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En esta ediciéon de MoleQla, os proponemos descubrir las curiosas propiedades de
los fluorocarburos, que van mucho mas alla del recubrimiento en sartenes
antiadherentes. Dicho de paso, esta tecnologia no es producto de los programas
espaciales, a pesar de los persistentes rumores. No tiene mas que mirar el
desmentido de la pagina de la NASA, aunque esta agencia si ayudo a popularizar el
polimero. En wuna contribucion medioambiental, os comentamos como la
biolixiviacién puede ayudar a extraer y recuperar metales pesados.

También contamos con mucha medicina, desde la interaccién con el paciente hasta
el nivel molecular, y pasando por el intrigante articulo sobre adaptaciones de los
organismos a las altas presiones del mundo abismal. Por ejemplo, os presentamos
nuevos farmacos contra la tuberculosis, una enfermedad que, tristemente, se ha
proclamado, junto al SIDA, como la enfermedad mas mortifera a nivel mundial, y os
contamos en otro articulo algunas aplicaciones de la revolucionaria técnica de
CRISPR, de la que volveremos escuchar hablar numerosas veces debido a su
extraordinaria potencia para editar genomas.

Y tampoco falta en este nimero la siempre surtida seccién de patrimonio que nos
descubre las técnicas detras del andlisis y restauracion de obras de arte desde los
tiempos més remotos, al imagen del uso de la espectroscopia Raman en pinturas
rupestres.

Os deseo buena lectura.

Patrick Merkling
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Fluorocarburos en emulsion: herramientas
del futuro de la medicina

Juan Morillas Vifiuales

Resumen—Los fluorocarburos son compuestos organicos que presentan una serie de caracteristicas fisico-quimicas que los
hacen interesantes para la formulacién de emulsiones y microemulsiones con numerosas aplicaciones en campos como la

biomedicina.

Palabras Claves— Fluorocarburos, emulsiones, microemulsiones, coloides, surfactantes, interfases, nanotecnologia,

ingenieria de materiales, drug delivery, hipoxia.

1. FLUOROCARBUROS: PROPIEDADES

Cuando hablamos de fluorocarburos o de
perfluorocarburos  (PFCs) nos referimos a

compuestos quimicos que presentan un esqueleto
carbonado (C) sustituido mayoritariamente por enlaces
covalentes a atomos de flaor (F), formando enlaces C-F
[1]. Son analogos a los hidrocarburos, pero presentan
propiedades fisicoquimicas tnicas que los diferencian
enormemente.

El enlace C-F es uno de los enlaces covalentes maés
estables y poco reactivos que se conocen [1] (485 kJ/mol
de entalpia aproximadamente de media, frente a los 425
kJ/mol del enlace C-H) [2] . Esto se debe a que el flaor es
el elemento mas electronegativo de la tabla periddica, y
forma con el carbono un enlace enormemente polarizado,
que presenta ciertas caracteristicas intermedias entre el
enlace covalente y el i6nico. Esto hace que estos
compuestos sean casi inertes, en comparacién con su
contraparte hidrocarbonada [1]. Otra caracteristica que
diferencia a los fluorocarburos de los hidrocarburos es su
tamario: F presenta un radio de van de Waals de 1.5
angstroms aproximadamente, frente a los 1.2 angstroms
del H [2]. Esta aparentemente nimia diferencia de tamafio
atémico hace que las moléculas fluorocarbonadas sean
muy voluminosas, y reducen la libertad conformacional
de la molécula drasticamente [1].

Como resultado de estas tres propiedades, los
fluorocarburos tienen una geometria muy diferente a la
de sus analogos del hidrégeno. Por ejemplo, los
fluoroalcanos lineales (fluorocarbonos lineales saturados)
se disponen tridimensionalmente formando estructuras
similares a hélices o cilindros, en contraposicién a la
cldsica estructura en zig-zag a la que nos tienen
acostumbrados los hidrocarburos saturados [3].

Los fluorocarburos no solo son hidrofébicos al igual que
los hidrocarburos: la altisima electronegatividad del F
hace que el atomo sea poco propicio a formar dipolos
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instantdneos, es decir, el fldor tiene wuna baja
polarizabilidad. Como consecuencia las fuerzas de
dispersiéon de London (un tipo de interaccién
intermolecular) de estos compuestos son muy débiles, lo
que en ultima instancia provoca que sean lipofébicas.
Estamos, pues, ante sustancias que no tienen afinidad ni
por fases acuosas ni por fases lipidicas [2].

En condiciones normales la mayoria de los fluorocarburos
son liquidos y presentan tensiones superficiales muy
bajas en comparacién con la del agua [2]. Son muy
fluidos; algunos modelos matematicos los tratan como
gases ideales en este aspecto, con bastante éxito [3].
Presentan una muy alta solubilidad de pequefios gases
como el O2 o el CO2 [1]. Si se anade una cadena
fluorocarbonada a una molécula anfipatica, por lo general
se potencia el cardcter anfipatico de ésta (hay algunas
raras excepciones a esta generalizacion) [2].

Todas estas propiedades fisico-quimicas hacen que los
fluorocarburos sean de interés para muchos campos de la
ingenierfa quimica moderna, y en especial, para la
ingenierfa de materiales y la nanotecnologia. Se usan

materiales fluorocarbonados, por ejemplo, en la
fabricaciéon de tejidos que repelen el agua. Los
fluorocarburos también ofrecen prometedoras

perspectivas en la intersecciéon de la ingenierfa biomédica
y la de materiales. El disefio de materiales estructurados a
escala microscopica con multitud de fines, como la
dosificacién de farmacos, se lleva estudiando desde hace
afios, y los fluorocarburos han jugado un rol importante
en estas investigaciones [2]. Con estos compuestos se han
fabricado geles y cristales liquidos con propiedades y
aplicaciones de gran interés [3], pero en esta ocasién nos
centraremos en otro tipo de materiales: las emulsiones y
microemulsiones.

2. EMULSIONES Y MICROEMULSIONES DE
FLUOROCARBUROS

» Generalidades:
Una emulsién es una dispersion coloidal de dos (o0 mas)



liquidos inmiscibles, como pueden serlo el agua y el
aceite, que se estabiliza gracias a la acciéon de una tercera
sustancia llamada tensioactivo o surfactante [2]. Los
surfactantes son sustancias anfipaticas, que en su
estructura molecular presentan una parte mas afin por un
medio determinado, y otra parte afin por un medio
diferente. Como ejemplo, hay surfactantes que presentan
una parte afin a medios acuosos, y otra parte afin a
medios lipidicos. Un jabén es un ejemplo cotidiano de
tensioactivo.

Cuando mezclamos dos fluidos inmiscibles estos tienden
a separarse, formando dos fases separadas por lo que
denominamos una interfase. Un tensioactivo se sittia en
una interfase e interacciona simultdneamente con ambas
fases, con lo que se consigue disminuir la tensién
interfacial de la mezcla. Esto disminuye la energia del
sistema, lo cual lo estabiliza. De esta manera podemos
obtener mezclas estables de fases en principio inmiscibles,
inestables al mezclarse: una emulsién. No se forman por
lo general espontaneamente, y suele ser necesario un
aporte de energia. En lineas generales son cinéticamente
estables, lo que quiere decir que, con el paso del tiempo,
perderan su estabilidad [2]. Ejemplos cotidianos de las
emulsiones son la mayonesa o las vinagretas, en las que
es facil reconocer todas estas caracteristicas.

Como en todo coloide, en una emulsién distinguimos una
fase dispersa y una continua. A partir de dos liquidos
inmiscibles podemos obtener varios tipos de emulsiones
dependiendo de cudl sea la fase dispersa y cudl la
continua. La identidad de las fases depende
fundamentalmente de dos factores: las proporciones de
los dos liquidos inmiscibles, y la naturaleza del
surfactante escogido. Asi, pueden obtenerse emulsiones
en las que el agua es la fase continua y el aceite es la
dispersa (“oil-in-water emulsions”), y emulsiones en las
que sucede lo contrario (“water-in-oil emulsions”). Con
ciertas composiciones pueden obtenerse mezclas
estructuradas mas complejas, como emulsiones en las que
la fase continua es acuosa y la dispersa es otra emulsiéon
de agua en aceite (“water-in-oil-in-water emulsions”), y
emulsiones en las que la identidad de las fases es la
inversa, y tenemos una fase continua oleosa y una
emulsion de aceite en agua como fase dispersa (“oil-in-
water-in-oil emulsions”) [3].

Un tipo especial de emulsiones son las microemulsiones:
se forman espontineamente y son termodindmicamente
estables si se preparan con una proporcién de
componentes inmiscibles y de surfactante determinada, y
en un cierto rango de temperaturas y presiones. La fase
dispersa forma micelas de tamafios del orden de la micra,
por lo que las microemulsiones son transparentes a
diferencia de la mayorfa de coloides, que presentan el
efecto Tyndall [2]. La alta estabilidad de wuna
microemulsién es interesante a la hora de preparar un
material que posiblemente deba almacenarse durante
largos periodos de tiempo [3].

»  Fluorocarburos y emulsiones:

El rol que juegan los fluorocarburos en el mundo de las
emulsiones es doble: no solo constituyen una de las fases
inmiscibles de la mezcla, también se suelen afadir
cadenas fluorocarbonadas a surfactantes ya existentes
para potenciar su cardcter anfipatico y convertirlos en
surfactantes mas potentes, que reducen la tensiéon
interfacial aan  mas que sus contrapartes
hidrocarbonadas. Son los fluorosurfactantes.

El caracter tanto lipéfobo como hidréfobo de los
fluorocarburos da lugar a interesantes y complejas
construcciones: se pueden crear emulsiones en las que un
tercer tipo de fase liquida entra en juego. Se han obtenido
emulsiones de agua en aceite estabilizadas por
surfactantes que tienen afinidad por una parte al agua y
por otra al aceite. Posteriormente esta emulsién se ha
usado como la fase dispersa de otra en la que la fase
continua es un fluorocarburo, estabilizada por un tipo de
surfactante especial: los dibloques fluorocarburo-
hidrocarburo, que tienen dos partes: una hidrocarbonada
afin a la fase oleosa, y otra fluorocarbonada afin a la fase
fluorosa [2] [4]. Estas emulsiones complejas abren la
puerta a numerosas aplicaciones tecnoldgicas.

Una de las razones por las que los fluorocarburos como
componentes de una emulsién son interesantes es su
superior capacidad de disolver gases en comparacién con
los compuestos hidrocarbonados [3]. Como maés adelante
veremos, esta caracteristica estd en el centro de muchas de
las aplicaciones tecnoldgicas que se estdn dando a estos
sistemas.

La estructura tridimensional caracteristica de los
fluorosurfactantes hace que no solo sean capaces de
adoptar las tipicas estructuras micelares y de bicapa que
acostumbran a tomar en agua sus contrapartes
hidrocarbonadas. Ciertas especies fluorocarbonadas, en
condiciones muy especificas, son capaces de formar
tabulos, dejando un hueco en él que puede aprovecharse
a la hora de disefiar aplicaciones nanotecnolégicas [3].

3. APLICACIONES

A dia de hoy, las emulsiones con fluorocarburos estan
siendo investigadas en campos muy diversos.
Especialmente prometedores son los avances hechos en
biomedicina, ya que estos materiales se estdn usando
principalmente con dos finalidades generales: como
transportadores de oxigeno a los o6rganos y como
métodos de drug delivery, o distribucién de farmacos.

» Distribucidén de oxigeno:
Las emulsiones fluorocarbonadas se han empleado para
reducir el dafio en situaciones de estrés hipoxico (poco
oxigeno disponible para el cuerpo). Un ejemplo de estas
situaciones serfa una cirugia. Durante una operacion
quirdrgica el paciente pierde mucha sangre. Por lo
general esto se suple con transfusiones de sangre de
donantes. Sin embargo esta sangre no estd siempre




disponible. Se han empleado emulsiones de
fluorocarburos, que disuelven tanto el O2 como el CO2
mejor que el agua o los hidrocarburos, como sustitutos
temporales de la sangre. La emulsion permite que se dé el
intercambio gaseoso durante un tiempo, hasta que se
restablecen los niveles normales de sangre en el paciente
[2] [3]. Estas emulsiones son biolégicamente inertes a
efectos practicos, y su toxicidad es muy baja o
indetectable para ciertos compuestos fluorocarbonados
[2] [3]. Los componentes fluorocarbonados de la emulsion
son finalmente excretados por el organismo de manera
normal [2].

Este tipo de estrategias se han planteado para todo tipo
de situaciones en las que hay riesgo de hipoxia. Se han
aprobado para su uso muchos productos de este tipo:
Fluosol© se aprob6 por la FDA en 1989, y Oxygent
superd la fase III de los ensayos clinicos europeos en 2001
[2]. El inconveniente fundamental de estas mezclas es que
no son muy estables, por lo que no pueden almacenarse
durante largos periodos, y necesitan ser preparados para
cada uso, lo que puede ser problematico porque las
proporciones adecuadas son vitales para el correcto
funcionamiento del sistema [2] [3].

»  Distribucién de farmacos:
Las estrategias desarrolladas en el campo del drug delivery
con compuestos fluorocarbonados son muy diversas y
variopintas. Algunas de las méas complejas consisten en
elaborar emulsiones en las que se forman los nanotubos
antes descritos, y confinar el farmaco a distribuir en la
fase acuosa u oleosa que queda en el interior [3] [5].

En otros casos se elaboran complejas emulsiones del tipo
“oil-in-water-in-fluorocarbon”, dejando el farmaco a
liberar disuelto en la fase oleosa si es predominantemente
lipofilico, o) emulsiones tipo “water-in-oil-in-
fluorocarbon” disolviendo el farmaco en la fase acuosa si
es hidrofilico. En estos casos, las diferentes tasas de
difusién de los farmacos en las distintas fases permiten
modular la liberacién del farmaco. Jugando con las
proporciones y las naturalezas quimicas de cada fase se
puede lograr que el farmaco se libere al medio a distintas
velocidades, en funcién de lo que se requiera. Al ser la
fase en contacto con el medio biolégicamente inerte, no
hay problema en este aspecto [3]. Sin embargo, los
fluorosurfactantes han demostrado no ser tan inocuos
como los fluorocarburos, y para algunos compuestos
concretos la toxicidad es lo suficientemente alta como
para no poder emplearse en la préctica clinica [2]. Este es
un campo naciente, en investigacion, pero muy
prometedor.

4. CONCLUSIONES

Los fluorocarburos y fluorosurfactantes son sustancias
cuyas curiosas propiedades las hacen ideales para
tecnologias que requieran la separacién de fases o de
sustancias, o el autoensamblaje de estructuras a escala
nanométrica. Si  bien aqui  hemos tratado

fundamentalmente sus mas estudiadas aplicaciones
biomédicas, este tipo de materiales tienen potenciales
aplicaciones en muchos campos tecnoldgicos y cientificos.
La investigacién de la quimica-fisica de interfases de este
tipo parece prometedora a dia de hoy. El tiempo dira en
qué queda ese potencial.
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El uso de lentes de contacto en el tratamiento
del glaucoma

Marta Rojas Rodriguez

Resumen— El glaucoma, enfermedad que afecta al ojo, y que puede producir ceguera, si es tratada a tiempo puede no llegar
a ser grave. Para ello, se estan desarrollando nuevos métodos tanto para el diagnéstico temprano de la enfermedad como para
el desarrollo de nuevos métodos de administracién de farmacos. En este articulo se discuten diferentes métodos que aplican la
nanotecnologia a la utilizacion de lentes de contacto como sistema de administracion de farmacos.

Palabras Claves— Glaucoma, Lentes de contacto, Liberacién controlada, Maleato de timolol.

1. INTRODUCCION

zada por el aumento de la presién intraocular y

puede desembocar en pérdida de vision o ceguera
por la pérdida progresiva de las fibras nerviosas del ner-
vio 6ptico [1].

Se estima que en el afio 2020 habra mas de 79 millones
de personas afectadas por esta enfermedad [2]. Aunque
hay gran variedad de tratamientos no quirtrgicos, uno de
los mayores problemas en el tratamiento de estas enfer-
medades es que los pacientes no cumplen en su totalidad
con la medicacién. Uno de los farmacos mas utilizados
para el tratamiento de la enfermedad es el maleato de
timolol, un $-bloqueante no selectivo que ayuda a reducir
la presién intraocular en el ojo y puede ser dispensado de
formas diferentes.

Las administracién de gotas oftalmicas es el tratamien-
to mas habitual, pero es bastante ineficiente ya que gran
parte del medicamento se pierde por el conducto nasola-
grimal, la biodisponibilidad es bastante baja (entre el 1y
el 5%) y son poco resistentes a la pelicula lagrimal por lo
que el tiempo de permanencia en el ojo no suele ser supe-
rior a los 3 minutos [3]. Otras opciones que se han estado
estudiando han sido las peliculas mucoadhesivas, geles
in-situ, liposomas y nanoparticulas poliméricas, aunque
parece que lo mas efectivo, actualmente, es el uso de len-
tes de contacto como dispositivo para la administracién
del farmaco, ya que aumentan bastante su disponibilidad
[4].

En este articulo se discute del uso que se esta haciendo
de la nanotecnologia y que est4 revolucionando el uso de
lentes de contacto como sistema de administracién de
farmacos para controlar la liberacion tanto espacial como
temporal del medicamento.

E 1 glaucoma es una enfermedad de los ojos caracteri-

2. BARRERAS FiSICAS Y OTROS PROBLEMAS EN EL
TRATAMIENTO DEL GLAUCOMA

A la hora de desarrollar dispositivos para la adminis-

Marta Rojas Rodriguez. Mdster Biotecnologia Sanitaria, Universidad Pablo
de Olavide. martrr@gmail.com

tracién de fadrmacos en el sistema ocular hay varios tipos
de barreras que hay que superar. Entre ellas se encuen-
tran la pelicula lagrimal que protege la parte anterior de
la superficie del ojo, el complejo epitelio de la cérnea o la
barrera hematoacuosa que limita el paso de moléculas
desde la sangre a la parte interior del ojo, entre otras.

Aparte de estas barreras fisicas se encuentran otro tipo
de problemas a los que se les estan intentando buscar so-
luciones como por ejemplo, controlar la liberacién del
farmaco tanto de forma espacial como temporal, para que
la concentracién del agente activo se mantenga constante
durante periodos de tiempo prolongados, o proporcionar
rutas de administracion mas cémodas o novedosas que
sean capaces de llegar a zonas de dificil acceso dentro del
0jo pasa asi poder aumentar su eficacia terapéutica [5].

Otro tipo de problemas que hay que afrontar a la hora
de desarrollar nuevos sistemas de administracion de far-
macos es el coste de fabricacion, la rentabilidad, la estabi-
lidad de estos para que el farmaco no se libere de forma
descontrolada y el hecho de que los pacientes no cumplan
con el tratamiento por ser dificil o incomodo de adminis-
trar [4].

Por ello, el uso de lentes de contacto junto con nano-
particulas estd siendo un abordaje que se esta estudiando,
aunque todavia no se han desarrollado ensayos clinicos
en humanos.

3. TIPOS DE TRATAMIENTO CON LENTES DE
CONTACTO

El uso de gotas oftdlmicas es el tratamiento mas co-
mun a dia de hoy, pero se estdn considerando otro tipo de
métodos que puedan aumentar la efectividad a la hora de
tratar el glaucoma y poder asi, mejorar la calidad de vida
del paciente.

Actualmente se estdn realizando muiltiples estudios
con varios tipos de tratamientos usando lentes de contac-
to junto a nanoparticulas. A continuacién, veremos algu-
nos ejemplos.



Drug release (ug)

3.1. Lentes de contacto impregnadas en el farmaco

Se ha visto que la administracién de formacos median-
te lentes de contacto prolonga la liberacién del medica-
mento durante varias horas. En un estudio realizado por
Cheng-Chun Peng et al. se utilizaron lentes de contacto
de hidrogel de silicona [6]. Las lentes se cargaron con vi-
tamina E ya que se ha visto que amplian el periodo de
liberacién del farmaco. Después se cargé el farmaco (ma-
leato de timolol) sumergiendo las lentes en una disolu-
cién de este, hasta equilibrar el periodo de liberacién (7
dias en lentes sin vitamina E y 21 dias en lentes con vita-
mina E). Se midi6 la liberacién del farmaco tanto in vitro
como in vivo en un modelo de perro de raza Beagle. Se
observé que cuanto mayor era el contenido en vitamina E
en la lente de contacto mas lenta y prolongada era la libe-
racién del farmaco a lo largo del tiempo (Fig.1). En el caso
de las lentes sin vitamina E se libera el 80% del farmaco
en las primeras 4 horas mientras que pasa a 22 horas con
9% de vitamina E, hasta 84 horas con el 32% de vitamina
en las lentillas.

45
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Figura 1. Liberacién de maleato de timolol de la lente de contacto in
vitro a lo largo del tiempo [6].

Se observé que en el modelo in vivo ocurria lo mismo
y que habia una correlacién con la liberacién del medica-
mento in vitro. In vivo, se conseguia reducir la presion
intraocular en el ojo de los perros durante aproximada-
mente 48 horas, y se concluy6 que las lentes de contacto
impregnadas con maleato de timolol pueden ser un buen
sistema para prolongar en el tiempo la administracién del
farmaco en el ojo, con una menor concentracion de farma-
co y un menor nimero de aplicaciones que con las gotas
oftalmicas. Aun asi, sigue ocurriendo una liberacién no
controlada durante las primeras horas del tratamiento por
lo que este problema sigue sin solucionarse [6].

Lentes de contacto con un anillo de
nanoparticulas de etilcelulosa

3.2.

