ajustes con el fin de obtener el esfuerzo de todo el
ciclo de vida delproyecto.

Seria bueno para un jefe de proyecto conocer esta téc-
nica de estimacién como técnica que tiene el potencial
de producir resultados fiables. La técnica de Puntos de
Casos de Uso nos ofrece una metodologia bastante
aceptable y adecuada para las fases de codificacion de
proyectos de TI.
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Patrones de Diseno

Puiu lonut Cosmin

Resumen— Los patrones de disefio son soluciones para problemas tipicos y recurrentes que nos podemos encontrar a la hora
de desarrollar una aplicacion. Podemos agrupar estos patrones de disefio en segin su propdsito y tenemos que hay 3 tipos de
patrones de disefio: patrones creacionales, patrones de comportamiento y patrones estructurales. En el articulo explicamos en

detalles que son y como influyen en el desarrollo de aplicaciones.

Palabras Claves— Desarrollo de aplicaciones, patrones de disefio, patrones creacionales, patrones de comportamiento,
patrones estructurales, Abstract Factory, Factory Method, Prototype, Singelton, Command, Iterator, Observer, Strategy, Adapter,

Composite, Decorador, Proxy.

1. INTRODUCCION

Si eres un buen programador seguro que has oido hablar
de los patrones de disefio. Es posible incluso, que ya los
estés utilizando en tus aplicaciones. Los patrones de dise-
fio son una herramienta muy ttil. Cualquier programador
deberia conocer, por lo menos, los patrones mas utiliza-
dos. Y es que tenerlos en nuestra caja de herramientas nos
puede ahorrar muchos dolores de cabeza.

Los patrones de disefio son soluciones para problemas
tipicos y recurrentes que nos podemos encontrar a la hora
de desarrollar una aplicacion.

En este articulo vamos a conocer una agrupacién general
de los patrones de disefio y los patrones creacionales de
comportamiento y estructurales especificos y que mas se
utilizan.

2. TIPOS DE PATRONES

Existen diversas maneras de agrupar los patrones de di-
seflo. Quizd la mas extendida es agruparlos segtn su
proposito.

En este caso tendriamos las siguientes categorias:

a) Patrones creaciones: utilizados para instanciar obje-
tos y asi separar la implementacién del cliente de
los objetos que se utilizan. Con ellos intentamos
separar la l6gica de creacién de objetos y encapsu-
larla.

b) Patrones de comportamiento: se utilizan a la hora
de definir como las clases y objetos interaccionan
entre ellos.

c) Patrones estructurales: utilizados para crear clases
u objetos que estan incluidos dentro de estructuras
mas complejas.

A continuacién vamos a ver mas en detalle cada uno
de las categorias de patrones que hay y algunos patrones
especificos de cada una de las categorias de patrones que
hay.

3. PATRONES CREACIONALES

.Los patrones de disefio software de creacién propor-
cionan ayuda a la hora de crear objetos desde el punto de

vista de proporcionar un apoyo en la toma de decisiones,
incluso cuando esta forma de decisiones sea de forma
dindmica.

Los patrones de creacion mas habituales son:

e  Abstract Factory: nos encontramos frente un pro-
blema en el que debemos crear diferentes objetos,
todos pertenecientes a la misma familia, como
puede ser el sistema de librerias necesarias para
crear interfaces graficas. Visto solo podriamos de-
cir que lo que intenta solucionar el patrén de di-
seflo software de creacién Abstract Factory es
crear diferentes familias de objetos. El patrén Abs-
tract Factory se recomienda cuando se atisba la in-
clusién de nuevas familias de productos en un fu-
turo.

e Factory Method: este patrén de disefio
software de creacién consiste en utilizar una clase
constructora abstracta (similar al concepto del pa-
tron Abstract Factory) con unos métodos defini-
dos y otros abstractos dedicados a la construccién
de objeto de un subtipo determinado.

e Prototype: el patron de disefio de software de
creacion Protoype, sirve para crear un duplicado
de un objeto, clonando, para ello, una instancia de
ese objeto que ya haya sido creado. Para ello, el
patrén tiene que especificar el tipo de objeto que
quiere clonar, creando asi un “prototipo” de esta
instancia. Este tipo o clase de objetos debera con-
tener en su interfaz el procedimiento que permite
solicitar esa copia, siendo desarrollado luego por
las clases concretas del patréon que desean crear
ese clon.

e Singelton: el patrén de disefio de software de
creacion Singelton busca restringir la creacion de
objetos pertenecientes a una clase o el valor de un
tipo a un tnico objeto. Su intencién es garantizar
que una clase solo sea instanciada una vez vy,
ademads, proporcionar un tnico punto de acceso
global a la misma. Esto lo consigue gracias a que
es la propia clase la responsable de crear esa tnica
instancia y a que se permite el acceso global a di-
cha instancia mediante un método de clase.



