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Como viene siendo tradicidn, cerramos el afilo con un nuevo nuimero de la revista
MoleQla. Este ha sido un afio muy diferente que nos ha recordado de la forma mas dura
que la vida es cambio. Hemos cambiado nuestras costumbres diarias, nuestra forma de
trabajar y también la forma de relacionarnos. Ha sido un afio muy dificil que nos ha
ensefiado mucho también. Palabras como COVID o PCR que no formaban parte de
nuestro vocabulario ahora las utilizamos practicamente a diario y hemos pasado de no
saber cdmo ponernos una mascarilla a que esta se haya convertido en una prenda
esencial. Como sociedad, hemos tenido que recurrir mas que nunca a la solidaridad, la
generosidad, el ingenio y la empatia. Hemos visto que la unidn hace la fuerza y hemos
asistido atdnitos a un logro sin precedentes en lo referente a vacunas.

Despedimos este ano de cambios con la esperanza de que en unos meses las diversas
vacunas permitiran que de nuevo podamos hacer cambios en nuestra vida. Como no
podia ser menos, MoleQla también se ha unido al cambio. Un cambio que ya ha
empezado a nivel editorial y que va a dar lugar a una revista que valdra la pena
redescubrir. Tras una década como editora
Jefe es el momento perfecto de dar un paso
atrds para que asi, gente joven y dinamica
puedan tomar el control de la revista. Los dos
nuevos Editores Jefe, Ana y Juanjo os iran
contando las novedades y cambios a lo largo
de los préximos numeros. El resto de los
editores, entre los que me incluyo,
trabajaremos codo a codo con ellos para que
todos vosotros poddis seguir leyendo los
articulos de MoleQla muchos afos mas.

Termino como no podia ser menos deseandoos unas muy felices fiestas y que 2021 nos
traiga a todos el cambio que tanto ansiamos.
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Epigenetics: the new key to
neurodegenerative disorders

Marieta Gémez Matos, Flavia Migliaccio & Valentin Angel Limén Sarabia

Abstract— The interest towards the discovery of a suitable treatment for the increasingly frequent neurodegenerative diseases
has led to the finding that epigenetics is at their basis. In this review, an insight on the main epigenetic events that normally take
place inside the cells is provided, and the causal relationship between aberrant epigenetic regulation and neurodegenerative
diseases is explained. The potential of some natural substances in counteracting these disorders has recently been uncovered,
as they seem to intervene in epigenetics regulation so as to restore a healthy gene expression. These findings set the basis for

the treatment of such diseases in a completely innovative way.

Key Words— Epigenetics, natural, neurodegenerative, regulation, treatment.

1. INTRODUCTION
1.1. What is epigenetics?
The DNA is not just a set of nucleotides that can only
change if there is a modification in the sequence. DNA
modifications that do not affect the sequence but can
change the gene activity are the so-called epigenetic
modifications. They regulate neurophysiological mecha-
nisms such as learning, memory acquisition, or motor
coordination, but also growth, differentiation and disease
development. These changes are sometimes inheritable
and transmitted by cell division. Moreover, the environ-
ment can influence the emergence of epigenetic modifi-
cations, through the exposure to pollutants or the diet [1].
The usual epigenetic events are DNA methylation,
histone modifications, chromatin remodeling, recognition
of epigenetic modifications and action of non-coding
RNAs [2], [3].

1.2. How can it influence our lives?

Epigenetic changes are responsible for regulating gene
expression in cells, turning on or off genes to produce
proteins only when they are needed. Errors in this process
can lead to problems in gene activity that can cause can-
cer, degenerative and metabolic disorders. The effects that
epigenetics can produce in our genome and on our health
make its study even more necessary [1].

1.3. Neurodegenerative diseases associated to
epigenetics.

Aberrant epigenetic marks have been found in many

mental disorders such as aggressiveness, Alzheimer Dis-

ease (AD) and Parkinson Disease (PD). Both pathologies

are influenced by a combination of genomic, epigenomic,

metabolic, and environmental factors [2].

Non-successful treatments are the result of a limited
knowledge of the pathogenic genomic variants in these
diseases. There have been characterized 600 single-
nucleotide polymorphisms, and mitochondrial and men-
delian mutations in genes associated with AD. On the

other hand, there are over 100 pathogenic genes involved
in PD [2].

The study of these disorders concludes that the use of
epidrugs might be the solution of this type of multifacto-
rial diseases. In addition, the available treatments for
these diseases have low efficiency (palliating symptoms
but not stopping the development of the disease) and lots
of side-effects [2].

Many of these epigenetic alterations appear in an
asymptomatic stage, when they are still reversible, thus
this could be the appropriate moment to treat
them. However, the efficacy and safety in clinical trials of
epidrugs has to be improved at some point, such as in
drug delivery, in the values of inhibition (IC50), target
specificity and treatment personalization [2].

2. MAIN EPIGENETIC MODIFICATIONS

Figure 1 shows some of the epigenetic marks that are
going to be described in this section and some of their
corresponding regulators.
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Figure 1. Main epigenetic modifications and their related
modulators [3].