Otro de los abordajes que se estd estudiando es el uso
de un anillo de nanoparticulas cargado con el farmaco,
que no modifique las propiedades 6pticas ni fisicas de las
lentes de contacto. En este caso se prepararon nanoparti-
culas con maleato de timolol por la técnica de doble
emulsién. Se utilizaron cantidades crecientes de etilcelu-
losa en la fabricacién de los anillos para ver su eficacia de
encapsulcién. Se hicieron experimentos tanto in vitro co-
mo in vivo en este caso utilizando conejos.

Las lentes de contacto con el anillo con mayor contenido
en etilcelulosa mantuvieron la liberacién del medicamen-
to durante mas tiempo (Fig. 2).
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Figura 2. Liberacién de maleato de timolol de la lente de contacto en
el ensayo in vitro con diferentes concentraciones de etilcelulosa a lo
largo del tiempo [4].

Lo mismo ocurre en el estudio in vivo, por lo que parece
ser un buen método como candidato para poder aplicarlo
a humanos. En este estudio se hicieron otros experimen-
tos en cuanto al envasado y la esterilizacién de estas len-
tes de contacto cuyos resultados no fueron demasiado
satisfactorios ya que en el proceso de envasado en medio
acuoso, el producto perdia gran cantidad del farmaco en
la nanoparticula por lo que habria que envasarlos en seco
y rehidratarlos a la hora de usarlos, lo que afiade un paso
mas al uso de estas lentes de contacto [4].

3.3. Lentes de contacto con nanogel de diamante

Otro de los estudios mds recientes son las lentes de
contacto con un nanogel de diamante integrado que se
activan por la lisozima que se encuentra en el fluido la-
grimal, desencadenando la liberacién del medicamento
de forma controlada (Fig. 3).
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Figura 3. Ilustracién de la lente de contacto con nanogel de diamante y su activacion mediante la lisozima del fluido lagrimal [7].

Aunque este sistema esta en las primeras fases de estudio,
apunta a que puede ser viable tanto para este farmaco
como para otros, debido a lo beneficioso de ser un sistema
activado mediante una enzima por lo que se controla la
liberacién del farmaco. Los materiales utilizados pueden
ser optimizados para la fabricacién de estas lentes de con-
tacto de forma terapéutica o incluso otros materiales libe-
radores de farmacos [7].

4. CONCLUSIONES

En este articulo se han comentado algunas de las op-

ciones que se estdn estudiando actualmente en el trata-
miento del glaucoma utilizando lentes de contacto. El uso
de estas parece que ayuda a que se controle mejor, tanto
temporal como espacialmente, la liberaciéon del medica-
mento superando asi algunas de las barreras encontradas
hasta ahora en el tratamiento de la enfermedad.
La nanotecnologia ha experimentado un auge en las ulti-
mas décadas, siendo uno de los campos en expansién y
con gran potencial aplicado a la medicina, sobre todo en
la administracién de farmacos. El uso de distintos nano-
materiales en diferentes aplicaciones como lentes de con-
tacto todavia necesita ser estudiado en mas profundidad
para ver todos los efectos que puedan tener en humanos,
ya que la mayoria de los estudios se han llevado a cabo in
vitro o en modelos animales por lo que también serian
necesarios ensayos clinicos. La optimizaciéon de los méto-
dos de obtenciéon de los nanomateriales también es nece-
saria para que sean estables en humanos y rentables como
farmaco, pero no hay duda de que es necesario seguir
ahondando en este tema.
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Adaptaciones de los organismos a las altas
presiones del mundo abisal

Samuel P. Gorelli Godoy

Resumen— Existen multitud de adaptaciones a las altas presiones, pero hay una comuin, la produccién de 6xido de
trimetilamina. Este compuesto permite el desarrollo de las estructuras celulares que sostienen la vida de los seres vivos. En
funcion de la profundidad a la que viven los organismos y otras caracteristicas, la capacidad de generar el 6xido sera distinta.

Palabras Claves— Oxido de trimetilamina, Presion, Abisal, Concentracion, Profundidad.

1. INTRODUCCION

D e le llama zona abisal a las franjas batipeldgica y me-
sopeldgica, que se encuentran entre los 1000 y 4000 me-
tros de profundidad y entre los 4000 y 6000 metros de
profundidad respectivamente. El mundo abisal estd po-
blado por comunidades muy diversas de peces y otros
organismos, tanto capaces de vivir tanto en el sedimento
como en la columna de agua. Aparte de la ausencia de luz
y de las bajas temperaturas, este lugar se caratceriza por
una alta presién, que aumenta conforme descendemos en
profundidad (1 atmésfera por cada 10 metros), si tenemos
en cuenta que basta una presién de 7 Kilobares[1] para
desnaturalizar la estructura de las proteinas, ;Cémo es
posible que existan peces bajo estas condiciones de altas
presiones?.

Relacion de la presion
con la profundidad

marina.
| Profundidad (metros) Atmésfera(s)
Nivel del mar 1
10 2 ey TS
20 3
30 4
40 5
50 6
60 7
90 10
120 13 T aiEk &
‘. 150 16

Figura 1: tabla en donde se representa el aumento de presion (atm)
en relacion a la profundidad (metros) [7]

2. ADAPTACION AL MUNDO ABISAL

A lo largo de la filogenia, los seres vivos han desarrollado
muchas adaptaciones para aguantar las las altas presiones
de este ecosistema, algunos ejemplos son los cuerpos
blandos y gelatinosos y huesos blandos (para reducir la

Samuel Patricio Gorelli Godoy. Estudiante Universidad Pablo de Olave.
spgorgod@upo.es.

compresién a la que estan sometidos), cuerpos pequefios
con desarrollo dorsolateral (de esta manera evitan la
compresion horizontal) o la asuencia de vejiga natatoria
(a estas presiones requeriria un gran coste energético lle-
narla de gas). Pero la respuesta mds comtn y que permi-
te el desarrollo de las estructuras celulares es un com-
puesto llamado 6xido de trimetilamina (OTMA), que se
encuentra en las células musculares y de los érganos de
los peces [2], [3], [4].

— Figura 2: molecula de 6xido

O de trimetilamina [8]

| +
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3.PRESION Y OTMA

La presién como ya hemos dicho tiene un efecto desnatu-
ralizador de la estructura proteica. Debido a esto muchos
organismos han desarrollado adaptaciones de diverso
tipo para poder aguantar la presiéon. Entre ellas se en-
cuentran los piezolitos, que son solutos orgdnicos que se
incorporan a las proteinas y contrarrestan el efecto de la
presién. El 6xido de trimetilamina es un soluto orgénico
que se puede encontrar en casi todos los peces marinos,
crustdceos, etc. La OTMA mantiene un equilibrio osméti-
co que no solo sirve para tolerar la salinidad del agua,
sino que también, mediante osmorregulacién son capaces
de impedir que la presién comprima la estructura de las
proteinas.

De esta manera la concentraciéon del compuesto mantiene
una presién osmotica interna que contraresta la presion
hidrostdtica externa, permitiendo el desarrollo de la es-
tructura de las moléculas (como el ADN por ejemplo, [4]).
Ademds en comparacién con otros solutos organicos es el
compuesto mds eficaz evitando la desnaturaliuzacién de



las proteinas [4].

La OTMA también poseé otro mecanismo para evitar la
desnaturalizacién a grandes presiones. El Prof. Dominik
Marx y su equipo[3] han estudiado el cambio en el espec-
tro fotométrico del 6xido a distintas presiones mediante
espectroscopia y simulaciéon por ordenador. Los resulta-
dos de sus experimentos muestran que a bajas presiones
el compuesto forma tres enlaces de hidrégeno con las
moléculas de agua a su alrededor, mientras que a altas
presiones forma cuatro puentes de hidrégeno con las
moléculas que la circundan. Con este mecanismo, en las
altas profundidades del mundo abisal, la OTMA al encon-
trarse en el interior celular formaria redes de 4 enlaces por
cada molécula, manteniendo cohesionadas a las otras
moléculad de alrededor (normalmente el liquido celular o
intersticial si se encuentran en el exterior) permitiendo
que las protefnas y moléculas mantengan su estructura.

4. CONCENTRACION DE OTMA Y PROFUNDIDAD

Como hemos visto antes, los organismos desarrollan una
presién osmoética interna que se opone a la presion
hidrostdtica externa, permitiendo la existencia de vida,
pero la presiéon aumenta conforme aumenta la profundi-
dad pese a la cual siguen existiendo comunidades de
seres vivos. ;Es posible que el compuesto OTMA genere
mayor presién interna en funcién de su concentraciéon?

Paul Yancey et al[2], capturaron ejemplares de dos espe-
cies de teleosteos (peces con esqueleto interno y verte-
bras) a distintas profundidades del ocedno y midieron la
concentracién de OTMA en los tejidos musculares. Obtu-
vieron la gréfica recogida en la figura 3. En ella podemos
observar que conforme aumenta la profundidad (y por
tanto la presién) aumenta la concentracién del éxido.
Con este resultado podriamos pensar que en funcién de
las distintas presiones a las que se pueda ver sometido un
especimen, este desarrollard distintas concentraciones del
compuesto.

Pero los organismos de estos ecosistemas tienen diferen-
tes pautas de comportamiento, algunos ascienden a aguas
mas superficiales durante la noche para acceder a mayor
alimento, otros son capaces de migrar por toda la col-
umna de agua en busca de presas o de pareja, y otros tan-
tos se pasan toda su vida haciendo muy pocos
desplazamientos verticales en la columna de agua y se
mantienen practicamente a la misma profundidad siem-
pre. Dado que para cada uno de estos patrones la presién
varia de maneras distintas, la concentracién del éxido que
mantienen los organismos sera distinta:

1) Especies con elevados rangos de migracién en la col-
umna de agua: estas especies necesariamente deberdn
tener la capacidad de variar la concentracién en sus teji-
dos de OTMA, pudiendo aclimatarse [2] a distintas pro-
fundidades. Ejemplos de este patron son los teleosteos,
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Figura 3: relacion entre la concentracion de OTMA medida en in-
dividuos de dos espécies diferentes (en milomoles por cada kilo-
gramo de peso del especimen) y profundidad (en metros) [2]

fundidad[2]

2) Especies que migren a aguas mds superficiales tempo-
ralmente: cabria pensar que estos organismos tendrian
capacidad para generar poca concentracién de OTMA, ya
que al migrar a zonas menos profundas durante periodos
cortos de tiempo no necesitardn descender mucho, ale-
jéndose de las masas de agua que les sirven de alimento.
Este es el caso de los peces linterna (Myctophum affine), un
migrador vertical que durante la noche asciende para
alimentarse.

3) Especies con pocos desplazmientos verticales: se
podria pensar que los animales benténicos o los que vi-
van en la columna de agua pero no migren verticalmente,
estarian adaptados a tener unas concentraciones concretas
de oxido de trimetilamina en funcién de la profundidad
en la que vivan, y si abandonaran esta altura sus pro-
teinas se desnaturalizarian (a no ser que como remancia
evolutiva tuvieran la capacidad de variar la concentracién
de OTMA es sus tejidos). Un ejemplo de una especie que
no migre verticalmente serfan los famosos peces tripode
(Bathypterois viridensis)

5. LiMITE DE LA CONCENTRACION DE OTMA

Por debajo de los 8.400 metros no se han encontrado es-
pecimenes, lo queevidencia la existencia de un limite a
partir del cual los peces y otros organismos superiores no
son capaces de aguantar la presion sin que sus proteinas
se vean afectadas. Esto podria ser debido a la existencia
de un limite fisioldgico (una concentracién maxima de
6xido de trimetilamina) que no permita mayores descen-
sos. Algunos estudios [5] indican que en seres humanos la
presencia de grandes concentraciones de OTMA en san-
gre generan un mayor riesgo de ocurrencia de episodios
cardiovasculares. Esto puede extrapolarse a los organis-
mos abisales para explicar la existencia del ya menciona-
do limite fisiolégico. Aunque esta teoria solo sirve para
los organismos superiores, ya que recientemente se han
descubierto arqueobacterias a 11000 metros de profundi-
dad. Es el caso de Pyrococcus CH1, [6] descubierta en 2011



por cientificos del instituto de Oceanografia de Xiamen.
Los microorganismos del mundo abisal atn han sido muy
poco estudiados, y se desconocen las adaptaciones que
han desarrollado para aguantar las extremas condiciones
de este ecosistema, por lo que solo se puede especular
sobre la causa de su presencia en estas zonas.

Otra causa que podria explica la desapariciéon de organi-
mos superiores a partir de los 8200 metros, es simple-
mente que la poca densidad de poblacién (muy baja com-
parada con aguas superficiales) sumado a que atn no se
posee la tecnologia adecuada para explorar estas zonas,
hace que, todavia no se hayan encontrado ejemplares de
nuevas especies en estas profundidades, y que no exista
un limite fisiolégico para la concentracién de 6xido de
trimetilamina en los peces.

6. CONCLUSIONES

Como ya hemos visto las especies del ecosistema abisal
han desarrollado muchas adaptaciones a las condiciones
de presién de este, destacando la capacidad de producir
oxido de trimetilamina, que a mayor concentracién per-
mite aguantar mayores presiones.Todavia no se estdn
investigando los mecanismos exactos del compuesto, pero
se puede establecer una correlacién entre la existencia de
seres vivos a cierta profundidad y la concentracién del
6xido en su cuerpo. Por desgracia la tecnologia disponible
para investigar este ecosistema aun estd en desarrollo, y
no se puede averiguar si hay o no un limite fisiolégico
que explique hasta donde llegar los organismos marinos
(con excepecién de algunos microorganismos como las
arqueas).
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Uso terapéutico de los anticuerpos
monoclonales: gran avance en la practica
clinica

Carmen Espejo Serrano

Resumen— Los anticuerpos monoclonales estan adquiriendo cada vez mayor importancia en el tratamiento de
diversas enfermedades, asi como en el diagnéstico clinico, ya que suponen una ventaja frente al uso de anticuerpos
policlonales debido a su elevada especificidad y homogeneidad. En este articulo se revisaran las principales
aplicaciones terapéuticas que presentan los anticuerpos monoclonales en la actualidad, que varian desde el
tratamiento del cancer y enfermedades autoinmunes, hasta su uso en oftalmologia o en el asma.

Palabras Claves— Anticuerpo monoclonal, Enfermedad, Inhibiciéon, Receptor, Tratamiento.

1. INTRODUCCION
o Qué son los anticuerpos monoclonales y c6mo se

obtienen?

Los anticuerpos monoclonales (mAB) son producidos por
una célula hibrida (hibridoma) que deriva de la fusién de
un clon de linfocitos B y una célula madre.

La técnica que permite el cultivo de los hibridomas fue
descubierta por Niels K. Jerne, Georges Kohler y Cesar
Milstein en 1975. La célula B productora de los anticuer-
pos deseados se consigue mediante la inmunizaciéon de
un ratén contra el antigeno de interés. A continuacién, se
produce la extracciéon y posterior disociacion del bazo en
un medio de cultivo (HAT), el cual contiene células de
mieloma de ratén con capacidad de divisién indefinida,
con el fin de liberar los linfocitos B residentes. Mediante
la adicién posterior de polietilenglicol (PEG) a la mezcla,
se producirdn varias uniones de los dos tipos de células
para lograr la formacién de los hibridomas. El dltimo pa-
so consistird en la separacion de los hibridomas fusiona-
dos de los que no lo han hecho y de las células del mie-
loma, y cultivarlos individualmente para la deteccién de
los anticuerpos de interés.

(Qué ventajas presenta el uso de anticuerpos monoclo-
nales?

La obtencién de anticuerpos de forma tradicional median-
te la inyeccién de los antigenos en varios animales, plan-
tea varios problemas como el de la heterogeneidad de las
muestras, la presencia de proteinas contaminantes del
suero y la variabilidad en cuanto a la especificidad y afi-
nidad.

Todos estos problemas parecen haber sido resueltos con
la llegada de los anticuerpos monoclonales, los cuales son

considerados hoy en dia una herramienta indispensable
en la investigacion biolégica y médica. De esta forma, los
anticuerpos monoclonales son mucho mas homogéneos
(cada tipo de anticuerpo deriva de un mismo clon de lin-
focitos B), agregan especificidad y reproducibilidad, y
permiten un mejor estudio de las reacciones antigeno-
anticuerpo.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que los mABs tam-
bién pueden producir efectos secundarios no deseados
por la presencia de antigenos de ratén. Como solucién a
este problema, surge la idea de la produccién de anti-
cuerpos monoclonales humanizados, cuyas secuencias
han sido modificadas con el fin de aumentar su similitud
con los distintos anticuerpos producidos de manera natu-
ral en humanos.

2. APLICACIONES TERAPEUTICAS

Los anticuerpos monoclonales son de gran utilidad en el
tratamiento de diversas enfermedades, ademés de mos-
trar un papel importante en los trasplantes (anticuerpos
contra los linfocitos T). Una de las aplicaciones més in-
mediatas aparece en el campo del diagnodstico clinico,
donde los mABs son usados para la determinacién de los
niveles de gonadotropina coriénica (hCG) en la orina co-
mo sefial de embarazo o la identificaciéon del rotavirus
que provoca diarrea en el lactante.

2.1. Enfermedades autoinmunes

Numerosos anticuerpos monoclonales son usados hoy en
dia para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, en
las cuales se producen anticuerpos contra antigenos pro-
pios. Como ejemplo de este tipo de enfermedades, desta-
ca la artritis reumatoide, la cual se caracteriza por una



excesiva inflamacion en las articulaciones. En este caso, el
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es el que actda
como mediador de la inflamacién, al igual que ocurre en
la artritis psoridsica, por lo que los anticuerpos monoclo-
nales existentes (infliximab y adalimumab), ejercen su
accién inhibiendo a TNF-a. Ademas, en la artritis reuma-
toide también se produce una sobreexpresion de citoqui-
nas proinflamatorias como IL-1 e IL-6, motivo por el cual
el tocilizumab (anticuerpo monoclonal humanizado usa-
do como droga inmunosupresora) acttia como inhibidor
de la sefial de la IL-6 mediante su unién competitiva al
receptor de la misma. [1]

Por otro lado, la proliferacién de las células T dependien-
te de CD6 (una glicoproteina de superficie en los linfoci-
tos T maduros) para formar Thl y Th17 juega un papel
importante en la psoriasis. De esta forma nos encontra-
mos con itolizumab (IgG1), el primer anticuerpo mono-
clonal humanizado que regula las rutas en las que CD6
estd involucrada mediando la activacion de los linfocitos
T. Ademas, itolizumab también acttia aumentando los
niveles de IL-4, lo que disminuye la produccién de INF-y
por parte de los linfocitos T, reduciendo por lo tanto la
excesiva inflamacién que caracteriza a este tipo de enfer-
medades. [2]

Otro tipo de enfermedades autoinmunes se producen por
una desregulacion tanto de la inmunidad innata como de
la adquirida. Como ejemplo tenemos la enfermedad de
Crohn (inflamacién del tubo digestivo), en la que la inter-
leucina 12/23 presenta un papel importante en las res-
puestas inmunes adaptativas. En este contexto aparece
ustekinumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que
bloquea la subunidad p40 de la IL-12 y IL-23, evitando la
interaccién con el receptor celular (IL-12Rf1) y la consi-
guiente activacién de citoquinas, tal y como se puede ob-
servar en la figura 1. [3]

Ustekinumab IL-12 IL-23 Ustekinumab

%m P35 ‘m%

No IL-12 or IL-23
intracellular signal

Fig 1. Modo de accién de ustekinumab [3].
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2.2 Enfermedades pulmonares

Los anticuerpos monoclonales también son usados para el
tratamiento del asma alérgica, caracterizada por una ex-
cesiva producciéon de IgE ante la respuesta a un alérgeno.
En la actualidad, se estd haciendo uso de un anticuerpo
monoclonal denominado omalizumab el cual actda se-
cuestrando IgE libre y acelerando la disociacién del com-
plejo IgE y su receptor Fc. Esto provoca una desregula-
cién de la cascada de sefializacion inflamatoria de IgE,
disminuyendo consecuentemente las exacerbaciones del
asma. [4]

2.3 Cancer

Los anticuerpos monoclonales se presentan como uno de
los principales focos de investigacion en la terapia inmu-
nolégica del cancer. Se ha visto que la combinacién de la
quimioterapia actual con anticuerpos monoclonales, au-
menta considerablemente el efecto antitumoral de los
mismos.

Los mABs se dirigen a los tumores gracias al reconoci-
miento de antigenos tumorales asociados (por el fragmen-
to Fab), lo que desencadena en el reclutamiento de macré-
fagos, NK, células dendriticas, linfocitos T y la activacién
de la ruta del complemento. Este reclutamiento se consi-
gue gracias a la interaccion del fragmento Fc de la inmu-
noglobulina gamma (IgG), el receptor FcyRs y la proteina
del complemento Clq. [5]

Centrandonos en el cancer de mama, nos encontramos
con varios anticuerpos monoclonales como el trastuzu-
mab y pertuzumab, los cuales acttian contra el dominio
extracelular de HER?2 (receptor en las células mamarias).
Por su parte, trastuzumab ejerce su accién inhibiendo la
formacion de heterodimeros de HER2, asi como su rotura
y promoviendo la endocitosis del receptor de HER2. [6]
Por otro lado tenemos a cetuximab, un anticuerpo mono-
clonal del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR), el cual bloquea la progresiéon de tumores, sobre
todo en el cancer de colon, de cabeza y de cuello. Cetuxi-
mab inhibe la unién del ligando EFG y del factor de cre-
cimiento de tumores (TGFa) con el receptor EGFR, evi-
tando por tanto la activacién del receptor del ligando tiro-
sina kinasa. Ademas, este mAB también inhibe la forma-
cion de homodimeros y heterodimeros entre EGFR y
HER?2, asi como la neovascularizacién, y promueve la
apoptosis. [7]

2.4 Degeneracién macular

Los anticuerpos monoclonales existentes para esta enfer-
medad, caracterizada por una vascularizacién anormal en
la retina, se encargan de bloquear a VEGF (factor de cre-
cimiento endotelial vascular) y son administrados me-
diante inyecciones intravitreas. Como ejemplo tenemos a



ranibizumab, un fragmento de anticuerpo monoclonal
(Fab) dirigido contra VEGF. [8]

2.5 Alzhéimer

El alzhéimer es una patologia caracterizada por una neu-
rodegeneracién y deterioro cognitivo. Aunque adn es
necesaria una mayor investigacion, se piensa que el uso
de anticuerpos monoclonales como bapineuzumab, pue-
de favorecer la eliminacién de especies de beta-amiloide
toxicas acumuladas en los pacientes, bien directamente o
mediante la activacién de la cascada del complemento. [9]

3. CONCLUSIONES

Los anticuerpos monoclonales son ampliamente usados
en la préctica clinica para el tratamiento de numerosas
enfermedades debido principalmente a la elevada especi-
ficidad y versatilidad que muestran. Esto permite una
mayor selectividad hacia las células diana, asi como la
reducciéon de aparicién de reacciones inmunolégicas im-
propias gracias al uso de mABs humanizados.