4. PATRONES DE COMPORTAMIENTO

Los patrones de disefio software de comportamiento son
aquellos que estdn relacionados con algortimos y con la
asignacion de responsabilidades a los objetos.

Describen no solamente patrones de objetos, o clases, sino
que también engloban patrones de comunicacién entre
ellos.

La variacion de la encapsulacion es la base de muchos
patrones de comportamiento. Cuando un aspecto de un
programa cambia frecuentemente estos patrones trabajan
con un objeto que encapsula dicho aspecto, teniendo que
definir por tanto, una clase abstracta que describe la en-
capsulacién del objeto.

Los patrones de comportamiento mas habituales son:

e Command: este es un patrén de disefio de
software de comportamiento permite realizar
una operacién sobre un objeto sin conocer
realmente las instrucciones de esta operacién
ni el receptor real de la misma. Esto se consi-
gue encapsulando la peticién como si fuera a
un objeto, con lo que ademas se facilita la pa-
rametrizacién de los métodos.

«framework» «framework»
Invoker Command
+setCommand(Command) +execute()

+rigger()

Receiver uses ConcreteCommand
+operation() -Receiver myReceiver;
bulids +execute()

bd‘}ds

Client

+main()

Fig. 2. Diagrama de clases general de este patron de
comportamiento

e Iterator: este es un patrén de disefio de soft-
ware de comportamiento es uno de los mayo-
res exponentes de los patrones de compor-
tamiento. Presenta la interfaz que declara los
métodos necesarios para acceder, de forma
secuencial a los objetos de una coleccién. El
iterator cubre la necesidad de acceder a los
elementos de un contenedor de objetos sin te-
ner que trabajar con su estructura interna.
Ademads, es posible que se necesite mds de
una forma de recorrer la estructura siendo pa-
ra ellos necesario crear modificaciones en la
clase. Mediante el uso del patrén se afiaden
métodos que permiten recérrela sin referen-
ciar su representacién, por lo que la respon-
sabilidad del recorrido se traslada a un objeto
iterador.
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lterator
Aggregate
+Crealelleralor() Lelient :ﬁ’éil{(())

+IsDonef)

+Currentitemy)

ConcreteAggregate f——------=--ss--omooooo03 Concretelterator

Createlterator() HFirst()

H+Next()

trisDone()
HCurrentitem()

Fig. 2. Diagrama de clases general de este patron de
comportamiento

Observer: este es un patrén de disefio de
software de comportamiento define una in-
teraccion entre objetos, de manera que cuan-
do uno de los cambie su estado el Observer
se encarga de notificar este cambio a los de-
mas.

Por tanto, la razén de ser de este patrén es
desacoplar las clases de los objetos, aumen-
tando la modularidad del lenguaje y evitando
bucles de actualizacién. La idea basica del pa-
trén es que el objeto de datos(o sujeto) con-
tenga atributos mediante los cuales cualquier
objeto observador(o vista) se pueda suscribir
a el pasandole una referencia a s mismo. De
este modo, el sujeto mantiene asi una lista de
las referencias a sus observadores.

Subject

Observer

+<<abstract>>Attach()
+<<abstract>>Detach()
+<<virtual>>Notify()

+<<abstract>>Update()

AN

Concrete Subject

Concrete

Observer

+<<virtual>>Attach() .
+<<virtual>>Detach() +<<virtual>>Update()

Fig. 3. Esgiema del patron Observer

Strategy: este es un patrén de disefio de soft-
ware de comportamiento que determina la
forma de implementar el intercambio de
mensajes entre diferentes objetos que realizan
diferentes tareas, pero que comparten ele-
mentos comunes. El patrén de comporta-
miento Strategy permite gestionar un conjun-
to de operaciones de entre los cuales el cliente
puede elegir el que le convenga mas en cada
situacion, e intercambiarlo, de forma



dindmica, cuando lo necesite.