2.1. DNA methylation.

The process of DNA methylation consists in the covalent
addition of methyl groups to the DNA. It commonly takes
place at the 5th position of the carbon ring of cytosine (C),
especially when this nucleotide is followed by a guanine
(G), thus forming the so-called CpG islands. These sites
are found throughout ~60% of human promoters [3].
When promoters are hypermethylated, either transcription
repressors are bound to them or transcription factors are
inhibited, therefore this activity, combined with hypoa-
cetylated and hypermethylated histones, results in a redu-
ced gene expression [2]. Moreover, methyl-DNA is rela-
tively inactive due to the compact organization of chro-
matin [3].

DNA methylation is fullfilled by DNA methyltransferase
(DNMT) family, which transfers a methyl group from S-
adenosyl-L-methionine (SAM) to cytosine [3].

The principal example of such event is the alteration of
the Vitamin B- and SAMe (S-adenosylmethionine)-
mediated methylation system, in which an hypomethylat-
ed state is associated to elevated homocysteine (Hcy)
levels. Therefore, Hcy concentration is a marker of risk for
neurodegenerative diseases development [2].

Folic acid, also known as vitamin B9, donates a methyl
group to Hcy through its derivatives (green arrows, Figure
2), finally turning Hcy into SAMe. SAMe is responsible for
methylation of the main macromolecules (light blue ar-
rows, Figure 2), and, consequently, also for DNA. After the
methyl group loss, SAMe turns ultimately again into Hcy
(dark blue cycle, Figure 2). According to this and knowing
that Vitamin B (Vit B) complex is directly related to pro-
moting all this response, we can easily infer that high Vit B
levels provokes a decrease of free Hcy. In other words, Vit
B restores DNA methylation [2].

Consequently, Vit B complex (composed by B2, B6, B12
and folic acid) is in clinical trials in some countries for its
potential benefits in prevention of neurodegenerative
diseases and it is being prescribed as dietary supplement
for patients having high levels of Hcy [2].

On the other hand, hypermethylation of pathogenic
genes can also cause diseases. For that, DNA methyltrans-
ferase inhibitors are required. Two examples of natural
compounds that help regulating this alteration are green
tea, whose main polyphenol, called EGCG also known as
catechin, has notable effects on AD; and curcumin, one
characteristic compound of turmeric, and its derivatives.
Hence, dietary supplementation with specific nutrients
containing such active agents could help treating neuro-
degenerative diseases [2], [5], [6].

Aging seems to be associated with normal changes in
DNA methylation and demethylation; however, altered
methylation of DNA can result in multiple diseases [3].
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Figure 2. SAMe-metabolism. As we can see in the scheme,
vitamin B9 (folate) is directly responsible of the methylation
state of Hcy to ultimately produce SAMe (green and dark blue
cycles), which is the methyl donor of the main biomolecules,
including DNA (light blue pathway) [11].

2.2. Histone Post-Translational Modifications
Affecting Chromatin Remodeling.

Histone post-translational modifications change the

chromatin structure into a tight (heterochromatin) or loo-

se (euchromatin) conformation, thus modifying gene

accessibility to the transcription processes [2].

Histone acetylation reduces the electrostatic interac-
tions which result in more flexible chromatin confor-
mation that allows gene accessibility, thus starting the
transcription. It is important to specify that histone dea-
cetylases (HDAC) are capable to lower the level of acetyl
groups, improving the electrostatic binding of histones to
DNA and promoting a compact chromatin conformation
with the subsequent gene transcription repression. This
conformation compromises the DNA repair machinery
and the access of transcription factors, which in turn affect
synapses and lead to memory problems [2].

2.3. Epigenetic Regulation of Non-Coding RNAs
Expression.

Non-coding RNAs (ncRNAs) modulate gene expression
post-transcriptionally. For example, microRNAs (miRNAs)
induce mRNA degradation by binding to their 3" untrans-
lated region; their altered expression affects modulation
of direct pathogenic genes or those involved in other
neurophysiological roles indirectly associated with the
disease. Therefore, miRNAs are the most popular biomar-
kers for disease diagnosis and progression [2].

2.4. Epigenetic Regulation of Telomeres.

Telomeres contain a lot of TTAGGG repeats and are placed
at the end of the chromosomes, protecting them from
degradation. The protective ability of these structures lies
in the length, but they will shorten by aging and this can
be enhanced by neurodegenerative disorders [2].
Telomere shortening can happen by epigenetic altera-
tions such as: decrease in histone trimethylation of H3K9
and H4K20; decrease in histone dimethylation of H3K79;
decrease in H3 and H4 acetylation at telomeric and sub-
telomeric regions; and aberrant DNA methylation. How-
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ever, histone hypoacetylation grants the heterochromatin
a protective state that prevents the activation of DNA
damage pathways [2].