Numerosas investigaciones se estan llevando a cabo en la
actualidad con el fin de desarrollar nuevos mABs que
sean capaces de detectar compuestos de bacterias o virus,
combinaciones de varios ya existentes e incluso con capa-
cidad de atravesar la barrera hematoencefalica. Sin em-
bargo, atin hay que terminar de esclarecer los posibles
efectos secundarios que dichos anticuerpos puedan cau-
sar en el organismo en el que son administrados.
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TLOs: Cuando el sistema inmune se asienta
en el campo de batalla

David Cabrerizo Granados, Alina Georgiana loja

Resumen— Los 6rganos linfoides terciarios son estructuras que surgen en lugares de inflamacion crénica y desaparecen
cuando esta sefial remite. En este articulo hablaremos sobre su estructura, asi como sobre su papel y funcién en el organismo,
con especiales miras hacia las enfermedades inflamatorias crénicas, concretamente el cancer.

Palabras Claves— TLOs, SLOs, microambiente tumoral.

1. INTRODUCCION

Los organos linfoides se clasifican generalmente, en
organos linfoides primarios, tales como el timo y la

médula 6sea, encargados de la produccién de linfoci-
tos T y B especificos de receptores, respectivamente; y en
organos linfoides secundarios, tales como los ganglios
linfaticos, el bazo y las amigdalas, en los que los linfocitos
se expanden debido a la exposicién al antigeno, produ-
ciendo células T de memoria y células B efectoras, dando
como resultado células plasmaticas. No obstante, existe
un tercer tipo denominado 6rgano linfoide terciario, el
cual presenta caracteristicas peculiares [1].

Las estructuras linfoides terciarias, también llamados or-
ganos linfoides terciarios (TLOs), han sido descritos en
practicamente todos los érganos y tejidos del cuerpo. Al
contrario de los érganos linfoides primarios y los secun-
darios (SLOs), los TLOs no aparecen en circunstancias
ontogénicas. Estos pueden aparecer durante el desarrollo
postnatal del individuo en aquellas areas que experimen-
ten situaciones de inflamacién crénica, con una amplia
activacion de la respuesta inmune humoral y celular. [2]
Una de sus principales caracteristicas es la gran plastici-
dad con la que cuentan, ya que se generan en un contexto
inflamatorio, llegando a desaparecer una vez que el foco
inflamatorio se extingue. No se desarrollan en localiza-
ciones especificas y comunes entre individuos, [3] y su
alta plasticidad junto a su tardia edad, determinan el uso
de una terminologia precisa para los inmunoélogos. [4]

2. ESTRUCTURA DE LOS TLOS

Los TLOs quedan definidos por su estructura, composi-

cién celular, expresion de quimioquinas y soporte vascu-

lar y estromal, aunque éstas sean caracteristicas similares

a las de los SLOs. Entre sus componentes caracteristicos
estan [1]:

e Zona de linfocitos T Region de linfocitos B proli-

ferativos. Centro germinal de células dendriticas.

Todas éstas son las células clave en los TLOs, ca-

paces de reconocer y atacar a componentes que

puedan poner en riesgo al organismo.

e Los fibroblastos inflamatorios, los cuales presen-
tan un perfil de expresién similar a de los 6rga-
nos linfoides clasicos. Estos fibroblastos forman
una estrctura reticular que genera pequefios con-
ductos que sirven de vias para transmitar sefiales
como quimioquinas o antigenos, todas ellas de
bajo peso molecular.

e Vasos sanguineos y linfaticos. Estas estructuras
permiten la comunicacién del TLO con el resto
del organismo. Concretamente, una de las carac-
teristicas con las que cuentan es la presencia de
gran vénulas endoteliales (HEV), las cuales son
propias de tejidos linfoides. Estas permiten el pa-
so de linfocitos circulantes en la sangre a los
TLOs para su posterior activaciéon. Ademas, los
HEVs localizados alrededor de los TLOs sugiere
que el microambiente representa una entrada
ideal para los linfocitos, un paso critico para el
inicio de la respuesta inmune adaptativa, como
se observa en los SLOs.

Los TLOs se suelen desarrollar en tejidos inicialmente no
linfoides, asociados a situaciones como infecciones créni-
cas, rechazo crénico de injertos y érganos trasplantados,
enfermedades autoinmunes y multitud de canceres s6li-
dos. Con respecto a ello, es necesario distinguir dos tipos
de TLOs: fisiologicos y patologicos (Fig.1).

En el primer caso, la aparicion de éstos esta provocada
por una exposicién antigénica constante en el tiempo.
FEstos suelen estar asociados a la mucosa, de ahi su deno-
minacién como MALT.

En el segundo caso, aparecen por enfermedades auto-
inmunes. En ellos el sistema de vias linfaticas es dudoso

[4].

3. FUNCION DE LOS TLOS

La principal funcién de los TLOs a nivel celular se basa en
mantener una poblacién de linfocitos a un nivel estructu-
ral adecuado para que se pueda llevar a cabo correcta-



mente una respuesta inmune adaptativa en los tejidos
afectados. En este sentido, las distintas poblaciones de
células mesenquimales activadas juegan un papel muy
importante, ya que adquieren caracteristicas similares a
los fibroblastos linfoides en los SLOs. Sin embargo, la
maduraciéon de los fibroblastos en TLOs, a diferencia de
SLOs, depende potencialmente de distintos factores como
el tejido afectado o el microambiente inflamatorio. Ade-
mas, el nivel de organizacién no llega a ser tan alto como
aquellos regulados en SLOs [5].

Los TLOs presentan un papel en la respuesta inmune si-
milar al de los 6rganos linfoides secundarios [8]. Sin em-
bargo, sus funciones van a depender de multiples facto-
res, tales como su localizacién, el estimulo que los haya
generado, la cinética de inflamacién y la activacién celular
producida. Hay casos en los que pueden jugar un papel
deletéreo para el transcurso de ciertas enfermedades au-
toinmunes, como seria el caso de los enfermos de artritis
reumatoide. Se piensa que la incapacidad de controlar
especificamente la recirculacién leucocitaria en los TLOs o
la ausencia de gradientes de quimioquinas especificamen-
te regulados en éstos para posicionar éptimamente los
linfocitos a nivel estructural, pueden ser factores relevan-
tes que pueden provocar que estos tejidos contribuyan al
desarrollo de enfermedades autoinmunes inflamatorias
[5].

Sin embargo, en otros casos pueden desempenar un papel
beneficioso, como ocurre en maltiples tipos de cancer [6].

4. TLO EN TUMORES

La presencia de TLOs se ha detectado en numerosos tipos
de tumores solidos. Dichos TLOs manifiestan una abun-
dante variabilidad en densidad y organizacién celular, lo
cual indica que la naturaleza del microambiente tumoral
es critico para la neogénesis linfoide. [2][7]

Cuando los TLOs aparecen en el contexto de enfermedad
neoplasicas, pueden localizarse intratumoralmente o peri-
tumoralmente. La localizacién intratumoral es mucho
menos frecuente que la peritumoral, si bien es cierto que
su presencia depende, fundamentalmente, del tipo de
tumor y el origen del tejido que presenta la transforma-
cién neoplasica. La mayor parte de los TLOs suelen pre-
sentarse en zonas peritumorales, concretamente en el
margen invasivo rodeando el tumor, aunque también se
dan en zonas ligeramente mds alejadas, pero siempre
dentro del area de invasion del tumor [8]. Esto se debe,
basicamente, al hecho de que el tumor solido genera, por
regla basica, una capsula de fibroblastos activos alrededor
de la masa tumoral con el fin de protegerla de agentes
atacantes y contraproducentes para ella. Por ello, los
TLOs tienden a encontrarse en dichas areas.

La actividad de los TLOs en las areas tumorales se puede
resumir en tres grandes etapas [9]:

1. Reclutaje de linfocitos T y B en los TLOs gracias a

la actividad de quimioquinas secretadas por los
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TLOs y por el microambiente tumoral.

2. Diferenciacién, proliferacién y activacion de lin-
focitos T efectores. Activaciéon de linfocitos B en
células plasmaticas.

3. Migracién de los linfocitos T efectores generados
por el TLO con el fin de atacarlos por desgranu-
lacién, activacién del sistema del complemento y
por citotoxicidad mediada por anticuerpos.

Al determinar el contexto inmunolégico local, los TLOs
pueden intervenir en la modulacién de tumores sélidos.
[2] Por ejemplo, en casos de cancer de mama, pulmén o
colon, la presencia de estos TLOs se ha vinculado a un
pronéstico favorable del paciente. Sin embargo, en otros
casos, como en los carcinomas metastasicos renales, su
presencia esta relacionada con un progndstico desfavora-
ble. Esta diferencia de actuacién ante la actividad neopla-
sica se debe a que el microambiente tumoral, y con ellos
los TLOs, cuentan con numerosas caracteristicas inmuno-
supresivas, tales linfocitos T reguladores, macréfagos de
tipo M2 o células supresoras mieloides. Por lo tanto, los
TLOs pueden actuar como un arma de doble filo, atacan-
do contra el tumor e impidiendo su destruccién, el cual es
el equilibrio inmunogénico [9].

Tertiary lymphoid organs
A. Physiological

 not constitutive structure
o stimulation by long lasting microbiological or antigenic factors
 typical mucosa-associated location

7 PECRTnion,

N e.g

b’m‘ ; i bronchus-

efferent lymphatics
i B associated
B. Pathological (at sites without lymphoid str in physiology)

* Autoimmune diseases (e.g. joints, salivary glands, thyroid, liver)
» allotransplantation
o differentiation
of local

structural elements, venous blood
chemokines

 entry of circulating
immune cells
{adhesion molecules?)

no afferent lymphatics efferent lymphatics?

Fig. 1. Organos linfoides terciarios “fisioldgicos” y patolégicos”. [4]

5. CONCLUSIONES

Tal y como se ha comprobado a lo largo de los dltimos
afios, el Sistema Immune juega un papel fundamental en
nuestra salud, tanto siendo nuestro amigo como enemigo.
Es por ello, que su presencia concreta en lugares del or-
ganism donde se desarrollan procesos inflamatorios
supone un aspecto a mas que tener en cuenta.

Por ejemplo, la neogénesis linfoide podria ser objeto de
estudio con el fin de incrementar la inmunidad antitumo-
ral en pacientes con cancer. Ademas, los TLOs podrian
emplearse como biomarcadores para pacientes con can-
cer, con el fin de proporcionarles un prognéstico clinico
de supervivencia, recaida y metastasis apropiado para
cada caso especifico. Sélo con la investigacién y el analisis



clinico de ellos podremos llegar a estar mds cerca de curas
a enfermedades complejas y feroces como el cancer.
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Aplicaciones de la espectroscopia Raman
para el estudio del arte rupestre

Joan Escudé Gonzalez

Resumen—La intervencion y preservacion del arte rupestre ha supuesto desde mediados del siglo pasado un reto para la
conservacion. La gran importancia y delicadeza de estas muestras del arte del paleolitico hacen imprescindible su estudio y
caracterizacion mediante técnicas analiticas no destructivas. Dichas técnicas nos pueden proporcionar informacion muy
diversa y de gran importancia para conocer los métodos y la cronologia de estas primitivas expresiones artisticas.

Palabras Claves— Espectroscopia Raman, Arte rupestre, Analisis composicional, Pigmentos naturales.

1. INTRODUCCION

uestro pais posee una gran riqueza de testimonios

de arte parietal prehistérico de excepcional impor-

tancia histérico-artistica y gran parte de ellos han
sido reconocidos como patrimonio de la humanidad por
la UNESCO (Fig. 1). Es por eso que su conservacién ha
supuesto un reto de primer orden desde las tltimas déca-
das del siglo XX y, debido a su, generalmente, delicado
estado de conservacién, cada vez es mds importante el
desarrollo de técnicas no destructivas para su caracteriza-
cién material, datacién, autenticaciéon y conservacion.

% $ P SN

Fig. 1. Pinturas rupestres de arte levantino de la Cueva de los Ca-
ballos de Valltorta en el municipio de Tirig (Castellén), incluidas en
la lista de patrimonio mundial de la UNESCO en 1998 dentro del
“Conjunto del arte rupestre del arco mediterraneo en la Peninsula
Ibérica”. Fotografia: www.espafiaescultura.es

2. EsSPECTROSCOPIA RAMAN

La espectroscopia Raman es una técnica analitica que
proporciona informacién composicional, esto es, nos sirve
para identificar los compuestos quimicos presentes en la
muestra. Se trata de una de las conocidas como espectros-
copias vibracionales, pues basa su principio de deteccién
en las diferentes transiciones de energia que se producen
cuando determinados grupos funcionales vibran al exci-
tarlos mediante una fuente energética. Generalmente esta
energia es la producida por un haz de luz laser y si la luz
dispersada por las moléculas en vibracién es recogida por

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

un microscopio acoplado podemos hablar también de
microscopia Raman.

Es una técnica no destructiva y sin contacto que puede
realizarse in situ, sin embargo, en ocasiones en las que se
debe extraer muestra para datacién o para otras técnicas
analiticas, se puede aprovechar para examinar esa mues-
tra mediante Raman en el laboratorio. Por norma general
los equipos de laboratorio gozan de mayor precisién y de
la posibilidad de disponer de més de una fuente laser,
hecho que puede ser muy ventajoso si se quieren analizar
compuestos de naturaleza diversa. No obstante, hoy en
dia los equipos portatiles son cada vez de mayor calidad
y precisién y nos permiten multiplicar el namero de areas
que pueden ser analizadas asi como investigar elementos
que no pueden ser trasladados o de los que no podemos
extraer muestras [1]. Ademas, su tamafio cada vez mas
reducido permite alcanzar zonas antes inaccesibles o
complementar los analisis de otras técnicas con equipos
portétiles de mayor envergadura [2].

Es importante tener en cuenta que se trata de una téc-
nica de andlisis puntual, que limita su radio de deteccién
a superficies de unos 5x5 pm? [1], [3], por lo que, para
poder extraer conclusiones representativas, es importante
poder realizar numerosas mediciones en varios puntos
diferentes de las figuras.

Como fuente de excitacién pueden usarse laseres de
varios tipos como el de helio-neén, que genera luz roja de
633 nm [3], [4], [5], [6]; el de Neodimio:YAG, operando
con luz verde a 532 nm [1], [6]; el de argén, de haz verde
azulado de 514 nm [7]; incluso laseres de excitacion cer-
cana al infrarrojo de 785 nm [2], [6]. La fuente de luz usa-
da puede influir en la sensibilidad de la técnica analitica:
por norma general se dice que los laseres de espectro rojo
son mejores para el analisis de muestras organicas, mien-
tras que los verdes son mds precisos para las muestras de
cardcter inorgdnico como rocas, minerales o morteros.

En cuanto a la potencia del haz laser, debe tenerse en
cuenta la posibilidad de que una rayo demasiado energé-
tico pueda degradar la muestra por deshidratacién o por
choque térmico, por eso de utilizan filtros de densidad
que limitan las potencias en el rango desde 30mW a 286

pW (1], [2], [3], [4], [5], [6], [7].



3. IDENTIFICACION DE PIGMENTOS

El principal uso de la espectroscopia Raman en el &mbito
de la pintura rupestre es la determinacién de la naturale-
za de los pigmentos utilizados, asi como la deteccién de la
posible existencia de aglutinantes.

Ademas, en el caso de pigmentos minerales, se pueden
recopilar mediciones de otros compuestos extraidos de
posibles lugares de origen para comparar sus espectros
con las muestras y poder determinar si fueron extraidos
de esas mismas fuentes cercanas o de otros lugares, e in-
cluso plantear si diversas figuras fueron pintadas en dife-
rentes periodos de ocupacién [1], [2], [6].

La paleta de colores existente en el periodo paleolitico
no era muy extensa. Se limitaba a tonos rojos, marrones,
ocres y negros [2]. En casos aislados se ha documentado
también el uso de pigmento blanco y negro azulado [3].

3.1. Colores negros

Los pigmentos negros usados comtUnmente en pintura
rupestre son o bien de origen mineral, como los 6xidos y
oxihidréxidos de manganeso, o bien producto de la com-
bustién de materiales organicos como hueso, marfil, ma-
dera (carbén y hollin), etc. Estos pigmentos que contienen
carbono en su composicién son especialmente interesan-
tes porque pueden posibilitar la datacién directa de las
pinturas mediante andlisis por radiocarbono (**C). Por su
parte los 6xidos de manganeso también pueden aportar
informacién significativa acerca de su procedencia me-
diante el anélisis de su naturaleza y microestructura, lo
que podria ser indicativo de diferentes aspectos de com-
portamiento humano en la prehistoria [1].

La deteccién de carbono amorfo viene representada en
los espectros Raman por bandas a 1390 y 1590 cm™, lo que
nos indica el uso de negro de carbén [1], [2], [4], [5].

La deteccién de los 6xidos de manganeso en forma de
pirolusita (MnQO,), hausmanita, ramsdellita, romanechita
u otros, viene representada por bandas a 580 y 650 cm!
(11, [6].

En el caso de estos pigmentos negros, es necesario
también observar si aparece una caracteristica banda en
aproximadamente 960 cm™ que denota la presencia de
grupos fosfato para que podamos identificar el uso de
negro de hueso o negro marfil, compuestos principalmen-
te por hidroxiapatito (Caio(PO4)s(OH)) [1], [2], [4], [5].

En ocasiones se han detectado restos de fosfatos en
pigmentos de otros colores, lo que puede explicarse en
caso de que se hubieran usado herramientas de hueso
para pintar o para moler lo pigmentos o bien que las rece-
tas de preparacion incluyeran una proporcién de huesos
calcinados en las mezclas pigmentarias, quizd como parte
de algtn ritual [3].

3.2. Colores rojos y otras tierras

Se trata de compuestos principalmente de 6xidos, hidré-
xidos y oxihidréxidos de hierro en diferentes estados de
hidratacién.

En los colores rojos generalmente se detecta la presen-
cia de 6xido férrico en forma de hematita (Fe;Os) que pre-
senta unas caracteristicas bandas a 289, 408, 495 y 608 cm!
en los espectros Raman [2], [4], [5] (Fig. 2).
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En los tonos ocres amarillos se detecta la presencia de
goethita, 6xido de hierro hidratado que puede identificar-
se por sus bandas en 297, 384, 477 y 545 cm™ [2] (Fig. 2).

Son escasos los casos en los que se usan arcillas blancas
para el arte parietal pero investigadores como Hernanz et
al. [3] han documentado el uso de anatasa, un 6xido de
titanio (TiO,) blanco para el dibujo de detalles y relieves
sobre figuras dibujadas con otros colores. Su uso, no obs-
tante, estd probablemente condicionado por la casualidad
y su fécil disposicién en esa zona en particular.

4. DIAGNOSIS DEL ESTADO DE CONSERVACION

Ademads de la identificacion de los pigmentos, la espec-
troscopia Raman también nos puede servir para analizar
el sustrato rocoso donde se encuentran las pinturas [4].
Esto, ademés de proporcionarnos informacién composi-
cional acerca de la roca, nos permitira conocer el espectro
del sustrato para poder distinguirlo de la sefial de la capa
pictérica en caso de que esta sea de poco grosor y los es-
pectros de ambas capas se superpongan [1], [2].

Un sustrato muy comudn en cuevas es por ejemplo la
calcita, que puede ser facilmente identificable por su in-
tenso pico a 1085 cm y otros menores en 280 y 712 cm-1
[1], [2], [5] (Fig. 2). El cuarzo, componente principal de los
sustratos de roca arenisca, se puede identificar por una
banda a 466 cm [3].

289 |a08
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Fig. 2. Espectros Raman de diferentes éxidos de hierro: a) hematita,
oxido rojo; b) especie intermedia de 6xido de hierro rojo deteriorado;
c) goethita, 6xido de hierro caracteristico en zonas amarillas. En
todos los espectros se detecta la presencia de carbonato de calcio
del sustrato, lo que denota el poco espesor de la capa pictdrica. [2]

En lo referente a los factores biolégicos de degrada-
cién, la presencia de carotenoides, que vendran determi-
nados por bandas en 1155, 1510 y 1008 cm, puede indi-
car la presencia de liquenes, hongos o cianobacterias en la
superficie rocosa [1], [2], [3]. Por su parte, la presencia de
nitratos nos indica una posible degradacién de origen
biolégico por deyecciones de murciélagos [4].

Las cuevas son ecosistemas donde proliferan hongos y
bacterias y la presencia de visitantes puede aumentar atn
mas la colonizacién microbiana y convertirse en un pro-
blema de conservacién para el arte parietal. Martin-
Sanchez et al. [7], por ejemplo, presentan un caso en la
cueva de Lascaux donde se utilizé la espectroscopia Ra-
man para identificar el agente biolégico causante de una
manchas negras de origen desconocido sobre las pinturas.
Gracias a la técnica Raman se identificaron los compues-



tos de la melanina fangica generada por un hongo que a
su vez era dispersada por unos pequeos artrépodos co-
lémbolos que se alimentaban de éste pero no procesaban
la melanina, que se conservaba y extendia con sus restos
fecales.