ContextClass

AStrate
-_strat: AStrategy 9y

+computefinout: Object) : Object

+ContextClass(s: AStrategy) [>—=
+setStrategy(s: AStrategy)
+compute(input: Ohject) : Object T
Strategy1 Strategy?

+compute(input: Object) : Obje:tl +compute(input: Object) : Ohject

Fig. 4. Esgiema del patrén Strategy

5. PATRONES ESTRUCTURALES

Los patrones de disefio estructurales estan enfocados en la
gestién de la forma en la que las clases y los objetos se com-
binan para dar lugar a estructuras mas complejas. Podemos
hablar de patrones estructurales asociados a clases (Adapter)
y asociados a objetos (Bridge, Composite, Decorator). Los
primeros utilizan la herencia mientras que los segundos se
basan en la composicion. Los patrones estructurales asocia-
dos a objetos describen formas de componer los objetos para
conseguir nuevas funcionalidades. La flexibilidad de la
composicién de estos objetos, surge de la posibilidad de
cambiar dicha composicién en tiempo de ejecucion, lo que es
imposible con la composicion estatica tradicional de clases.
Los patrones estructurales mas habituales son:

e Adapter: El patron Adapter convierte la interfaz de
una clase en la que otra necesita, permitiendo que
clases con interfaces incompatibles trabajen juntas.
Por lo tanto, el uso de este patrén estructural esta in-
dicado cuando se quiere usar una clase ya implem-
tanda y su interfaz no es similar con la necesitada o
cuando se desea crear una clase reusable que coope-
re con clases no relacionadas o que tengan interfaces
compatibles.

e Composite: El patrén Composite sirve para cons-
truir objetos que estén formados por otros objetos
mas simple, pero siempre similares entre si, gra-
cias a la composicién recursiva. Por lo tanto al te-
ner todos estos objetos una misma interfaz, el
Composite simplifica el tratamiento de los
mismos. El patrén Composite es ampliamente
usado en el tratamiento de interfaces de usuario en
la que se necesita, por ejemplo, representar un
conjunto de elementos de una interfaz grafica.
Algunos de es- tos elementos seran simples,
mientras que otros serdn mds complejos y estardn
formados por va- rios elementos simples. Por tanto
él comporta- miento y/o la informacién que
proporciona un elemento complejo  estd
determinado por los elementos que lo componen.

e Decorador: El patrén de disefio estructural Deco-
rador facilita la tarea de afiadir dindmicamente
funcionalidades a un Objeto. De este modo elimina
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la necesidad de crear clases que fuesen heredando
de la primera, incorporando no solo na nueva fun-
cionalidad, sino también otras nuevas y asociarlas
a ella. A veces se desea adicionar responsabilida-
des a un objeto pero no a toda la clase. Las respon-
sabilidades se pueden adicionar por medio de los
mecanismos de Herencia, pero este mecanismo no
es flexible porque la responsabilidad es adicionada
estaticamente. La solucién flexible es la de rodear
el objeto con otro objeto que es el que adiciona la
nueva responsabilidad. Este nuevo objeto es el
Decorador.

e Proxy: este patrén estructural tiene como propisto
proporcionar un intermediario para controlar el
acceso a un objeto. Por ello tiene distintas aplica-
ciones:

-Proxy Remoto: denominado asi cuando represen-
ta a un objeto remoto.

-Proxy Virtual: usado para crear objetos bajo
demanda.

-Proxy de Referencia: cuando sirve como sustituto
de un puntero que realiza operaciones adicionales
cuando accede al objeto.

-Proxy de Proteccién: denominado asi cuando se
usa para controlar el acceso al objeto original.

La finalidad principal del patrén de disefio estruc-
tural Proxy, seria proporcionar un representante o
sustituto de otro objeto para controlar el acceso a
este.

6. CONCLUSIONES

Aunque en esta seccién se deben La conclusion es senci-
lla, si no usas patrones, deberfas hacerlo. Los patrones
ayudan a estandarizar el c6digo, haciendo que el disefio
sea mas comprensible para otros programadores. Son
muy buenas herramientas, y como programadores, siem-
pre deberiamos usar las mejores herramientas que estan a
nuestro alcance.
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