5. DATACION

La espectroscopia Raman no es una técnica de datacion
directa, sin embargo, existen ciertas caracteristicas espe-
ciales que pueden posibilitar una datacién si se cumplen
una serie de condiciones determinadas.

En primer lugar y como hemos comentado anterior-
mente, la deteccién de pigmentos de base carbono puede
abrir la posibilidad de realizar una datacién absoluta me-
diante analisis de carbono-14 [1].

Otra posibilidad de datacién se abre con la deteccion y
andlisis de costras de oxalatos de calcio. Los oxalatos son
ésteres derivados del 4cido oxalico y estdn relacionados
con los procesos metabodlicos de hongos y liquenes. Los
oxalatos en forma de whewellita (CaCyO4 - H>O) pueden
identificarse con bandas en 895, 1461, 1487 y 1627 cm™ en
los espectros Raman. Asi pues, la presencia de costras de
oxalatos sobre la capa pictérica abre una nueva posibili-
dad de analisis mediante radiocarbono que, si bien no nos
puede decir cuando fueron realizadas las pinturas, si que
nos puede proporcionar una datacién ante quem, es decir,
una cronologia a partir de la cual ya es seguro que esas
policromias existian en ese sustrato. Adn es mads, en oca-
siones, si es posible extraer una muestra y realizar una
lamina delgada de los estratos pictéricos, comprobaremos
que la capa de policromia se encuentra entre dos estratos
de oxalatos, lo que nos permitird, analizando ambas capas
por carbono-14, el establecimiento de dataciones post
quem 'y ante quem [3], [5] (Fig. 3).

Fig. 3. Microestratigrafia observada al microscopio con luz polariza-
da de una seccién delgada de una capa de pigmento rojo identifica-
da como hematita (h) entre dos capas de oxalatos en forma de
whewellita (w) sobre un sustrato de cuarzo (q). [3]

6. CONCLUSIONES

La espectroscopia Raman es una técnica no destructiva
que aporta valiosa informacién por si misma y como
complemento a otras técnicas analiticas. Su capacidad
para analizar tanto sustancias organicas como inorgénicas
la hace una opcién muy interesante para conocer materia-
les de caracter natural como los usados en las pinturas
rupestres.

El desarrollo de equipos portatiles de gran precision y
versatilidad abre nuevas posibilidades para los anélisis in
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situ. Ademds, sus mediciones se ven poco influidas por
las condiciones climaticas no siempre favorables que po-
demos encontrar en ambientes subterrdneos o karsticos
(humedad muy alta y temperatura relativamente baja) y
no se requiere ningtn tratamiento de la zona o de la
muestra previamente a la realizacién del analisis.
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Conservacion Preventiva aplicada a material
organico de origen antropologico

Irene Roncero Pérez

Resumen— Como parte de nuestro patrimonio histérico nos encontramos en Espafia con colecciones de momias de diferente
origen: egipcias, guanches o americanas. Todas ellas conforman un grupo de materiales de caracter organico muy fragil que
tiene en la conservacion preventiva la mejor herramienta para su preservacion.

Palabras Claves— Conservacién Preventiva, Momias, Monitorizacién, Parametros Medioambientales.

1. INTRODUCCION

La conservaciéon preventiva es una disciplina que esta

relacionada con el entorno del objeto a conservar, por
tanto su metodologia de actuacién no implica la interven-
cién directa sobre el mismo sino un trabajo sistematico
que identifique, evalte, controle y gestione los riesgos de
deterioro con el fin de eliminarlos o minimizarlos [1], [2],
[3]. Los problemas tienen, en general, un origen externo al
bien y la conservacién preventiva se ha centrado desde su
desarrollo en controlar el medio, en relacién a valores de
humedad y temperatura, control de la luz, la polucién o
ya de indole antropogénica de luchar contra el robo, el
fuego, el vandalismo asi como tareas de prevencién en la
logistica, el embalaje y el transporte [4]. Todo ello depen-
deré del bien sobre el que apliquemos la metodologia y
del riesgo de deterioro en cuestion.

En el &mbito de los museos la conservacion preventiva
se ha centrado fundamentalmente en parametros me-
dioambientales (microclima, luz y radiaciones asociadas y
contaminantes) y agentes biolégicos. El diagnostico se
complica si tenemos en cuenta que la mayoria de estas
instituciones estan ubicadas en edificios histéricos y con
una coleccién que en general es muy heterogénea mate-
rialmente hablando. Para una correcta planificaciéon es
necesario conocer a fondo las caracteristicas materiales de
la coleccién asi como el medio exterior e interior de la
institucién y los riesgos potenciales de degradacion.

En este articulo pasamos a analizar las colecciones de
material orgénico de origen antropolégico, momias fun-
damentalmente, que forman parte de nuestro patrimonio
histérico-cultural dentro de las instituciones museisticas.
Se trata de un material fragil cuya conservacién depende
de muchos factores, como su interacciéon con el medio
durante su enterramiento, pero con especial trascendencia
de los procesos fisicoquimicos y biolégicos que se produ-
cen en el entorno, de ahi la importancia de una correcta
metodologia de monitoreo y conservacion preventiva [4].

2. CARACTERISTICAS Y COMPOSICION DE UNA
MOMIA

La momificacién es un proceso en el que no tiene lugar

Irene Roncero Pérez. Centro de Estudios de Postgrado, Universidad Pablo de
Olavide. ironper@alum.upo.es.

la degradacién de un cadédver o tiene lugar parcialmente,
con una desecacion de los tejidos inmediata a la muerte
[5]. Esta puede producirse por diversos procesos, en al-
gunos casos por interaccion con el medio, siendo los més
habituales por disminucion hidrica (secado al aire y
desecacién salina), procesos térmicos (ahumado, criocon-
servacién y congelacién) y procesos de curtido (caracteris-
tico de zonas pantanosas) [4]. Por otra parte, en antropo-
logia se identifican tres tipos de momias:
>  Momias espontdneas, cuando la momificacién se
produce de forma natural resultado de las caracte-
risticas del entorno, favoreciendo la desecacion.
Este tipo se produce en zonas de climas extremos,
bien &ridas bien frias, o con condiciones de ausen-
cia de oxigeno y gran acidez [5], [6].

> Momias por procesos espontdneos favorables, buscando
intencionadamente las condiciones en las cuales se
producia la momificacién. Ejemplo de ello son las
momias predindsticas egipcias enterradas en las
arenas del desierto [5], [6].

>  Momias antropogénicas, que fueron sometidas a una
préctica que daba como resultado una momifica-
ciéon artificial. Estas suponen casi el 95% de las
momias conocidas, siendo las referencias més an-
tiguas las realizadas en la cultura Chinchorro en la
costa de Chile entorno al 5000 a.C., y por supues-
tos las momificaciones realizadas por la cultura
egipcia (figura 1) implantadas de manera artificial
desde el Imperio Antiguo, alcanzando su maximo
desarrollo en el Imperio Nuevo [5], [6].

Un cuerpo momificado ha perdido todo el contenido
de agua de sus tejidos, siendo el agua aproximadamente
el 60% del peso total de un adulto (agua intracelular -
40%- y agua extracelular -20%-). Una vez desarrollado el
proceso de desecacion el cuerpo humano queda compues-
to por un 30% de tejido blando, entre otros elementos
proteinas (queratina, colageno) y grasas, y el 70% restante
lo conforma el tejido éseo y la matriz extracelular (con
componentes organicos, entre un 30-35%, e inorgéanicos
65-70%) [6], [7]. Asi, podemos considerar que alrededor
de un 60% de los componentes de una momia son organi-
cos, teniendo en cuenta tnicamente los tejidos blandos y
Oseos [6].




Ademas, debemos tener en cuenta otros elementos que
forman parte de la momia, como los vendajes de lino de
algunas momias egipcias (fibra natural compuesta en un
70% de celulosa), pieles de animales o piezas de ajuar [6],

8]

Fig. 1. Exposicion de momia egipcia en el Museo Arqueoldgico Na-
cional. Fuente [8].

3. PARAMETROS MEDIOAMBIENTALES A CONTROLAR

La conservacién de los restos momificados dependeré
del tipo de momificacién pero también, y de manera defi-
nitiva, de las condiciones ambientales en las que se exhiba
o guarde, con una importante sensibilidad a los agentes
fisicos, biolégicos, quimicos y ambientales. Las variacio-
nes en el medio suponen que se desencadenen procesos
irreversibles en la descomposicién de los sustratos orga-
nicos, con lo que habra que extremar el control de estos
parametros [4], [8]. Los valores para su conservacién vie-
nen recogidos en la tabla 1.

TABLA 1: Pardmetros para una correcta conservacion

de las momias, fuente [6].
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tumbas en Egipto mantienen una temperatura anual entre
28-29°C. En este caso serd fundamental la relacién entre
temperatura y HR, ya que un grado Celsius puede supo-
ner una variacién del 5% de HR, con lo que algunos in-
vestigadores limitan la fluctuacién a £1°C [9].

3.3. lluminacion

La foto-oxidacién es otro dafio que de manera acumu-
lativa provoca un proceso de degradacién por la accién
combinada de luz y oxigeno, la luz debe ser absorbida
por una sustancia quimica para que dé lugar a una reac-
cién fotoquimica, degradaciéon que desarrollara un con-
junto de procesos que tendra como consecuencia cambio
quimico [6], [9]. Estas reacciones se producen en la gama
de radiaciones electromagnéticas desde el espectro visible
hasta la radiacién ionizante, por debajo de 400nm [6], [9].
Dado que las momias quedan encuadradas en la categoria
de ser extremadamente sensibles a la luz [6], se reco-
mienda exponerlas a longitudes de onda mas largas, con
un valor méaximo de 50 lux y una dosis anual no mayor a
15.000 lux [6], [9]. Todo ello con filtros y fuente de ilumi-
nacién mas adecuada para cada caso.

3.4. Biodeterioro

El propio soporte de las momias facilita los nutrientes
adecuados para la proliferacion de agentes biolégicos,
favorecidos por unas determinadas condiciones de hu-
medad y temperatura [7]. A su vez, la colonizacién de
hongos atrae a los insectos, esta proliferacién puede verse
favorecida por tratamientos de conservacién incorrectos.
La actividad del agua en el propio sustrato (pardmetro
que representa la fraccién molar de las moléculas totales
de agua que se encuentran libres y no ligadas quimica-
mente al sustrato) es una gran aliada de los microorga-
nismos, siempre que los valores se encuentren dentro de
los necesarios para su desarrollo, asociada a la HR. Ade-
mas el pH del soporte (tabla 2) y la presencia o no de oxi-
geno determina el desarrollo celular de hongos y bacte-
rias [7].

TABLA 2: Niveles de pH para bacterias y hongos [6].

Temperatura 14-16°C
Humedad Relativa (HR) 25-40%
Concentracion de O: 0-0.01%
Concentracion de Os, SOz, NO2, COV 0 ug/m?
Iluminacion lux 50 Im/m?2
Radiacién UV 0-10 uW/Im
Maéximo de iluminacion anual 0.015 Mlx h/ano
3.1.Humedad

La humedad esta considerada el parametro més im-
portante a tener en cuenta para la conservacion de estos
restos, ya que influird notablemente en su biodegradacién
ademas de suponer un riesgo mecénico/fisico [9]. Asi,
todas las recomendaciones instan a mantener la HR por
debajo del 50%, con lo que se controla la posible actividad
biolégica, aunque para evitar dafos fisico/ mecénicos ésta
se debe mantener por encima del 25%. Debemos tener en
cuenta que las variaciones sabitas o fluctuaciones a corto
plazo pueden suponer dafios irreversibles mds inmedia-
tos, con lo que se recomienda una fluctuacién de +5%HR

6], [9]-

3.2. Temperatura

En relacién a la temperatura los valores no quedan tan
férreamente establecidos, aunque diversos estudios con-
fieran un rango entre 10-15°C como la variacién ideal pa-
ra reducir las reacciones bioquimicas [6], sin embargo las

pH minimo pH 6ptimo pH maximo
Bacterias 4.5 6.5-7.5 1.0
Hongos 1.5-3.5 4.0-6.5 8.0-11.5

3.5. Compuestos organicos volatiles (COV) y otros
gases de polucion

Los compuestos orgénicos volatiles (COV) estan cau-
sados por emisiones derivadas de las actividades antro-
pogénicas cotidianas (como el Hexamethylcyclosiloxane
asociado a productos de limpieza, siliconas o productos
de perfumeria) [6], [10] y otros contaminantes quimicos
presentes en los entornos urbanos industrializados como
NO,, SO,, O3, ademas, las propias momias pueden desa-
rrollar emisiones a consecuencia de tratamientos de res-
tauracion (como biocidas o repelentes) [9]. Todo ello pue-
de favorecer el desarrollo de hongos y bacterias en el inte-
rior del mobiliario de exposicién. Es el caso de las bacte-
rias nitrificantes, sulfo-oxidantes o sulfo-reductoras que
se desarrollan en ambientes con monéxidos y didéxidos de
azufre o nitrégeno [7]. Otras particulas especialmente



peligrosas son aquellas que son higroscépicas como el
polvo que aumenta la actividad de agua y van asociadas a
esporas de microorganismos e insectos [7]. Es por ello que
resulta fundamental realizar tares periédicas de analisis
quimico del aire interior de las vitrinas asi como desarro-
llar elementos de monitoreo que permitan advertir la con-
taminacién antes de que se desarrolle en la momia.

4. ACCIONES DE CONTROL

Podemos establecer la importancia del control me-
dioambiental en una institucién museistica en dos niveles:
macroclimatico, relacionado con el entorno, el propio edi-
ficio y la sala donde se encuentre el bien, y microclimati-
co, en relacién con el mobiliario y el embalaje [1]. Si nos
centramos a nivel microclimatico, las vitrinas constituyen
el recurso principal para establecer una correcta conser-
vacion de las momias compatible con su exposicién al
publico. Pero para que esta premisa sea una constante es
necesario llevar a cabo una serie de controles y acciones
periédicas para que todos los factores vistos anteriormen-
te no generen problemas que afecten a la obra a pesar de
estar en una vitrina.

Los diferentes sistemas de exposicién que encontramos
en un museo dependeran de muchos factores, siendo el
principal las caracteristicas de obra que contiene, pudien-
do ser herméticas o no, con sistemas de aire activos o pa-
sivos o vitrinas libres de oxigeno [9].

En este sentido, el control de HR y temperatura es am-
pliamente conocido en el &mbito de los museos, se realiza
periédicamente, con parametros establecidos por la insti-
tucién, con un registro informatizado, mediante sensores
colocados en el interior de las bandejas de las vitrinas.

La iluminacién debe utilizar la fuente que permita es-
tablecer los pardmetros anteriormente establecidos, con la
utilizacién de filtros de radiaciones si fuese necesario.

El control de biodeterioro se ha de llevar a cabo limi-
tando las condiciones para que se desarrolle. Se presupo-
ne el control higrométrico con la monitorizacion y control
climatico en el museo pero ademds se debe realizar un
control ambiental en el interior de la vitrina en relacion
con los COV y otros gases de polucién. La actuaciéon mas
eficaz es el filtrado del aire interior por diferentes medios
en funcién del tipo de vitrina (filtros de carbono, sistemas
de filtracién portables o incorporados en las vitrinas) [10].

5. CONCLUSIONES

La exposicién y conservaciéon de los fondos en un mu-
seo requiere de una serie de condicionantes ambientales
que tiene que aunar la propia conservacion de los bienes
de los que es custodio como mantener un medio ambiente
que sea adecuado en su labor divulgativa, haciendo posi-
ble la visita y el trabajo dentro de la institucién. El caso de
las momias que hemos descrito es sélo uno de los multi-
ples objetos que nos encontramos en los museos, su con-
servacion pasa innegablemente por la conservacion pre-
ventiva como herramienta fundamental en este importan-
te cometido.

Los diferentes estudios que se estan llevando a cabo en
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materia de control medioambiental y de calidad del aire
de las vitrinas aunque incipientes creemos que podrian
tener una gran proyeccion no sélo para las momias sino
para el resto de bienes muebles de las diferentes coleccio-
nes, es por ello que desde aqui instamos a seguir investi-
gando en este sentido.

Por dltimo destacar que aunque nos hemos centrado en
las momias que se encuentran en exposicion este mismo
esfuerzo debe ser llevado a cabo en aquellas que se en-
cuentran en los almacenes, con controles periédicos y un
correcto soporte que garantice su conservacion.
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Colorimetria en el estudio del envejecimiento
de polimeros y viabilidad de intervenciones
de adhesion y consolidacion en pintura actual

M2 Teresa Pastor Valls

Resumen—El presente articulo trata del uso y aplicacion de la colorimetria como sistema de control para la evaluacion del
envejecimiento de polimeros y su viabilidad en las intervenciones de adhesion y consolidacion, por lo que respecta a los

cambios de tipo dptico.

Palabras Claves— Colorimetria, adhesivos, consolidantes, polimeros, envejecimiento, cambios, adhesién, consolidacion.

1. INTRODUCCION

A largo plazo, la eficacia de los tratamientos de estabili-
zacién (adhesion y consolidacion) puede verse afectada
por la accién directa de factores como la luz, la humedad
relativa, la temperatura y los agentes ambientales. Estos
aceleran las reacciones de deterioro de las obras, pero
también de los materiales introducidos en su restaura-
cion[1].

Debido a las caracteristicas de dichas intervenciones,
los polimeros introducidos dificilmente podran ser ex-
traidos completamente tras una intervencién, por lo que
la reversibilidad serd muy técnicamente muy limitada.
Puesto que un cambio de color en la superficie tratada de
una obra, y mucho mas en arte contemporaneo, podria
implicar ademds una alteracién de su concepto, debemos
asegurarnos de que la seleccién de los materiales y siste-
mas de aplicaciéon cumpla ciertos requisitos de estabili-
dad, compatibilidad y buen envejecimiento.

Fig. 1. Evalucion de los cambios Opticos tras la consolidacion de
El vendedor de cocos de Salvador Soria, (Ateneo Mercantil de Va-
lencia) en el IVC+R con un colorimetro X-Rite®. Foto: M. Pastor.

En este sentido, la espectroscopia UV-VIS y colorime-
tria nos aportaran informacién objetiva sobre los cambios
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colorimétricos y de reflectividad de los productos antes y
después de su introduccién y envejecimiento. La aplica-
cion de estas técnicas puede realizarse previamente tanto
en probetas combinando el uso de camaras de envejeci-
miento artificial o de brillémetros por lo que respecta a las
caracteristicas de superficie o emplearse como sistemas de
control de la efectividad de los tratamientos en obra real.
Asi, se obtienen datos objetivos frente a la subjetividad de
los estudios realizados visualmente.

2. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS Y COLORIMETRIA:

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofoto-
metria UV-Vis es una técnica espectroscépica de absor-
cién que implica la espectroscopia de fotones en la regiéon
de radiacion ultravioleta-visible (visible y adyacentes: UV
e IR cercanos). Esta mide la cantidad de energia que ab-
sorbe un sistema quimico en funcién de la longitud de
onda de la radiacién. Si una radiacién monocromatica
atraviesa una disolucion, se produce una relacién entre la
radiacién incidente y la emergente denominada transmi-
tancia (T). Asi, el logaritmo de la inversa de la transmi-
tancia es equivalente a la absorbancia (A), (1):

T =1/, 0 %T = 1/l,.100
Donde: [: radiacion incidente, l,: radiacion emergente (1)
A=log 1T =log lo/l

En las sustancias sélidas la medida de la absorcion de
la radiaciéon UV-VIS (190-900 nm) se realiza mediante el
método de la Reflectancia difusa. Esta se mide a partir de
la luz reflejada por la muestra, de forma que la reflectan-
cia puede ser especular SP (en la misma direccién que la
radicaciéon luminosa incidente sobre la muestra) o difusa
RD (de menor intensidad y a distintos angulos que la ra-
diacién incidente sin direccién privilegiada, designando
el reflejo de la luz para las superficies mates)[2].

En 1976, la CIE establece el sistema colorimétrico CIE
L*a*b* (Fig. 281), siendo el mas empleado por la industria,
asi como en el dmbito de la conservacién restauracion.
Pues, desde hace décadas, la colorimetria constituye una



herramienta esencial en el control del deterioro de las
obras y en la evaluacién de los tratamientos de limpieza o
las intervenciones de consolidacién de estratos pictéricos
pulverulentos.

3. INDICE DE AMARILLEO Y!Y DIFERENCIA TOTAL DE
COLOR, AE*:

Tras realizar las mediciones con un espectrofotémetro
o colorimetro, pueden calcularse las variaciones de color,

estableciéndose una tolerancia en las medidas de los pa-
rametros cromaticos extraidos: L*, a*, b*.

TABLA 1. A* B* L*.

a* Eje del color rojo (+) a verde (-)
Tonalidad
b* Eje amarillo (+) a azul (-)

L* Luminosidad Escala de 0 (negro) a 100 (blanco)

Para evaluar la diferencia entre dos colores, se emplea
la ecuacién de Diferencia total de color AE* (2), siendo
diferentes a partir de AE*= +-1,22. También pueden calcu-
larse las diferencias de luminosidad AL¥* saturacion
AC*ab y tono AH*ab, asi como otro valor de gran interés
para la conservacion restauracion, indicador de la oxida-
cién, degradacion o a la presencia de suciedad: el indice
de amarilleo YI (3) [3].

AE*ab = [(dL*)? + (da*)? + YI =100 (1.28X-1,06Z)/Y
(db*)2]2 (2) 3)
Donde: AE*
dL*: L¥muestra — L* estandar.

o« ¥ .
da*: a* muestra — a* estandar.

db*: b* muestra — b* esténdar.

YI = ((X-Z)/Y) .100

Donde X, Z e Y = valores
triestimulos CIE

El valor medio de YI establecido como aceptable pue-
de obtenerse por ejempolo a partir de calculos de distri-
bucién de los valores obtenidos tras la medicién de las
muestras antes y después del envejecimiento.

Por otro lado, el valor de AE* puede establecerse se-
gun los distintos criterios establecidos por la industria en
el control de calidad de la producciéon de elementos igua-
les en serie (ej. AE* <3, etc.) o escoger uno mas bajo te-
niendo en cuenta la evolucion futura de los materiales
introducidos en un tratamiento de restauracion y su posi-
ble afectacién del color de los materiales constitutivos. En
el &mbito de los bienes culturales el rango estarfa entre 1y
2, tal y como puede observarse en los distintos estudios
sobre consolidacion de los congresos del 2006 y 2008 or-
ganizados por el Cesmar7[4].

4. EVALUANDO EL ENVEJECIMIENTO DE FILMS
POLIMEROS Y LOS CAMBIOS TRAS LA
ESTABILIZACION DE PINTURA VINILICA:

La evaluacién del envejecimiento de diversos polime-
ros organicos a nivel de color puede realizarse formando
peliculas secas a partir de disoluciones concentradas en
condiciones ambientales controladas. Una vez formados
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los films estos pueden cortarse en funcién de las pruebas a
desarrollar y del tipo de envejecimiento acelerado al que
vayan a someterse para ser posteriormente comparados
con un grupo patrén no envejecido.

Sin entrar en los resultados obtenidos para centrarnos
en describir la metodologia empleada en el desarrollo de
diversas investigaciones llevadas a cabo en esta linea [5],
sefialar que para el estudio de los distintos tipos de poli-
mero mediante reflectancia difusa, pueden prepararse
tres unidades de 3,5 cm x 1,75 cm para cada clase de enve-
jecimiento y grupo de referencia o patrén.

Ademas de las curvas de reflectancia, las coordenadas
colorimétricas L* a* b* se extrajeron empleando un espec-
trofotémetro UV-VIS Jasco V-670 de doble haz con un
solo Monocromador y software Spectra ManagerTM II,
perteneciente a los laboratorios del Dpto. de Quimica In-
organica y Organica de la Universitat Jaume I, con las
siguientes condiciones de trabajo: rango 200-2500 nm,
velocidad de escaneo de 800 nm/min, intervalo de
muestreo 1 nm, anchura del hendido 2 nm y longitud de
paso 10 mm'.

'%’};;, -

Fig. 2 y 3. Espectrofotometro UV-VIS Jasco V-670 (Dpto. Quimi-
ca inorganica y organica, Universitat Jaume 1) y Fig. 2. Espectrofo-
témetro/colorimetro Konica Minolta (IVC+R). Foto: M. Pastor.

Dado que las muestras eran transparentes, el calibrado
fue realizado con un papel fotografico ILROND® MATTE
190g/m?, que era colocado a su vez como base de las
muestras en cada lectura. Cada muestra fue analizada
antes y después de ser sometida a envejecimiento aceler-
ado.

Por lo que respecta a la evaluaciéon de los cambios de
color producidos en probetas realizadas con pintura pul-
verulenta vinilica tras la consolidacién, se emple6 espec-
trofotémetro Konica Minolta CM-700d y software Spectra
Magic NX. Las medidas, llevadas a cabo en los laborato-
rios del IVC+R, antes y después de la intervencion y pos-
teriormente al envejecimiento seleccionado en cada caso.
Las condiciones de trabajo fueron: rango espectral 400
nm-700 nm, intervalo de medida de 10 nm, iluminante
D65, observador estandar de 10°, geometria 6ptica medi-
ante sistema de esfera integradora de luz difusa d/8 (ilu-
minacién difusa, 8° 4ngulo deteccién), didmetro area de
medida de 3 mm, componente especular excluido (SCE)
y espacio de color CIE L*a*b*.

A partir de dichas coordenadas, los cambios 6pticos se
determinaron a través del indice de amarilleo (YI) y dife-



rencia de color (AE), poniendo en relacién ambos valores.

El gréfico siguiente corresponde a las coordenadas
colorimétricas obtenidas antes del envejecimiento de 3
muestras de 16 polimeros orgénicos diferentes mostrando
diversas tonalidades y niveles de transparencia de par-
tida. A la hora de interpretar los resultados, teniendo en
cuenta que las mediciones se realizaron aplicando una
base blanca, se establecié que un valor de L* de 100 corre-
spondia a muestras trasparentes.
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Fig. 4. Gréfico coordenadas L* a* b* de 16 polimeros antes de en-
vejecer. Grafico: M. Pastor.

Ademas, se puso en relacién el valor de YI y AE* esta-
bleciendo una zona hipotética de seguridad en cuanto a la
estabilidad a nivel de color de los materiales testados
frente a los diversos tipos de envejecimiento selecciona-
dos (A: termohigrométrico y B: termohigrométrico y fo-
tooxidativo), los cuales representaban condiciones am-
bientales no controladas de interior segin normativa (ver
ilustracién a continuacién).

| indice de amarilleo Yly Diferencia total de color AE* |

o Zonade
70 seguridad
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Fig. 5. Grafico zona de seguridad a partir de la relacion entre Yl y
AE* 16 polimeros antes y después de envejecer. Gréafico: M. Pastor.

5. CONCLUSIONES

La aplicacién de la colorimetria en la evaluacién del
comportamiento frente al envejecimiento de muchos ma-
teriales empleados en conservacion restauracién y en el
estudio de la viabilidad y control de tratamientos técni-
camente poco o nada reversibles como es el caso de las
consolidaciones de estratos de color es sin duda alguna,
de gran interés y utilidad practica, aportando valores ob-
jetivos frente a la subjetividad de las evaluaciones a visu.
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La informacién del color y brillo puede ser de gran ayuda
en la seleccién del polimero en su aplicacion como conso-
lidante o medio de reintegracién, principalmente.
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Un vistazo a la ciencia forense. El

denominado

“efecto CSI”.

Sara Areales Barrero

Resumen—Las series y programas televisivos de investigacion criminal provocan en sus espectadores la creencia de que la
ciencia usada en los mismos es real, exagerando la capacidad de las técnicas actuales. Con el objetivo de contrarrestar esta
creencia, explicaremos de forma breve algunas de las técnicas usadas actualmente en investigaciones criminales.

Palabras Claves— Cromatografia, “Efecto CSI”, Espectroscopia, Espectrometria de Masas, Inmunoensayos.

1. INTRODUCCION

1 “efecto CSI” tiene su origen en las series y progra-

mas de television policiacos surgidos a raiz del éxito

de la serie CSI, cuyo nombre adopta este fenémeno,
que inducen a sus espectadores a exagerar las capacida-
des de la ciencia forense.

De las consecuencias derivadas del mismo, tal vez la
mas preocupante sea la que se da en los juicios con
jurado. Debido al elevado ntiimero de personas que ven
estos programas, es de esperar que algunos de ellos com-
pongan los jurados que han de juzgar ciertos delitos. Es-
tudios revelan que, a partir de este fenémeno, ha sido
cada vez més comun que los jurados demanden pruebas
irrazonables, especialmente una gran cantidad de eviden-
cias fisicas y pruebas de ADN, que no siempre son posi-
bles. En algunas ocasiones, incluso se ha llegado a absol-
ver al acusado debido a la falta de evidencias fisicas, aun
cuando el resto de pruebas apuntaran a su culpabilidad.
Este fue, por ejemplo, el caso de Robert Blake en 2001 [1].

No obstante, la realidad de la ciencia forense dista un
poco de lo que vemos en la televisiéon por lo que se
muestran a continuacién, de forma superficial, algunas
técnicas actualmente utilizadas y su finalidad.

2. LA REALIDAD DE LOS ANALISIS

Aunque adn no se alcanza el nivel que aparece en las
series de television, la ciencia forense sigue avanzando.

En la ficcién, los analistas son capaces de extraer ADN
de cualquier lugar (un cabello sin bulbo, una mancha mi-
ntscula, una fibra textil de la ropa del delincuente) algo
que en la realidad no siempre es posible.

No obstante, las técnicas usadas han mejorado mucho.
Cuando antes era necesaria una cantidad de al menos 20
nanogramos (ng) de ADN, actualmente, con la Reaccién
en Cadena de la Polimerasa (PCR) la cantidad que
necesitamos para nuestro andlisis es minima, de 5 ng para
un andlisis 6ptimo. La PCR es una técnica que amplifica el
ADN de que disponemos un millén de veces, de forma
similar a como se replica en nuestro organismo. También
tiene la ventaja de que nos permite analizar muestras
degradadas, algo que hasta hace poco no era posible [2].
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Asimismo, se exagera el tiempo de los andlisis, que se
realizan en cuestion de minutos, ademas del uso de una
sola técnica cuando en la realidad, para identificar los
componentes de una muestra, son utilizadas
normalmente dos. En primer lugar, una técnica
presuntiva que nos va a permitir conocer si en esa
muestra se encuentra lo que estamos buscando o de qué
se trata (por ejemplo, si es saliva o sangre). En segundo
lugar, debido a los falsos positivos que podemos obtener
con la primera, usaremos una técnica de confirmacién
para constatar el resultado anterior [3].

3. TECNICAS USADAS EN LAS CIENCIAS FORENSES

A continuacién se exponen algunas de las técnicas ac-
tuales y su uso forense.

3.1.Inmunoensayos

Son utilizados en la deteccion de drogas y venenos en
fluidos corporales y reproducen la reaccién que ocurre en
nuestro propio organismo cuando, por ejemplo, nos po-
nemos enfermos. En los inmunoensayos, el anticuerpo se
encuentra adherido a una superficie sélida, al fondo de
un recipiente de cristal o plastico. Se afiade al recipiente la
droga unida a un compuesto denominado “etiqueta” que
es algo que podemos detectar como, por ejemplo, un
compuesto que emita fluorescencia. El complejo droga-
etiqueta queda unido al anticuerpo. De este modo, al
afiadir una muestra con una elevada concentracién de
droga, la misma desplazara al compuesto droga-etiqueta
para adherirse al anticuerpo en su lugar. Para conocer la
cantidad de droga que contenia la muestra basta con
cuantificar la droga inicial (unida al compuesto etiqueta)
que ha sido desplazada [4].

El valor limite para un analisis 6ptimo de opiéceos y
cocaina en muestras de pelo es de 500 ng/g, y en orina de
300 ng/ml. No obstante, esta técnica es presuntiva y pre-
cisa de una técnica de confirmacién. La que se usa nor-
malmente es la cromatografia de gases [5].
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3.2. Espectroscopia de Absorcion Atémica(EAA)

Esta técnica se basa en que cada dtomo particular tiene
niveles de energia tnicos para sus electrones, los cuales
estdn cuantizados. Para usar esta técnica necesitamos que
los elementos se encuentren en su estado atémico, por lo
que usamos una llama para romper mediante calor los
enlaces moleculares. Con una lampara de catodo hueco
del elemento a determinar (por ejemplo: cobre, hierro,...)
emitimos luz traspasando la llama en la que los dtomos
de ese mismo elemento la absorberdn, disminuyendo asi
de intensidad al llegar al detector. Antes de llegar al de-
tector, la luz pasa por un monocromador, que aisla la
longitud de onda que ha sido seleccionada para el anali-
sis. Segun la cantidad de luz que la muestra absorba po-
dremos deducir la concentracién de atomos del elemento
a determinar que hay en la misma usando una curva de
calibrado hecha con concentraciones conocidas [6].

En la Figura 1 se muestra un esquema de esta técnica.
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atémica en llama

de mezcla de
combustible

Fig. 1. Espectometria de Absorcion Atémica.

Usamos la EAA para la deteccion de los metales que
quedan como residuo tras un disparo como nitritos y
nitratos procedentes de la pélvora; cobre y plomo del
detonador vy bario y antimonio de la carga iniciadora [6].

3.3. Espectroscopiainfrarroja

La luz, al pasar por un material especifico, es absorbida
a una cierta longitud de onda caracteristica del mismo. Se
puede, de este modo, identificar un determinado com-
puesto segiin emita o absorba una cierta longitud de on-
da, y también cuantificarlo ya que la cantidad de luz
absorbida o emitida dependera de la concentraciéon del
mismo. El espectro electromagnético de una sustancia es,
por tanto, propio de la misma, y dos sustancias dife-
rentes nunca tendran el mismo [7].

Esta técnica se basa asimismo en la teoria vibracional,
segun la cual una molécula estad constantemente vibran-
do, teniendo los enlaces de una sustancia frecuencias de
vibracién especificas correspondientes a los niveles de
energia moleculares. No todos los modos de vibracion
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apareceran representados en el espectro de esa sustancia
como picos de absorcién, tan solo aquellos que originen
un cambio en el momento dipolar de la molécula. Estos
modos de vibraciéon caracteristicos nos permiten conocer
la geometria molecular e, incluso cuando se trata de mo-
léculas muy complejas, podemos reconocer ciertos modos
de vibracién como pertenecientes a determinados grupos
moleculares [7], [8].
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Fig. 2. Espectro infrarrojo

En la Figura 2 se muestra un espectro infrarrojo y los
diferentes enlaces que se deducen de él, los cuales nos dan
una idea bastante precisa de la estructura del compuesto
analizado.

Esta técnica es usada en el andlisis de sustancias que
puedan producir una intoxicacién, o una contaminacién
del medio ambiente que resulte perjudicial para la
poblacién (drogas, medicamentos, venenos, etc) [7].

3.4.Cromatografia de Gases y Espectrometria de
Masas (GC-MS)

La cromatografia es un método de separacién
constituido por dos fases inmiscibles, una estacionaria y
otra movil, y es la diferente afinidad de los componentes
de una mezcla por cada fase lo que determinard su
velocidad a lo largo del sistema, provocando la
separacion de los componentes. En la Cromatografia de
Gases la fase movil es un gas [4]. En la Figura 3 se
muestra un Cromatégrafo de Gases.

La muestra se inyecta en la fase moévil, que es un gas
inerte que no interactia con la misma (normalmente He-
lio), y los distintos componentes pasan a través de la fase
estacionaria, constituida por una columna capilar dentro
de un horno con incremento de temperatura programado.
Los componentes mas fuertemente retenidos por la fase
estacionaria se
moveran mas procesador-amlfcader
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salido antes o después, las cuales podran analizarse [9].

Podemos acoplar al cromatégrafo de gases un espec-
trometro de masas. La espectrometria de masas es una
técnica muy sensible y rapida que proporciona un espec-
tro caracteristico de la molécula, lo que permite la
identificaciéon del compuesto y, ademas, permite medir la
concentracién del mismo. En el espectémetro de masas se
ioniza la muestra mediante impacto electrénico. Ademas
de la molécula ionizada también se forman fragmentos
por descomposicion de los iones moleculares, cuya
proporcién es caracteristica de cada molécula. Una vez
ionizadas se les imprime a las moléculas energia ciné-
tica; la velocidad de cada i6n dependera de su masa y
todo ello conformara el espectro de masas de la sustancia
que es propio de cada compuesto y permite una identifi-
cacién muy precisa del mismo [9].

En sintesis, el cromatégrafo de gases separa muestras
complejas y el espectréometro de masas las analiza y, de
forma casi inequivoca, identifica los compuestos.

Su uso es muy extenso, pasando por el analisis de me-
tabolitos de drogas en fluidos bioldgicos, residuos de ex-
plosioén, residuos de incendios, muestras ambientales, etc
[10].

4. CONCLUSIONES

Apenas hemos echado un vistazo a las técnicas que
normalmente se emplean. Hay muchas mas de las
mencionadas, y los usos de las mismas van mas alla de los
citados, que no eran sino un ejemplo de su utilizacién. La
intencién de presentar estas técnicas no es mas que tener
una idea genérica de cudles son esos procesos que los
laboratorios criminalisticos de las series de televisién nos
muestran.

Hay que tener en cuenta que la ciencia forense va
mejorando dia a dia. Tal vez no sea posible la realizacion
de todo lo que sale en la televisién, pero cada vez
hacemos posible mas cosas. El tiempo que tardan en
hacerse los andlisis ha mejorado (algunos no precisan mas
que unos pocos segundos) asi como la sensibilidad de las
técnicas. En los comienzos de la Biologia Forense todo lo
que podiamos determinar a partir de una mancha de
sangre era a qué grupo sanguineo pertenecia, y ahora
podemos extraer el perfil genético de unindividuo.

Es importante no mezclar lo que es real con lo que se
exagera para obtener audiencia, pero tampoco debemos
olvidar que la «ciencia forense va avanzando
inexorablemente haciendo de la ficcién, poco a poco, una
realidad.
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Aplicaciones de CRISPR en la generacion y
sintesis de nuevos farmacos

Alvaro Quilez Borrachero

Resumen—CRISPR-Cas es una herramienta de edicién gendmica fundamentada en un mecanismo de defensa de bacterias
frente a material genético exdgeno. Esta herramienta, cuyos pilares son la enzima Cas9 u otras relacionadas y una cadena de
ARN guia, permite la obtencién en semanas o meses de resultados que con las herramientas de edicion genética tradicionales
podian tomar afios. A esto hay que sumar que ofrece la posibilidad de realizar edicién génica en contextos en los que antes era
inviable. Es por ello que su uso ha favorecido el desarrollo de modelos de enfermedades, tanto en células como en animales,
de gran utilidad en ensayos preclinicos, asi como la identificacién y validacién de dianas de farmacos. Ademas, resulta de
utilidad en la sintesis de proteinas recombinantes con accion terapéutica. No obstante, presenta algunas limitaciones, por lo
que en ciertos casos no ha desplazado a otros métodos ya asentados.

Palabras Claves—CRISPR-Cas, Screening, Modelos celulares, Modelos animales, Factorias celulares, SWITCH.

1. INTRODUCCION

RISPR-Cas es una herramienta de edicion gendmica

basada en un sistema de defensa de procariotas. Uno

de los eventos clave en su desarrollo fue el descubri-
miento de secuencias palindrémicas de 30 pares de bases,
repetidas y separadas por espaciadores de 36 pares de
bases en la arquea Haloferax mediterranei por el investi-
gador Francisco J. M. Mojica en 1993. Ailos después, estas
secuencias palindrémicas, repetidas en el genoma de bac-
terias, arqueas y mitocondrias, fueron nombradas como
CRISPR (del inglés, Clustered Regularly Interspaced Short
Palyndromic Repeats). Ademas, se observd que las se-
cuencias espaciadoras provenian de material genético no
perteneciente al organismo, sino de fuentes externas, co-
mo virus bacteriéfagos. Estas secuencias forman parte del
transcrito que guia a nucleasas asociadas a CRISPR como
Cas9, permitiéndoles identificar y cortar el ADN de orga-
nismos invasores. A raiz de CRISPR y Cas9 de Streptococ-
cus pyogenes, Emmanulle Charpentier y Jennifer Doudna
presentaron en 2012 el sistema CRISPR-Cas9 como he-
rramienta de edicién gendmica. Paralelamente, el equipo
de Feng Zhang habia estado trabajando en el uso de este
sistema en células eucariotas, y fue en Enero de 2013
cuando se publicé su uso en la edicion gendmica de célu-
las de mamifero [1].

Desde entonces, la tecnologia basada en CRISPR-Cas
ha seguido en constante desarrollo y optimizacién. Su
ortogonalidad, eficacia y rapidez, sumadas a su bajo coste
en comparacion con otras técnicas, ha supuesto una revo-
lucion en la edicion gendmica. La técnica se basa en el
corte de la doble hebra de ADN diana por la endonuclea-
sa Cas9 (u otra enzima) de forma especifica. Esa especifi-
cidad la marca un ARN guia (sgRNA) disefiado en funcién
de la secuencia diana. El corte es reparado por los meca-
nismos de reparacién de la célula. Esta reparacion puede
darse por distintas vias (reflejadas en la figura 1): la unién
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de extremos sin homologia (estrategia seguida, por ejem-
plo, cuando se busca interrumpir un gen) o la reparacion
dirigida por homologia (de gran utilidad a la hora de in-
sertar secuencias en un locus especifico) [2], [3].

PAM
sequence |

Matching genomic

HDR
e E—
e —— s e
e LLLLLLLLL
mm Gene correction or replacement

by homologous recombination
Gene disruption by deletions or insertions

Fig. 1. Elementos del sistema CRISPR-Cas9 [4]. Siglas: NHEJ,
union de extremos sin homologia. HDR, reparacién dirigida por ho-
mologia. PAM, Motivo Adyacente de Protoespaciador.

Ademads, existen variantes de Cas9 cuyo uso permite
regular la expresion de un gen, bien sea inhibiéndola
(CRISPRi) o aumentandola (CRISPRa), como puede obser-
varse en la tabla 1 [3].

La versatilidad de esta tecnologia hace que haya sido
adoptada en diversidad de aplicaciones biotecnoldgicas,
entre las que se encuentra la generacion de farmacos. En
esta revision veremos ejemplos de su aplicacién en la ge-
neracién de plataformas de cribado de farmacos, la iden-
tificacion de genes esenciales en patdgenos que puedan
servir como diana de antibiéticos, y la generacién y opti-
mizaciéon de factorias celulares, Utiles en la sintesis de al-
gunos farmacos.



TABLA1
COMPARACION ENTRE TECNICAS DERIVADAS DE CRISPR

Caracteristica CRISPRNn CRISPRi CRISPRa
Efecto Knockout Knockdown Activacién
Delecion o
X insercion Interferencia Activacion trans-
Mecanismo - .
causante de transcripcional cripcional
mutacion
Cualquier ” L i -
L Sitios de inicia- Sitios de inicia-
. region del L, L,
Diana cién de la trans- cién de la trans-
genoma con L, L,
o cripcion con PAM cripcion con PAM

Siglas: CRISPRn, CRISPR nucleasa. CRISPRI, CRISPR inhibidor. CRIS-
PRa, CRISPR activador. PAM, Motivo Adyacente de Protoespaciador.
Tabla Modificada De La Referencia [3].

2. GENERACION DE MODELOS CELULARES

Los cultivos de células humanas pueden dar lugar a mo-
delos de enfermedades que sirvan como plataformas para
realizar cribados de farmacos. La obtencion de células
pluripotentes a partir de células somaticas humanas adul-
tas y su posterior diferenciacién, publicada por primera
vez por el equipo de Kazutoshi Takahashi y Shinya Yama-
naka en 2007 ha sido uno de los grandes pasos en la ge-
neracién de este tipo de modelos, ya que no presenta las
limitaciones técnicas y la controversia ética del uso de
células madres embrionarias. Otro de los avances impor-
tantes ha sido el desarrollo de CRISPR-Cas, que ofrece la
posibilidad de generar modelos celulares de enfermeda-
des a partir de células madre de una forma mas sencilla
qgue con otro tipo de métodos como las nucleasas con
dedos de zinc o la recombinacién homéloga [5].

Un ejemplo del empleo de modelos celulares genera-
dos con CRISPR para el cribado de farmacos ha sido la
generacién de una linea celular modelo de la enfermedad
de Fabry, cuya causa es un defecto en el gen de la a-
galactosidasa A (GLA). Para ello, se generaron knockouts
para el gen GLA a partir de células HEK-293-T, lo que
permitié6 el estudio de la farmacocinética de la a-
galactosidasa A humana recombinante (rAa-GLA) in vitro.
También permitié la observacién de que la coadministra-
cion de MG132, un inhibidor del proteasoma, junto con
rha-GLA podia mejorar la eficacia del tratamiento [6].

Sin embargo, existen ciertos casos en los que el uso de
CRISPR presenta limitaciones. Si bien la generacién de
knockouts se puede realizar en practicamente cualquier
célula, la generacién de mutantes mediante reparacién
directa por homologia es limitada en células humanas no
mitoticas como las neuronas. Otra de las limitaciones apa-
rece cuando se intentan generar disrupciones en genes
gue se encuentran en un gran numero de copias, ya que
la gran cantidad de roturas generadas puede dar lugar a
una parada del ciclo celular [3].

3. GENERACION DE MODELOS ANIMALES

Con CRISPR, es posible alterar varios genes en un solo
paso, por lo que ratones mutantes en varios genes pue-
den ser rapidamente generados evitdndose la necesidad
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de la realizacién de cruzamientos. Por otro lado, al existir
la posibilidad de editar directamente el cigoto, no es ne-
cesario la derivacién y el cultivo de células madre embrio-
narias, el cual, hasta ahora, ha sido uno de los pasos limi-
tantes en la generacion de mutantes en ciertas especies.
También evita la necesidad de realizar retrocruzamientos
para afadir mutaciones adicionales a modelos de enfer-
medad preexistentes. La generacion de modelos aplican-
do CRISPR puede ser llevada a cabo en meses o semanas,
mientras que por otros métodos puede llevar afios [3].

Ademas, es posible generar mutaciones somaticas en
algunos tejidos de animales adultos mediante el uso de
CRISPR-Cas. Por ejemplo, en un experimento se inyectd
un plasmido con las secuencias de Cas9 y del sgRNA de
los genes supresores de tumores Pteny p53 para generar
modelos de cancer de higado, obteniendose un fenotipo
similar al obtenido delecionando estos genes mediante la
técnica Cre-LoxP [7].

4. IDENTIFICACION DE DIANAS EN ORGANISMOS
PATOGENOS

El desarrollo de resistencia a antibi6ticos es un problema
de gran importancia hoy dia. Es por ello, que el descubri-
miento de nuevos genes esenciales en organismos pato-
genos mediante estudios gendmicos es de gran ayuda a
la hora de encontrar dianas que puedan servir para el
desarrollo de nuevos antibidticos. Streptococcus pneu-
moniae es una causa de mortalidad importante a nivel
mundial, y los principales antibidticos utilizados contra
esta son de la clase betalactamicos, que actdan sobre las
proteinas de anclaje de penicilinas, esenciales para la sin-
tesis de peptidoglicano y el mantenimiento de la integri-
dad celular. Sin embargo, la resistencia a este tipo de an-
tibidticos es muy frecuente [8].

Mediante el uso de CRISPRI, ha sido posible encontrar
nuevos genes esenciales para la sintesis de peptidogli-
cano (MurT y GatD), asi como genes responsables de la
polimerizaciéon del acido teicoico (TarP y TarQ), un acido
que se encuentra anclado a la membrana celular o unido
covalentemente a peptidoglicano y es esencial para el
mantenimiento de la forma de la célula. Muchos de los
genes identificados como esenciales en los estudios ge-
némicos presentan una funcién desconocida o hipotética,
y se piensa que parte de estos genes estan implicados en
la sintesis de la pared celular.

En un estudio, se generd una genoteca con 348 genes
previamente identificados como esenciales, se reprimié su
funcion con CRISPRi y se observaron alteraciones en el
crecimiento. Se utilizé la variante cataliticamente inactiva
dCas9, que al unirse al extremo 5’ del gen diana bloquea
la transcripcion. Para ello, se integraron en S. pneumoniae
cepa D39 las secuencias que codificaban para el sgRNA
de las dianas bajo el promotor constitutivo P3, y la se-
cuencia de dCas9 bajo el promotor inducible P/ac Se ob-
servaron alteraciones en el crecimiento y/o una mayor
tasa de lisis tras la represidn génica inducida en 254 de los
casos. Al observar la morfologia celular causada por la
represion de algunos de los genes estudiados, se obser-
varon similitudes con la morfologia causada al reprimir



genes esenciales de funcién conocida por el mismo mé-
todo. Con estos datos, junto a un anélisis bioinformatico,
se pudieron identificar genes implicados en la sintesis de
peptidoglicano y en la polimerizacion de acido teicoico,
ademas de validar la funcion de genes en los que pre-
viamente estaba catalogada como hipotética [8].

Estudios de fenotipado de alto rendimiento basados en
CRISPRi han sido también realizados en Bacillus subtilis
[9]. También se han identificado genes esenciales para
parésitos apicomplejos con estudios realizados aplicando
CRISPR-Cas9 en Toxoplasma gondii [10]. Se puede con-
cluir que se trata de una valiosa herramienta para identifi-
car la funcién de genes esenciales y por lo tanto de posi-
bles dianas para antibiéticos.

5. GENERACION Y OPTIMIZACION DE FACTORIAS
CELULARES

La fermentacién llevada a cabo por levaduras o bacterias
es una fuente de metabolitos, enzimas y diversas protei-
nas terapéuticas. Sin embargo, aunque su existencia no es
algo nuevo, el desarrollo y la optimizacién de cepas es un
proceso laborioso y que requiere mucho tiempo. Es por
ello que el desarrollo de métodos que aceleren este pro-
ceso es de gran interés para industrias como la biotecno-
l6gica o la farmacéutica.

Tecnologias basadas en CRISPR-Cas pueden lograr este
desarrollo de forma maés rapida que los métodos tradicio-
nales. Esto se debe a que la enzima Cas9 es capaz de mo-
dificar o introducir multiples genes en un solo experimen-
to de forma muy eficiente, y a las opciones de regulacién
que permiten variantes como dCas9 [11], [12].

Investigadores de la Technical University of Denmark
han desarrollado el sistema SWITCH. Este método esta
basado en Cas9/dCas9, y con él se han generado factorias
de Saccharomyces cerevisiae capaces de producir narin-
gerina, un flavonoide con capacidad antioxidante, antiin-
flamatoria, hipocolesterolemiante [13] y antiviral [14], [15].
Ademas, la técnica ha permitido optimizar el proceso re-
duciendo la expresién del gen esencial TSC13, responsa-
ble de la formacién de un subproducto cuya via biosinté-
tica compite con la de la naringenina. SWITCH se basa en
ciclos de cuatro pasos que implican: (1) la integracién de
genes cas en loci especificos, (2) la ingenieria genética
catalizada por Cas, (3) el reemplazo de cas por dcasy (4)
alteracion de la expresién mediada por dCas [11]. Este
prometedor método podria aplicarse a cepas de levadura
ya utilizadas para produccion de compuestos, asi como a
otras especies.

6. CONCLUSIONES

La tecnologia basada en CRISPR puede suponer una revo-
lucion para la edicidn genética. Entre sus muchas aplica-
ciones, cabe destacar su papel en la investigacion farma-
céutica y el desarrollo de farmacos. Esto se debe a que
puede acelerar el descubrimiento, la validacién y el testeo
de nuevos farmacos al optimizar la generacion de nuevos
modelos animales y celulares, asi como la identificacion
de nuevas posibles dianas en organismos patégenos co-
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mo S. pneumoniae o T. gondji. Ademas, resulta de gran
utilidad en la sintesis de compuestos terapéuticos al per-
mitir la generacién y optimizacién de factorias celulares
con sistemas como SWITCH.

Sin embargo, esta tecnologia no esté exenta de limita-
ciones y para determinadas aplicaciones ain no ha des-
plazado a otras técnicas, por lo que aln existe margen de
mejora para su optimizacion.
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Nuevos farmacos para el tratamiento de la
tuberculosis

Ana Guzman Serrano

Resumen—Aunque la tuberculosis se considera una enfermedad controlada y con un tratamiento efectivo, en los Ultimos afios
han vuelto a surgir casos de esta enfermedad por todo el mundo. Esto se debe en gran parte a la aparicion de cepas de
Mycobacterium tuberculosis resistentes al tratamiento utilizado convencionalmente. Esta resistencia al tratamiento y la alta
morbimortalidad a nivel mundial ha hecho necesaria la bisqueda de nuevos farmacos para poder combatir esta enfermedad.
Para ello, se han llevado a cabo dos estrategias diferentes: utilizar farmacos ya existentes para el tratamiento de otras
infecciones y darles un nuevo enfoque como posible tratamiento para la tuberculosis, y desarrollar nuevas entidades quimicas
que actlen sobre distintas dianas de M.tuberculosis. De esta manera, en los Ultimos 10 afios han surgido numerosos
compuestos, muchos de los cuales se encuentran en ensayos clinicos, que presentan propiedades muy prometedoras para el
tratamiento de esta enfermedad. En este articulo se incluyen los tratamientos empleados convecionalmente para combatir la
tuberculosis asi como nuevos farmacos y estrategias que se encuentran actualmente en desarrollo.

Palabras Claves— Desarrollo de farmacos, Micobacteria, Multirresistencia, Nuevos tratamientos, Tuberculosis

1. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad multifactorial y
es considerada como un problema de salud mundial de-
bido a su alta prevalencia e indices de morbimortalidad.
En los afios 60, la TB se creia controlada, sin embargo,
desde entonces, se ha observado una reemergencia de la
enfermedad debido a diversos factores como la aparicion
y expansion de cepas multidrogo-resistentes (MDR) y del
virus de inmunodeficiencia humana (VIH), entre otros [1].

De acuerdo con la OMS, en 2014, 9.6 millones de perso-
nas desarrollaron TB, de los cuales 1.5 millones murieron.
La incidencia de esta enfermedad esta distribuida hetero-
géneamente a lo largo del mundo, siendo Africa el pais
con mayor incidencia de la enfermedad, debido princi-
palmente a la epidemia de HIV en esta region. India, Chi-
na, el sur de Africa y Rusia presentan casi el 60% de todos
los casos de TB a nivel mundial, mientras que en los Esta-
dos Unidos y Europa la mayoria de los casos de TB ocu-
rren en residentes de paises en los que esta enfermedad es
endémica [1,2].

Se calcula que una tercera parte de la poblacién mun-
dial tiene TB latente, término aplicado a las personas in-
fectadas pero que atn no han enfermado ni pueden
transmitir la infeccién. Estas personas infectadas tienen
un riesgo a lo largo de la vida de enfermar de TB de un
10%, sin embargo, los individuos inmunodeprimidos co-
rren un riesgo mucho mayor [1].

Entre los factores de riesgo de la TB, el méas reconocido
es la infeccién por el virus del VIH. Las personas infecta-
das por el VIH tienen entre 20 y 30 veces mas probabili-
dades de desarrollar TB activa, riesgo que también es més
elevado en las personas que padecen otros trastornos del
sistema inmunitario. Sin embargo, ya que los individuos
VIH positivos constituyen solo el 0.5% de la poblacién

mundial, debe haber otros factores de riesgo para esta
enfermedad. Por ejemplo, un 27% de los casos de TB se
atribuyen a la desnutricién y un 22% a la contaminaciéon
del aire. Otros factores de riesgo incluyen la diabetes me-
llitus tipo 2, el abuso del alcohol (ambos triplican el ries-
go) y el habito de fumar, que duplica el riesgo [1].

Debido a la aparicion de cepas resistentes, el desarrollo
de nuevos farmacos para tratar la TB se ha convertido en
un gran reto para los investigadores de todo el mundo.
En los tltimos 10 afios, se han realizado muchos esfuerzos
por entidades como la OMS, FDA y distintas organiza-
ciones para desarrollar nuevos farmacos y tratamientos
para combatir esta enfermedad. Muchos de los farmacos
desarrollados atin se encuentran en fases preclinicas o no
han llegado a comercializarse todavia, pero las pruebas
que se estan llevando a cabo con ellos muestran resulta-
dos muy prometedores en cuanto a la eliminacién de
M.tuberculosis y la erradicacién de la enfermedad.

2. DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

La TB es una infeccién bacteriana que afecta principal-
mente a los pulmones y el sistema respiratorio. El agente
causante de esta enfermedad es Mycobacterium tubercu-
losis, conocido también como bacilo de Koch en honor a
Robert Koch, que lo descubrié en 1882 [1,2].

El contagio se produce habitualmente por via aérea. Al
toser se generan aerosoles de pequefias particulas liqui-
das (gotas de Fliigge), en cuyo interior se encierran uno o
dos bacilos. Las particulas de tamafio superior a 10 pm
quedan retenidas en la barrera mucosa de las vias respira-
torias superiores y son eliminadas por el sistema defensi-
vo mucociliar, pero las de menor tamario (entre 1 y 5 pm)
tienen la capacidad de llegar hasta los alvéolos y desen-
cadenan la infeccién primaria. En la mayoria de las oca-
siones, los escasos bacilos que llegan hasta los alvéolos
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pequefio porcentaje de las personas infectadas (aproxi-
madamente, el 10%) llegard a desarrollar la enfermedad;
la mitad de ellos tempranamente, a los pocos meses de la
infeccién, mientras que el otro 5% necesitard de un largo
intervalo (a veces, de varias décadas) para que se produz-
ca la reactivacion endégena de lesiones aparentemente
curadas que albergan en su interior micobacterias en con-
diciones metabdlicas adversas pero potencialmente via-
bles [1,2].

Como ya se ha mencionado, tras la inhalacién de M.
tuberculosis, es translocada al tracto respiratorio inferior,
donde se encuentra con los macréfagos alveolares, el tipo
celular que este microorganismo infecta predominante-
mente. Estas células internalizan la bacteria por fagocito-
sis mediada por receptor y una vez que ha sido internali-
zado, M.tuberculosis bloquea la fusién del fagosoma con
el lisosoma, asegurando asi su supervivencia. Luego, a
través de la actividad del sistema de secrecién ESX-1,
M.tuberculosis puede desestabilizar la membrana del fago-
soma, causando la liberacién de productos bacterianos
incluyendo el ADN de la micobacteria, dentro del citosol
del macréfago. Esta liberacion de productos bacterianos
al citosol del macréfago puede activar vias de supervi-
vencia que resulten en el crecimiento de M.tuberculosis
[1,3].

Tras infectar los macréfagos alveolares, este microor-
ganismo llega al intersticio pulmonar donde evoluciona el
proceso de infeccién. A continuacion, se recluta a nume-
rosas células al sitio de la infeccion, generando el huésped
una acumulaciéon de macréfagos y células del sistema
inmune que da lugar a una necrosis caseosa, tejido muer-
to con la presencia de pus que intenta aislar al bacilo. To-
do esto provoca la llegada de fibroblastos alrededor, dan-
do una fibrosis, que desemboca en la formacién de un
granuloma. Este granuloma hace que se aisle al bacilo de
Koch pero como consecuencia, el tejido pulmonar se
vuelve un tejido fibrético, disminuyéndose la capacidad
respiratoria del pulmén. Cualquier golpe de tos puede
hacer que el granuloma se rompa liberdndose los bacilos a
las vias aéreas y favoreciendo que el individuo infecte a
otros. La bacteria se replica en el granuloma y si la carga
bacteriana es muy alta, el granuloma ya no puede conte-
ner mas la infeccién y la bacteria se disemina a otros or-
ganos incluyendo el cerebro. En esta fase, la bacteria pue-
de entrar en el torrente sanguineo o volver a entrar en el
tracto respiratorio para ser liberada, por lo que el huésped
es ahora infeccioso, sintomatico y se dice que posee TB
activa [2,3].

En la mayorfa de los casos, los granulomas caseosos
van a terminar cicatrizando por depésito de coldgeno
alrededor de ellos. Una vez expuesto el sistema inmuno-
légico al bacilo, el paciente queda sensibilizado frente al
microorganismo. La enfermedad ya no progresa porque
los gérmenes quedan en el interior de los granulomas
rodeados por el colageno, sin embargo, pueden quedar
bacterias viables dando lugar a una TB latente. La reacti-
vacién de los bacilos latentes se asocia con frecuencia con
la inmunodeficiencia, por ejemplo en enfermos coinfecta-
dos con el VIH, pero ain no se han dilucidado plenamen-
te los mecanismos concretos de la reactivacion. La pro-
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fundizacién en la inmunologia de la reactivacién es vital
para el disefio racional de futuras vacunas y farmacos
antituberculosos [1,2,3].

3. TRATAMIENTO

El tratamiento actual para tratar la TB tiene una dura-
ciéon de 6 meses y posee una tasa de curacion de mas del
90% cuando se administra siguiendo una terapia directa-
mente observada (método en el cual un profesional ob-
serva como cada paciente se toma las dosis de los medi-
camentos recetados para asf asegurar que esté recibiendo
el tratamiento de manera correcta). Este tratamiento se
divide en dos fases. Los dos primeros meses se corres-
ponden con la fase “intensiva” del tratamiento, en la que
se utilizan 4 farmacos: isoniazida, rifampicina, pirazi-
namia y etambutol. Los 4 meses posteriores, correspon-
den a la fase de continuacién, en la que solo se administra
isoniazida y rifampicina [4]. Esta pauta de tratamiento es
ampliamente utilizada para tratar la TB pulmonar en todo
el mundo, sin embargo, presenta dos problemas principa-
les. En primer lugar, ya que es un tratamiento que se pro-
longa durante un periodo de tiempo relativamente largo,
muchos de los pacientes no siguen las pautas de manera
correcta o abandonan el tratamiento antes de tiempo. Pa-
ra solucionar este problema, se esta aplicando cada vez
mas la terapia directamente observada que se explic6 an-
teriormente, para asi asegurar la correcta administracion
de todos los farmacos. En segundo lugar, se han registra-
do reacciones adversas frente a estos medicamentos, prin-
cipalmente hepatotoxicidad, desérdenes gastrointestina-
les o respuestas alérgicas, por lo que se necesita una ma-
yor investigacién para poder desarrollar nuevos medica-
mentos o mejorar los existentes y asi evitar estos posibles
efectos adversos [5].

Aunque el nivel de éxito de esta terapia es muy alto en
pacientes con TB sensible a farmacos, el éxito de este tra-
tamiento es bastante menor en pacientes con TB farmaco-
rresistente (TB-MR) [5]. Este tipo de TB se define como
aquella resistente a la isoniazida y la rifampicina, con o
sin resistencia a otros farmacos de primera linea. Sin em-
bargo, en los tltimos afios han aparecido casos de pacien-
tes con TB en los que ningtn farmaco era efectivo para
combatir la infeccién. Este tipo de TB se ha denominado
TB totalmente resistente (TB-TR) y es causada por cepas
de M.tuberculosis que son resistentes a todos los farmacos
disponibles. Por lo tanto, en los tultimos afios se han lle-
vado a cabo numerosos estudios para desarrollar nuevos
farmacos o modificar algunos ya existentes para poder
tratar estos tipos de TB resistentes [4].

Para que un nuevo farmaco sea considerado como can-
didato para tratar la TB, debe cumplir una serie de requi-
sitos. Ademads de ser seguro, tiene que ser mas potente
que los farmacos ya existentes para asi poder reducir la
duracién de las terapias, debe inhibir nuevas dianas para
que puedan ser tratados los tipos de TB resistentes, deben
ser compatibles con la terapia antirretroviral, ya que mu-
chos pacientes estan también coinfectados con el VIH, y
no pueden ser antagonistas de otros farmacos usados pa-
ra tratar la TB.

Tras 5 décadas de inactividad en el desarrollo de nue-



vos farmacos contra la TB, en los ultimos 10 afios han
surgido nuevos compuestos y estrategias para tratar esta
enfermedad (Figura 1). Combinando estos nuevos farma-
cos con los ya existentes, se pueden desarrollar tratamien-
tos que sean mejor tolerados por los pacientes y que ten-
gan una duracién menor.

Muchos de los candidatos que estan actualmente en
ensayos preclinicos son farmacos que en su momento
fueron desarrollados para tratar otras enfermedades in-
fecciosas. Entre estos farmacos se encuentran las fluoro-
quinolonas, rifamicinas, oxazolidinonas y riminofenazi-
nas, compuestos que inicialmente se desarrollaron para
tratar otras infecciones pero que actualmente estan siendo
readaptados para tratar la TB [4].

Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas se usan frecuentemente para el tra-
tamiento de la TB-MR como fdrmacos de segunda linea y
tienen como diana la girasa y topoisomerasa del ADN de
varios tipos de bacterias [4]. Entre estos farmacos encon-
tramos el levofloxacino, moxifloxacino y gatifloxacino [5].
Se ha sugerido que estos compuestos puedan ser utiliza-
dos como farmacos de primera linea para el tratamiento
de la TB debido al potencial que tienen para reducir la
duracién de la terapia en modelos murinos de TB. El
moxifloxacino y gatifloxacino estan actualmente en fase
III y se estan realizando ensayos con ellos para verificar si
la TB sensible a farmacos se puede tratar de manera efec-
tiva en un periodo de tiempo mas corto [4]. Los estudios
realizados con estos farmacos han demostrado que no
presentan interacciones indeseables con los antirretrovira-
les, por lo que podrian ser usados para tratar la TB en
pacientes con VIH. Sin embargo, se ha visto que provocan
diversos efectos secundarios en nifios y mujeres embara-
zadas, por lo que su utilizacién esta limitada [6].

Rifamicinas

La rifampicina ha sido el tratamiento quimioterapéutico
por excelencia para tratar la TB durante 40 afios. Este
compuesto tiene como diana la subunidad beta de la
ARN polimerasa, impidiendo por lo tanto que se produz-
ca la transcripcion. Un derivado de la rifampicina es la
rifapentina, otra rifamicina que acttda de la misma forma
pero tiene una media vida mucho mas larga que la rifam-
picina, permitiendo esto que los tratamientos puedan te-
ner una duraciéon menor [4]. Actualmente se estan llevan-
do a cabo ensayos clinicos en fase Il y Il para averiguar la
dosis exacta de rifampicina que los pacientes deben tomar
para poder acortar la duracién del tratamiento, dosis que
serian mayores a los 600 mg al dia que se aconseja hoy en
dia [4,5].

Sin embargo, el principal inconveniente que presentan
las rifamicinas es que inducen al citocromo p450 y otras
enzimas que metabolizan farmacos en el higado, lo que
produce interacciones farmaco-farmaco con agentes re-
trovirales y otros farmacos para el tratamiento de la TB
como la bedaquilina. Esto supone un problema para el
tratamiento de la TB en pacientes con VIH, particular-
mente para aquellos a los que se les administre una tera-
pia con inhibidores de proteasas [4].
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Clofazimina

La clofazimina es un farmaco con propiedades antimicro-
bianas y antiinflamatorias que se usa para el tratamiento
de la lepra [7]. Varios estudios que usaron este farmaco
para el tratamiento de la TB activa y latente demostraron
que podia jugar un papel importante en el tratamiento de
la TB-MR. La administracién de clofazimina mediante
aerosol usando microparticulas también resulté efectivo
en el tratamiento de la TB en modelos murinos. Ademas,
esta ruta de administracion puede reducir los efectos gas-
trointestinales y dermatolégicos adversos de la clofazimi-
na. Por lo tanto, se necesita mas investigacion para encon-
trar la dosis 6ptima de clofazimina, la duracién del trata-
miento y la via de administracién mas correcta [4,5].

Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas son farmacos que inhiben la sintesis
de proteinas uniéndose al ARN ribosémico 23S de la
subunidad ribosémica 50S de las bacterias. Entre estos
farmacos encontramos el Linezolid, una oxazolidinona de
primera generacioén que ha demostrado ser efectiva contra
la TB-MR. Sin embargo, este farmaco produce efectos se-
cundarios como neuropatia, mielosupresién, trombocito-
penia o neuritis 6ptica, entre otros. Para evitar estos pro-
blemas, se ha desarrollado el farmaco Sutezolid (PNU-
100480), un anélogo del Linezolid que tiene una mayor
actividad bactericida y que actualmente se encuentra en
ensayos clinicos de fase III [4]. Al contrario que en el caso
del Linezolid, el Sutezolid parece tener actividad esterili-
zante, un factor clave para el éxito del tratamiento contra
la TB [6]. Todos estos prometedores datos hacen que se
estén desarrollando nuevas terapias combinadas y farma-
cos, por ejemplo, AZD5847, una oxazolidinona bacterici-
da y que actia como el linezolid. Se ha demostrado que
este farmaco no es antagonista de ningtn otro utilizado
para el tratamiento de la TB y actualmente, se encuentra
en ensayos clinicos de fase II [4,5].

Meropenem y clavulanato

M.tuberculosis es resistente a los antibidticos p-lactdmicos
como el meropenem, ya que produce una P-lactamasa
eficiente, BlaC, que los hidroliza. Se ha demostrado que la
inhibicién de BlaC por clavulanato podria convertir a
M.tuberculosis sensible al meropenem. Este antibidtico
actda inhibiendo la actividad carboxipeptidasa, inte-
rrumpiendo por tanto la biosintesis de peptidoglicano.
Tanto el meropenem como el clavulanato son farmacos
aprobados cuya combinacién se ha utilizado para tratar
pacientes con TB-MR [4,5].

4. NUEVOS FARMACOS

Bedaquilina

La bedaquilina (TCM207) es una diarilquinolona que ha
sido aprobada recientemente para el tratamiento de la TB.
Este farmaco actta inhibiendo la subunidad c¢ de la ATP
sintasa, disminuyendo los niveles intracelulares de ATP,
ya que impide la translocacién de protones requerida pa-
ra la sintesis de ATP. La sintasa de ATP mitocondrial
humana es mucho menos sensible a la bedaquilina que la
de las micobacterias, por lo que este farmaco es bien tole-



rado por el organismo. Una caracteristica importante de
la bedaquilina es que acttia tanto sobre los bacilos de la
TB activa como la TB latente. Esto se debe a que la sintesis
de ATP de novo es esencial para viabilidad de la micobac-
teria en estado latente. Ademads, la bedaquilina mata tanto
a las cepas susceptibles a farmacos como las resistentes
[4,5]. En ensayos de fase II en pacientes con TB-MR, la
bedaquilina era muy efectiva y reducia el tiempo de res-
puesta a mas de la mitad cuando se administraba junto
con un régimen de tratamiento, comparado con la admi-
nistracién del tratamiento sin bedaquilina [6]. Otra pro-
piedad destacable de este farmaco es que tiene una vida
media inusualmente larga, suponiendo esto una caracte-
ristica muy interesante para la introduccion de este far-
maco en un régimen intermitente. Sin embargo, la be-
daquilina también presenta inconvenientes, como son su
potencial de inducir arritmias y su acumulacién en los
tejidos [4]. A pesar de esto, la bedaquilina representa un
potente farmaco para el tratamiento de la TB y TB-MR, asi
como para intentar reducir la duraciéon de los tratamien-
tos, por lo que actualmente se sigue investigando en el
desarrollo de este formaco.

Nitroimidazoles

Los compuestos nitroimidazoles, como el cldsico metro-
nidazol, se utilizaron para el tratamiento de la TB debido
a su actividad contra microorganismos anaerdbicos, ya
que la anaerobiosis es una caracteristica principal de la TB
latente. De hecho, se ha comprobado que el metronidazol
elimina la bacteria M.tuberculosis bajo condiciones de hi-
poxia in vitro pero no en condiciones de aerobiosis. En un
estudio reciente realizado en macacos que padecian TB
latente, el metronidazol previno su reactivacion. Ademas,
cuando se us6 en combinacién con isoniazida y rifampi-
cina, ayudé a acortar la duraciéon del tratamiento requeri-
do para curar la TB activa en estos monos [4,5].

Se estan desarrollando dos nuevos farmacos de la fami-
lia de los nitroimidazoles: PA-824 y OPC67683 (conocido
como delamanida). Al igual que el metronidazol, ambos
son pro-farmacos. PA-824 es activado intracelularmente
por una nitroreductasa (Ddn) presente en M.tuberculosis,
por lo tanto la actividad de este pro-farmaco se restringe a
este complejo, siendo inactivo en estirpes como M.leprae,
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donde el gen de la nitroreductasa se ha eliminado de su
genoma. La forma activa de PA-824 puede generar espe-
cies reactuvas de nitrégeno como el NO, que es el efector
principal en la eliminacién de las bacterias de forma anae-
rébica. Muchos mutantes de M.tuberculosis resistentes a
PA-824 que se producen en el laboratorio, presentan la
nitroreductasa inactiva. Estos mutantes presentan resis-
tencia cruzada a la delamanida y a otros compuestos co-
mo las nitrofuranilamidas, lo que sugiera que la nitrore-
duccion es un mecanismo de activacion comun para los
fadrmacos nitroaromaticos en M.tuberculosis. Se ha sugeri-
do que el mecanismo aerdbico a través del cual PA-824
elimina a las bacterias es mediante la inhibicién de la bio-
sintesis de acidos micdlicos necesarios para formar la pa-
red celular, mientras que en el mecanismo anaerébico
eliminaria a las bacterias debido a la liberaciéon de NO
[4,5,6].

La delamanida es un nitro-dihidro-imidazooxazol cuyo
mecanismo de accién es la inhibicién de la biosintesis de
los 4cidos metoxi-micolicos y ceto-micélicos, dos compo-
nentes esenciales de la pared celular de las micobacterias
[5]. Aligual que en el caso de PA-824, la delamanida para
activarse necesita una nitroreduccién por parte de la ni-
troreductasa Ddn. Ademas, la delamanida, mas potente
que PA-824, también elimina a las bacterias mediante la
produccién de NO [4]. Este farmaco ha mostrado una
potente actividad bactericida contra M.tuberculosis y no
produce resistencia cruzada ni antagoniza la accién de
rifampicina, etambutol o isoniazida. Actualmente se en-
cuentra en ensayos clinicos de Fase Il y varios estudios
han comprobado su eficacia tanto in vivo como in vitro en
cepas resistentes, por lo que actualmente se propone tam-
bién como una potente estrategia para el tratamiento de la
TB-MR [5].

SQ109

El etambutol es el componente mas débil del tratamiento
farmacolégico usado contra la TB y por lo tanto, se esta
intentando reemplazarlo por otro farmaco mas efectivo.
Para ello, se sintetizaron derivados de diaminas mas po-
tentes usando la quimica combinatoria y mediante esta
técnica se obtuvo el compuesto SQ109, un andlogo de la
1,2-etilendiamina que se encuentra actualmente en ensa-
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yos clinicos de Fase II. Este compuesto tiene como diana
la proteina MmpL3, que es una proteina esencial de
membrana perteneciente a la familia de resistencia, nodu-
lacién y divisién (RND). El papel de esta proteina es
transportar trehalosa monomicolato al interior de la en-
vuelta celular bacteriana y SQ109 actta inhibiendo la sin-
tesis del acido micélico. Se ha demostrado que combi-
nando la bedaquilina con este compuesto, se produce un
efecto de sinergia, aumentando el potencial bactericida.
Este efecto se debe a que SQ109 debilita la pared celular y
permite a la bedaquilina que llegue hasta la ATP sintasa
de manera mas eficiente [4].

Benzotiazinonas

Las benzotiazinonas son uno de los inhibidores de
M.tuberculosis mas potentes descubiertos hasta la fecha.
Uno de los compuestos de esta familia descubiertos ac-
tualmente es BTZ043, que se encuentra en ensayos precli-
nicos. Este candidato preclinico ha demostrado una efica-
cia comparable con la isoniazida y la rifampicina y es ac-
tivo tanto para la TB susceptible a farmacos como para la
MR-TB. Ademaés, cuando se utilizaba BTZ043 combinado
con otros farmacos para tratar la TB como la bedaquilina,
se observaba un efecto sinérgico [4,5].

La diana de las benzotiazinonas es la enzima decaprenil
fosforil-beta-D-ribosa 2’- epimerasa (DprE1l), que cataliza
la conversiéon de la decaprenil-fosforil-D-ribosa hacia de
caprenil-fosforil-D-arabinosa, que es el precursor para la
sintesis del arabinogalactano y lipoarabinomanano que
componen la pared celular de las micobacterias. El com-
puesto BTZ043 experimenta una nitroreduccién hacia un
compuesto que se une covalentemente a un residuo de
cisteina en el sitio activo de la enzima, inactivando irre-
versiblemente a DprE1 [4].

Se han identificado otros compuestos nitroaromaticos
que son inhibidores de DprEl y todos ellos tienen como
diana el mismo residuo de cisteina que BTZ043. Estos
compuestos son las dinitrobenzamidas (DNB1), benzoxi-
quinoxalinas (VI-9376) y triazol 377790. Por lo tanto,
DprEl parece ser una diana vulnerabe de M.tuberculosis,
por lo que se necesita mas investigacion para poder en-
contrar otros inhibidores nitroaromaticos de esta enzima
que sean efectivos en el tratamiento de la TB [4,5].

5. CONCLUSION

La TB es una enfermedad que afecta a paises de todo el
mundo y que, aunque parecia controlada, ha resurgido en
los altimos afios, suponiendo una importante amenaza a
nivel mundial. Tras un largo periodo de tiempo de més
de 40 anos en el que no se habfa avanzado en el trata-
miento de esta enfermedad, actualmente se estan desarro-
llando numerosos fadrmacos y estrategias para combatirla.

El propésito de las investigaciones que se estan llevan-
do a cabo es crear regimenes de tratamiento mds cortos,
menos téxicos y cuya eficacia y seguridad puedan ser
evaluadas en un menor periodo de tiempo. Ademas, de-
bido a la aparicion de cepas multirresistentes de
M.tuberculosis, es urgente desarrollar nuevos farmacos
para los cuales este microorganismo no presente resisten-
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cia y asi poder tratar dos formas muy agresivas de la TB:
la TB multirresistente y la totalmente resistente. Para ello,
muchas organizaciones a nivel mundial estdn colaboran-
do para encontrar la combinacién de fadrmacos adecuada
para tratar las distintas variantes de esta enfermedad, en
lugar de centrar sus esfuerzos en el descubrimiento de un
tnico farmaco. Aunque se han realizado numerosos
avances y muchos de los farmacos descubiertos se en-
cuentran en las tltimas fases de los ensayos clinicos, se
necesita seguir investigando para poder desarrollar nue-
vas estrategias de tratamiento y encontrar dianas especifi-
cas de M.tuberculosis .
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Ocrelizumab, nuevo farmaco contra la
esclerosis multiple

Antonio Javier Sdnchez Diaz

Resumen—La esclerosis multiple es la enfermedad inmunoldgica mas comun en la poblacion mundial, que a dia de hoy no
tiene cura. Recientemente se ha descubierto el papel de los linfocitos B en el desarrollo de esta enfermedad abriendo el campo
a nuevas lineas de investigacién. Un nuevo farmaco desarrollado por Roche/Genentech dirige su diana terapéutica a las
moléculas CD20 que se expresan en los linfocitos B. Este nuevo farmaco, llamado Ocrelizumab, ha demostrado ser el primer
compuesto que consigue actuar sobre la esclerosis mdltiple progresiva de manera eficaz, ademas, ha mostrado actividad en
personas con esclerosis multiple remitente-recurrente reduciendo el nimero de brotes y reduciendo la tasa de progresiéon de

manera mas eficaz que otros tratamientos existentes.

Palabras Claves— Ocrelizumab, Ocrevus, esclerosis mdltiple, terapias anti CD20.

1. INTRODUCCION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inmu-
nolégica del sistema nervioso central (SNC) que afec-

ta a 2,5 millones de personas en el mundo, siendo una
de las enfermedades neurolégicas mas comunes en la
poblacién. Esta enfermedad no es contagiosa, ni heredita-
ria, ni mortal y puede producir diversos sintomas como
alteraciones visuales y cognitivas, dolor, dificultades a la
hora de hablar, etc. Estos sintomas limitan la calidad de
vida de la persona afectada y de su entorno, ocasionando
un gran impacto social. Hasta ahora no se conoce la cau-
sa de origen de esta enfermedad ni tampoco se conoce su
cura, de ahi que las industrias farmacéuticas estén intere-
sadas en el desarrollo y busqueda de farmacos que pro-
porcione una cura para esta enfermedad. A dia de hoy
existen diversos farmacos que ayudan a paliar algunos
sintomas de los diferentes tipos de EM. Actualmente se
cuenta con un tratamiento innovador para la EM comer-
cializado por Roche/Genentech aprobado el 28 de Marzo
de 2017 por la Administraciéon de Medicamentos y Ali-
mentos de Estados Unidos (FDA) llamado Ocrelizumab,
siendo el primer farmaco eficaz en un ensayo tipo III para
la esclerosis multiple progresiva primaria (EMPP).

2. DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Como he comentado anteriormente le EM es una enfer-
medad del SNC. Las fibras nerviosas del SNC se encuen-
tran protegidas por un material compuesto por proteinas
y grasa llamado mielina. La mielina facilita la conduccién
de los impulsos nerviosos eléctricos entre fibras nerviosas
aumentando la velocidad de conduccién por un meca-
nismo llamado conduccién saltatoria.

En la EM se produce pérdida de mielina en multiples
dreas, ocasionando cicatrices (esclerosis) o placas de des-
mielinizacién. Esta pérdida de mielina produce una inte-
rrupcién en la trasmisiéon del impulso eléctrico desde y
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hacia el cerebro que da lugar a la aparicién de los sinto-
mas. La EM se caracteriza por existencia de inflamacién,
desmielinizacién, cicatrizacién glial y dafio neuroaxonal,
produciendo diferentes grados de lesién neurolégica.
Produce frecuentemente episodios de disfuncién neuro-
légica que duran varios dias o semanas y se conocen co-
mo brotes, que normalmente suelen remitir parcial o to-
talmente sobre todo en las etapas iniciales de la enferme-
dad. El primer episodio es conocido como sindrome des-
mielinizante aislado que produce afectacion medular,
visual o troncoencefalica. A medida que avanza la enfer-
medad disminuye la frecuencia de brotes y se produce
una fase de deterioro progresivo.

La EM es una enfermedad que tiene dos aspectos bien
definidos: en el primer afio se dan brotes aislados produ-
cidos por un proceso inflamatorio autoinmune y observa-
ble por resonancia magnética (RM) como lesiones desmie-
linizantes que afectan tanto a la sustancia blanca como a
la gris. El segundo aspecto es un dafio degenerativo rela-
cionado con la produccién de dano irreversible en axones
y neuronas, que existe desde las primeras etapas pero que
cobra relevancia [1].

La EM posee cuatro tipos diferentes: forma recurrente-
remitente (EMRR), formar progresiva secundaria (EMSP),
forma progresiva primaria (EMPP) y forma progresiva
recidivante (EMPR) [2].

- Forma remitente-recurrente (EMRR) afecta a mas
del 80% de las personas con EM donde se producen lesio-
nes inflamatorias en el SNC. Los brotes son imprevisibles
y pueden aparecer en cualquier momento.

- Formar progresiva secundaria (EMSP) afecta de
entre 30% a un 50% de los pacientes que sufren inicial-
mente EMRP. En este tipo el grado de discapacidad per-
siste 0 empeora entre brotes.

- Forma progresiva primaria (EMPP) afecta al 10%
de todos los pacientes con EM. Se caracteriza por ausencia
de brotes definidos, pero hay un comienzo lento y un
empeoramiento constante de los sintomas sin un periodo
intermedio de remision.



- Forma progresiva recidivante (EMPR) es la for-
ma mads atipica, que a diferencia de los EMPP, hay pro-
gresién desde el comienzo y muestran brotes agudos cla-
ros, con o sin recuperacién completa.

3. PAPEL DE LOS LINFOCITOS B

Hasta hace relativamente poco, se pensaba que el proceso
de inflamacién en la EM estaba principalmente mediada
por las células T CD4 proinflamatorias (Th17) producto-
ras de IL-17 [3]. Las células B pueden contribuir a esta
enfermedad a través de mecanismos dependiente de anti-
cuerpos como mecanismos independientes de anticuer-
pos. Las células B pueden diferenciarse a células plasma-
ticas y son capaces de producir autoanticuerpos dirigidos
contra el SNC, desencadenando por tanto efectos citotéxi-
cos celulares y efectos citotoéxicos dependientes del com-
plemento. Ademas, las células B pueden funcionar como
células presentadoras de antigenos y pueden modular las
funciones de las células T efectoras. Esta interaccion si-
multanea de las células B y T especificas de antigeno au-
mentan la respuesta inmune y promueven la enfermedad.
Se ha comprobado que pacientes con EM poseen una se-
crecién anormal de citocinas inflamatorias y antiinflama-
torias por parte de las células B [4].

4. TERAPIAS DIRIGIDAS CONTRA CD20

Debido al papel de los linfocitos B en el desarrollo de la
EM, la industria farmacéutica ha puesto sus objetivos en
desarrollar nuevos farmacos contra este tipo de células.
La molécula CD20 se expresa en la mayoria del linaje de
las células B humanas, desde las células Pre-B, células B
inmaduras hasta las células B de memoria, pero no en las
células madre, células pro-b o células plasmaéticas dife-
renciadas que producen anticuerpos dirigidos contra pa-
tégenos previamente encontrados. La estrategia que han
seguido es fabricar varios anticuerpos monoclonales diri-
gidos contra CD20 y asi agotar las células B mediante me-
canismos de citotoxicidad dependiente del complemento,
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos e induc-
cion de apoptosis en las células B que lo expresan [5] [6].

5. NUEVO FARMACO OCRELIZUMAB

Ocrelizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado
recombinante dirigido contra las células B que expresan
CD20. Ocrelizumab es una inmunoglobulina glicosilada
G1 (IgG1) con una masa molecular de aproximadamente
145 KDa.

5.1.Ocrelizumab vs Rituximab: dos terapias contra
linfocitos CD20
Actualmente se dispone de dos anticuerpos monoclonales
anti CD20: Rituximab y Ocrelizumab. Ambos han demos-
trado que la terapia anti CD20 agota agudamente las célu-
las CD20+ en la periferia. Ademas ambos reducen la in-
flamacién segin se ha determinado por resonancia mag-
nética [7]. Comparado con el Rituximab, el Ocrelizumab
se asocia con un aumento de los efectos citotéxicos me-
diados por células dependientes de anticuerpo y reduce
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los efectos citotoxicos dependiente del complemento.
Ademas la principal diferencia es que Ocrelizumab es
una inmunoglobulina humanizada, al contrario que Ritu-
ximab que es una molécula quimera, lo que hace a Ocre-
lizumab menos inmunogénico y un perfil de riesgo bene-
ficioso mas favorable que el Rituximab [4] [5].

5.2.Propiedades farmacolégicas de Ocrelizumab
Ocrelizumab ha sido aprobado para su uso por la FDA el

28 de Marzo de 2017. Ocrelizumab se comercializa bajo el
nombre de OCREVUS™ [8].

5.2.3 Farmacodinamica

Para los estudios de Farmacodindmica se llevé a cabo el
recuento de las células CD19+ ya que OCREVUS interfie-
re con las células CD20. El tratamiento con OCREVUS
reduce el nimero de células B CD19 + en sangre hasta
dos semanas después de la administracién. En un estudio
clinico realizado con alrededor de 50 pacientes se com-
probé que el tiempo medio para que las células B volvie-
ran a su estado basal fue de 72 semanas (rango 27-175
semanas) después de su tltima administracion [8].

5.2.3 Farmacocinética

En los estudios clinicos con pacientes enfermos de EM, las
dosis de Ocrelizumab fue de 600 mg cada 6 meses (pa-
cientes EMRR) o dos infusiones de 300 mg separadas por
14 dias cada 6 meses (pacientes con EMPP). La concentra-
ci6én maxima media fue de 212 mcg / ml en pacientes con
EMRR (600 mg de infusién) y 141 mcg / mL en pacientes
con EMPP (dos infusiones de 300 mg administradas en
dos semanas). La farmacocinética del Ocrelizumab fue
esencialmente lineal y proporcional a la dosis entre 400
mg y 2000 mg. EL volumen central de distribucién de la
poblacién farmacocinética fue de 2,78 L. El aclaramiento
constante fue estimado en 0,17 L / dia y el aclaramiento
inicial dependiente del tiempo fue estimado en
0,05L/dia, el cual disminuyé con una vida media de 33
semanas. La semivida de eliminacién terminal fue de 26

dias [8].

6. ESTUDIOS FUNDAMENTALES FASE Ill DE
OCRELIZUMAB

Se han llevado a cabo tres estudios diferentes en fase tres
que probaban la eficacia de Ocrelizumab; OPERA I, OPE-
RA II y ORATORIO.

6.1. Estudios fase Ill Opera |l y Opera Il

En estos estudios se comparaba la eficacia y la seguridad
de Ocrelizumab frente a un tratamiento ya existente ba-
sado en interferén p-la en pacientes con forma recidivan-
tes de EM que engloba a EM remitente-recurrente y EM
secundaria progresiva con recaidas.

La forma de administracién de ambos farmacos fue en
dosis de 600mg administradas por infusién intravenosa
cada seis meses en caso de Ocrelizumab y 44 microgra-
mos administrados por inyeccién subcutdnea tres veces a
la semana en el caso de interferén p-1a.

Los resultados obtenidos de estos estudios son verda-



deramente sorprendentes. Ocrelizumab redujo significa-
tivamente la tasa por afio de recaidas respecto al interfe-
rén -1 a. Esta reduccion fue del 46% y el 47% en los es-
tudios OPERA Iy OPERA II respectivamente (p<0,0001 y
p<0,0001). Ademads, Ocrelizumab consiguié una reduc-
cién sostenida durante 12 semanas en el riesgo de la pér-
dida de capacidades fisicas del 43% y el 37% con respecto
al interferén -la en los estudios OPERA I y OPERAII
respectivamente (p=0,0139 y p=0,0169). Asi mismo, esta
reduccién sostenida en el riesgo de pérdida de capacida-
des fisica se prolongé durante 24 semanas en un 43% y el
37% con respecto al interferén p-la en los estudios OPE-
RA Ty OPERAII respectivamente (p=0,0278 y p=0,0370).
En comparacién con el interferén p-la, el Ocrelizumab
redujo significativamente en un 94% y 95% en OPERAI y
OPERAII respectivamente la inflamacion y lesiones cere-
brales aguadas relacionadas con la EM a las 24, 48 y 96
semanas y en un 77% y 83% en OPERAI y OPERAII res-
pectivamente la aparicién o crecimiento de lesiones cere-
brales crénicas relacionadas con la EM a las 24,48 y 96
semanas (p<0,0001 y p<0,0001) [6].

Por tanto queda demostrado que Ocrelizumab es ca-
paz de reducir significativamente la tasa anual de recai-
das, ademas de reducir significativamente la tasa de pro-
gresion de la discapacidad y lesiones cerebrales asociada
a la EM maés eficazmente que el tratamiento con interfe-
rén pB-la.

6.2. Estudios fase Ill Oratorio

En este estudio se evalda la seguridad de Ocrelizumab
en comparaciéon con un placebo en 732 pacientes con es-
clerosis multiple progresiva primaria durante al menos
120 semanas.

El porcentaje de pacientes con progresiéon de discapa-
cidad a las 12 semanas fue de 32,9% con Ocrelizumab
frente a 39,3% con placebo (hazard ratio, 0,76; intervalo de
confianza del 95% [IC], 0,59 a 0,98; p = 0,03). El porcentaje
de pacientes con progresién de discapacidad confirmada
a las 24 semanas fue de 29,6% con Ocrelizumab versus
35,7% con placebo (hazard ratio, 0,75; IC del 95%: 0,58 a
0,98; P = 0,04). A la semana 120, el valor T25-FW (tiempo
requerido para caminar 25 pies, equivalentes a unos 7,6
metros) empeord en un 38,9% con Ocrelizumab versus
55,1% con placebo (P = 0,04). En pacientes tratados con
Ocrelizumab, el volumen de las lesiones hiperintensas en
medida por resonancia magnética disminuy6 un 3,4% a
las 120 semanas mientras que los que recibieron un place-
bo aumenté un 7,4% (p<0,001). El Ocrelizumab también
redujo un 17,5% respecto al placebo la tasa de pérdida
total de volumen cerebral tras 120 semanas (p=0,0206).
Los acontecimientos adversos provocados por Ocrelizu-
mab y el placebo fueron muy similar en los dos grupos
(95,1 % frente a 90,0 % respectivamente) y se debid prin-
cipalmente a la aparicién de reacciones relacionadas con
la infusién. La proporcién de pacientes del grupo del
Ocrelizumab que sufrieron acontecimientos adversos
graves, incluidas infecciones graves, también fue similar
a la registrada con el placebo (20,4 % y 22,2 % respecti-
vamente) [9].

Estos resultados demuestran que Ocrelizumab es capaz
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de reducir la progresién de la enfermedad y reducir el
volumen de lesiones en pacientes con la forma més grave
de EM.

7. CONCLUSIONES

La EM es considerada actualmente como una de las en-
fermedades neurolégicas mas frecuente en la poblacién
mundial, siendo la esclerosis multiple progresiva prima-
ra la forma mas peligrosa. Ocrelizumab ha demostrado
ser el primer compuesto que consigue actuar sobre la es-
clerosis multiple progresiva de manera eficaz. Aunque no
solo actaa en la EMPP, sino que también actta en perso-
nas con esclerosis multiple remitente-recurrente redu-
ciendo el ntimero de brotes y reduciendo la tasa de pro-
gresién mas eficazmente que el tratamiento con interferén
B-1a. Por tanto Ocrelizumab es el primer tratamiento que
puede ser usado para tratar diferentes formas de esclero-
sis multiple que abarca el 90% de todos los casos (80%
EMRR y 10% EMPP), siendo una esperanza para los pa-
cientes que padecen esta enfermedad.
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Biolixiviacion y su aplicacion en las aguas
residuales

Constanza Espinosa Laserna

Resumen—Los actuales requerimientos de la sociedad han impulsado el desarrollo de nuevas técnicas para la extraccion de
metales, este es el caso de la biolixiviacion. Esta préactica supone un gran avance tanto economicamente como
ambientalmente. Ademas de las posibles aplicaciones en materia de metalurgia uno de los usos mas importantes que se hace
de la biolixiviacion es la limpieza de metales pesados presentes en los lodos procedentes de las aguas residuales. En este
articulo revisamos algunos de los estudios mas importantes realizados en este campo.

Palabras Claves— Aguas residuales, Biolixiviacion, Lodos, Metales, Microorganismos

1. INTRODUCCION

En la actualidad los requerimientos de la sociedad ha-
cen que los procesos para extraer minerales se hayan
encarecido por la mayor mano de obra y por las nece-
sidades energéticas y que ademas las reservas de dichos
compuestos se estén agotando. Por estas razones se hacia
necesario buscar materias primas minerales diferentes,
como es el caso de los sulfuros metélicos. Este tipo de
yacimientos son bastante abundantes mundialmente, por
lo que cualquier proceso que sirva para poder extraer
minerales de estas menas es beneficioso. Los sulfuros son
facilmente extraibles, mediante las técnicas convenciona-
les, ya que son facilmente concentrables y porque ademds
el azufre presente en estos minerales proporciona parte
de la energia necesaria para llevar a cabo el proceso. Pero
una gran desventaja es la produccion de grandes cantida-
des de SO,, que participa en el evento de la lluvia acida.
Con el objetivo de disminuir estas emisiones y los costes
de las técnicas convencionales surgio la biolixiviacion.
La biotecnologia ha tenido un papel fundamental en las
dltimas décadas sobre la mejora del proceso de extrac-
cion y purificacién de los minerales, utilizando la biolixi-
viacién. Las tltimas investigaciones se centran en hacer
estos procesos menos perjudiciales ambientalmente ha-
blando y en que se pueda llevar acabo biorremediacion
de minas mediante la utilizacién de microorganismos. La
biolixiviacion junto con la bioxidacién forma parte de la
biomineria, que consiste en la aplicacién de procesos bio-
l6gicos en la industria minera. El primer proceso se refie-
re al pretratamiento llevado a cabo por un microorganis-
mo que cataliza la degradaciéon de sulfuros de mineral,
como la pirita, que normalmente llevan con ellos plata,
oro o ambos. Con esto se consigue que la parte valiosa del
mineral quede en fase s6lida y la solucién se descarta. La
bioxidacién aumenta la exposicién del elemento a recupe-
rar, pero no lo solubiliza como ocurre durante los proce-
sos de biolixiviacién. En el caso de la biolixiviacién esta se
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refiere al hecho de usar un microorganismo para la ex-
traccion de metales de la fuente mineral. Esto ocurre me-
diante una reaccién quimica donde el sulfuro se trans-
forma en un sulfato soluble.

Rodriguez et al [11] determinan que las ventajas que se le
pueden atribuir a la biolixiviacién son las siguientes: las
condiciones en las que se lleva a cabo son practicamente
las ambientales, los productos que se generan son mas
compatibles con el medio ambiente, no se produce tanto
SO,, el gasto energético es mucho menor ya que no hay
que secar los minerales ni alcanzar temperaturas altas, se
necesitan menos cantidad de sustratos, posibilidad de
tratamiento de los residuos generados, etc.

2. MICROORGANISMOS

Con respecto a los microorganismos responsables del
proceso de biolixiviacion hay que destacar que todos
comparten la capacidad de resistir temperaturas, pH y
condiciones de vida extremas. En el proceso de biolixivia-
cién los microorganismos pueden llevar a cabo una oxi-
dacién directa, mediante una reaccidén enzimatica o una
oxidacion indirecta, mediante la regeneraciéon del agente
lixiviante (Fe3+). Las bacterias implicadas son acidéfilas y
se clasifican, segtin la temperatura 6ptima a la que se
desarrollan, en meséfilas, extremofilas extremas y extre-
mofilas moderadas.

2.1. Bacterias mesdfilas

Dentro de las bacterias mesoéfilas podemos encontrar or-
ganismos autétrofos (utilizan CO, como fuente de car-
bono), heterétrofos (utilizan compuestos organicos como
fuente de carbonos) o mixétrofos (pueden usar compues-
tos organicos e inorganicos). De hecho en los procesos de
biolixiviacién suelen participar asociaciones de los tres
tipos de bacterias meséfilas e incluso protozoos y hongos.
Son las bacterias autétrofas las que llevan a cabo la ex-
traccién de metales mientras que las heterétrofas y los
protozoos disminuyen las concentraciones de compuestos



que inhiben la accién de las autétrofas. Dentro de las bac-
terias meséfilas encontramos los géneros Acidiphillum
(heterétrofo), Thiobacillus y Leptospirillum (ambos autétro-
fos). Todas ellas crecen a temperaturas comprendidas
entre 25 y 35 °C. Dentro del género Thiobacillus una de
las especies mas importantes es T.ferroxidans junto con
T.thiooxidans. Esta difiere de otras especies del género
por su capacidad de usar el ién ferroso como donador de
electrones. Al igual ocurre con Leptospirillum ferroxidans.
Las bacterias nombradas anteriormente pueden liberar
los metales de sulfuros minerales a través de una biolixi-
viacién directa o indirecta. En el caso de la biolixiviacion
directa debe haber un contacto intimo entre la bacteria y
el mineral [9]. A partir de este método se pueden extraer
molibdeno, cobre, estafio, cobalto, plomo, etc.

4FeSz + 4Hzo + 1402 9 4FeSO4 + 4H2804
4FeSO4 + 2stO4 + Oz 9 2Fez(SO4)3 + 2Hzo
En resumen:

4:FeSz + 2Hzo + 1502 9 2Fez(SO4)3 + 2HzSO4

Figura 1. Biolixiviacion directa en pirita

En el proceso indirecto, que se aplica a la extraccién ura-
nio, el microorganismo genera un lixiviado que oxida al
sulfuro. En el caso de ser una solucién acida el lixiviado
es el hierro férrico. El hierro ferroso generado se puede
reoxidar gracias a la acciéon de T.ferrooxidans o
L.ferrooxidans. T.thiooxidans se encarga de proporcionar las
condiciones 4cidas necesarias.

MeS + Fey(SOa);s > MeSO, + 2FeSO, + S°

Aplicacién en Uranio:

UOz + Fez(SO4)3 9 UOzSO4 + 2F6804

Figura 2. Mecanismo general de biolixiviacién indirecto (arriba).
Extraccion indirecta de Uranio (abajo).

2.2. Bacterias termofilas

Con respecto a las bacterias termofilas, ya hemos visto
que se pueden clasificar en extremas o moderadas. Las
temperaturas a las que crecen van desde los 45 grados
hasta los 90 grados centigrados. El rendimiento de diso-
lucién y la velocidad de lixiviacién son bastante mayores
que en el caso de las bacterias mesofilas, cuando la densi-
dad de la pulpa (mezcla matematica de una porcion cons-
tituida por sélidos de una granulometria casi uniforme y
otra constituida por un liquido, generalmente el agua) es
pequefia. Una gran desventaja de las bacterias termoéfilas
extremas es que su membrana da lugar a fenémenos de
atricion (rozamiento) lo que ha fomentado la bisqueda de
bacterias termoéfilas moderadas que no tengan este pro-
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blema y que ademads resisten cantidades altas de pulpa.
Una de las aplicaciones mds importantes de esta lixivia-
cién a altas temperaturas es la extraccién de cobre a partir
de calcopirita. El género que representa a este conjunto de
bacterias en la biolixiviacién es Sulfobacillus.

3. PROBLEMA ACTUAL DE LAS AGUAS RESIDUALES

En la actualidad uno de los residuos mas importantes es
el agua residual que dependiendo de la actividad humana
que la produzca se denomina de origen industrial, agrico-
la/ganadero o urbano. En el caso de las aguas industria-
les es tal la heterogenicidad de las industrias y la toxici-
dad de los compuestos vertidos que se necesitan de tra-
tamientos previos que disminuyan la concentracién de
estos antes de llegar a las estaciones depuradoras. Cuan-
do hablamos de aguas procedentes de la agricultura o la
ganaderia nos referimos a aguas repletas de plaguicidas e
insecticidas, ademas de tener una alta concentracion de
nutrientes que provocan la eutrofizaciéon del terreno. Un
hecho a resaltar en las aguas de origen urbano es la pre-
sencia de contaminantes emergentes, que provocan efec-
tos nocivos para la salud y el medioambiente y que no
estan regulados por ley, ya que son relativamente conta-
minantes nuevos. Entre estos contaminantes emergentes
encontramos los productos de higiene personal y los
farmacos, que ya hemos nombrado anteriormente.

Sélidos macroscopicos

Materia en disolucién
Materia en suspension

Organismos patgenos

Materia organica
Grasas y aceites

Materia organica

Solidos en suspension

Figura 3. Materias contaminantes mas comunes en los distintos
tipos de agua residual.

Metales pesados

Uno de los contaminantes mas importantes de las aguas
residuales, sobre todo de origen industrial pero que tam-
bién puede venir junto con aguas de origen urbano o
agricola, son los metales pesados. Estos quedan retenidos
en los lodos que se producen durante la depuracién de
aguas residuales. Dichos fangos son acumulados y dirigi-
dos a un proceso de compostaje para su posterior uso
como fertilizante en campos agricolas. Si la limpieza de
las aguas no es la correcta apareceran metales pesados en
suelos y en las plantas y vegetales que se desarrollen en
dichos terrenos. Finalmente esta incorporacién de metales
pesados a la cadena tréfica puede provocar enfermedades
crénicas y trastornos metabdlicos en seres humanos. Entre



todos los métodos de tratamiento de lodos el méas venta-
joso a nivel econémico y ambiental es la biolixiviacion.

4. ESTUDIOS DE BIOLIXIVIACION EN LODOS

En estudios recientes se ha investigado la utilizacién de
cultivos puros de Thiobacillus ferroxidans o Thiobacillus
thiooxidans y también la posibilidad de usar microorga-
nismos propios de los lodos proporcionando la fuente de
carbono adecuada (FeSO., FeSO,, S°). De todas estas in-
vestigaciones llevadas a cabo se establece que los orga-
nismos mds extendidos en la limpieza de lodos son los
nombrados al principio, T.ferrooxidans y T.thiooxidans. Es-
to se debe a que resisten muy bien las condiciones 4cidas
y pueden oxidar compuestos de azufre y hierro.

Para demostrar los efectos de la biolixiviacién en lodos se
han llevado a cabo estudios a escala de laboratorio me-
diante el uso de biorreactores, con el propésito de utilizar,
en un futuro, los datos obtenidos a una escala industrial.
En un estudio [7] realizado en el que se comparaba la bio-
lixiviacién llevada a cabo por T.ferrooxidans y FeSO4 como
fuente carbono se observé que a los ocho dias, cerca del
60 % de los metales eran solubilizados y que el 90% de los
microorganismos desaparecian de los lodos. A continua-
cién se comparo estos resultados con un experimento que
usaba T.ferrooxidans y T.thiooxidans como cultivo mixto se
observé que con un pH de 4, a los diez dias se conseguia
eliminar en torno al 70% de los metales presentes en los
lodos procedentes de la digestién anaerobia. En este caso
no se utilizé una fuente de carbono externa. El aumento
en la solubilizacién se debe a que el sulfuro producido en
la oxidacién de los metales es utilizado por T.thiooxidans
y transformado en 4cido que aumenta la solubilizacién.
Segun Villar & Garcia [6] el pH adecuado para todos estos
procesos es entre 2 y 3, ya que a estos valores se consigue
que la mayoria de metales estén en disolucién y ademds
es una condiciéon importante en el crecimiento de las bac-
terias, que en este caso son acidofilas.

Ademas del pH otro factor a tener en cuenta es la carga
de solidos del lodo. Si es alta el potencial de oxido-
reduccion disminuye y esto supone menos solubilizacion
de los metales [5]. A esto hay que afiadirle que Cho et al
[4] concluyeron que los organismos patégenos resisten
mas tiempo con una alta concentracion de sélidos. Tiene
que ser, por tanto, una concentracién baja para que el
proceso se dé 6ptimamente.

Cuando se estudiaba como afectada los compuestos orga-
nicos producidos por T.ferrooxidans al proceso se conclu-
y6 [4] en que a mayor concentraciéon de estos, mayor es el
tiempo que se tarda en llevar a cabo la biolixiviacién.
Aunque se han encontrado [3] bacterias y levaduras (Bret-
tanomyces) capaces de utilizar los compuestos producidos
y por tanto de disminuir la capacidad inhibitoria de estos.
Dentro de las ventajas de la biolixiviacién de lodos hay
que destacar la eliminacién de organismos patégenos y
del olor, mediante la disminucién, en este tltimo caso de
compuestos volatiles [2]. Si nos basamos en el estudio de
Couillard et al [1], hay que destacar que con respecto a los
patégenos se consigue una alta eliminacién debido a las
condiciones de pH y el ambiente oxidante. Se evita de
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esta forma el posible contagio de enfermedades debido al
uso de los lodos como fertilizantes.

Por dltimo una vez que tenemos los metales solubilizados
en el lixiviado el paso final es la recuperacién de esos me-
tales para diferentes aplicaciones. Para ello se utilizan
diferentes métodos como pueden ser la adsorcién, la pre-
cipitacién, el uso de disolventes, etc

5. CONCLUSIONES

Por tanto la biolixiviacién supone un método alternativo
a la extraccién convencional de metales a partir de minas.
Necesita un menor aporte energético y por tanto requiere
menos costes. Ademds los efluentes producidos en los
procesos de extraccién utilizando esta técnica son mucho
menos contaminantes. También hemos visto que se puede
aplicar a la descontaminacién por metales pesados de los
lodos de aguas residuales. Lodos que cada vez se produ-
cen en mayor cantidad y que por tanto es importante que
sean materia prima 6ptima para la produccién de fertili-
zantes, que se puedan usar sin la preocupacioén de produ-
cir toxicidad o enfermedades en los seres humanos.

La tinica desventaja que conlleva el proceso de biolixivia-
cién es que tarda més en llevarse a cabo que los métodos
tradicionales por lo que hay que seguir investigando para
modificar las bacterias implicadas con el objetivo de dis-
minuir el tiempo del proceso.
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