3. EPIGENETIC KEYS TO NEURODEGENERATIVE
DISORDERS: SCIENTIFIC EXPLANATION AND
NATURAL APPROACH.

3.1. DNA Methylation.

Reduced DNA methylation has been detected in both AD

and PD [2].

In AD the hypomethylation and the consequent B-
secretase 1 (BACE1) overexpression impairs APP (Amyloid
Precursor Protein) cleavage, thus promoting AB aggrega-
tion into senile plates [2].

A distinctive indicator of AD-related diseases is protein
tau hyperphosphorylation; it is caused by Vit B deficiency
which leads to kinase 3b hyperexpression [2]. Since hy-
perphosphorylated protein tau is insoluble, it leads to
aggregates formation [12].

In PD, reduced SAMe activity may alter DNA methyla-
tion as shown in Figure 2; this leads to the aberrant ex-
pression and aggregation of a-synuclein, a protein whose
accumulation leads to reactive oxygen species and cell
death in neurons [2].

3.2. Histone post-translational modifications
affecting chromatin remodeling.

3.2.1. Histone Acetylation Modulators.

Histone acetylation, that induces chromatin decompaction
and inhibits histone methylation, can be promoted by
Histone Acetyltransferase (HAT) activating compounds.
However, such compounds usually have poor solubility
and membrane permeability, so they are not commonly
used [2].

Nevertheless, there are some examples of successful
compounds in this regard. The first one is the synthesis of
a chemical compound called CTPB, which is target-specific
and is capable of crossing the blood brain barrier. The
second is the already mentioned compound curcumin,
which also acts as HAT inhibitor; besides, it is also perme-
able to cell membranes and has a specific inhibitory func-
tion, as well as a protective function for neurons from
oxidative damage [2].

3.2.2. Histone Deacetylase Modulators.
They can be distributed in three groups:

a. Class |, Il and IV HDAC Inhibitors.

Class I, Il and IV HDACi can potentially restore global his-
tone deacetylation, that is a common feature of most
neurodegenerative processes. The major part of HDACI
under development provides improvements in model
animals with AD and PD. Some examples are benzamides,
ketones and cyclic peptides, some of them approved for

cancer treatment. Moreover, other compounds included in
the short chain fatty-acid family —such as sodium butyr-
ate and propionate— are found in the gastrointestinal
tract due to microbial fermentation of dietary fibers, and
act by inhibiting classes |, Il and IV HDAC [2].

b. Class lll HDAC (SIRT) Inhibitors.

Some of class Il HDAC modulators, which have shown
benefits for several types of cancer, promise treatments
for neurodegenerative diseases. They are the ones that do
not induce cell death pathways. Sirtuin inhibitors, specially
SIRT2 inhibitor, show a rescue in a-synuclein-mediated
toxicity, which blocks the progression of PD in animal
models which are affected by the disease [2].

A competitive SIRT inhibitor is nicotinamide, which
improves microtubules stability by reducing phosphoryla-
ted tau (in Thr231), thus restoring cognitive deficits in AD
mice [2].

A natural HDACi that is being studied for cancer treat-
ment is sulforaphane, a sulfur-containing compound pre-
sent in vegetables of the family Cruciferae or Brassicaceae
such as broccoli, cabbage or cauliflower [5], [8].

Therefore, its intake can potentially have a positive
effect in treatment of neurodegenerative diseases [2].

c. Class lll HDAC (SIRT) Activators.

Neurodegeneration has common hallmarks such as DNA
damage and impaired DNA repair mechanisms due to
stress signaling pathways. This is fought by sirtuins, that
act in response to counteract these signals [2].

Red grapes bring us a neuroprotective compound
called resveratrol. It has important antioxidant and anti-
inflammatory roles, resulting in the inhibition of AR
aggregation and AB-induced apoptosis. Resveratrol and
resveratrol structural derivatives, such as fisetin found in
strawberry, onions and cucumber, are SIRT1 deacetylase
activators that significantly extended the lifespan of some
model organisms [2], [5], [7].

3.2.3. Modulators of Histone Methylation.

As previously explained, methyl groups removal or addi-
tion either directly on DNA or on histone tails are key
epigenetic modifications that can be targeted by epi-
drugs. Therefore, histone methyltransferases and deme-
thylases can be inhibited to compensate a change in gene
expression caused by an aberrant epigenetic modification.
The inhibition of the former induces histone acetylation
—because histone methylation and acetylation tend to be
opposite epigenetic marks and the inhibition of one, in-
duces the activation of the other— and, consequently,
gene expression, which can be very useful in this kind of
therapies. However, these compounds are very often toxic
and have lots of non-specific targets, so they are not
commonly used. Regarding histone demethylases, the
enzyme Lysine-specific demethylase 1 (LSD1 or KDM1)



deserves special mention, since it is responsible for deme-
thylating mono- and dimethylated H3K4 and H3K9 [9].
LSD1 is being employed as target for therapeutic
treatments by the Spanish biotech company Oryzon.
In terms of aggressiveness-related disorders, the small,
brain-penetrant molecule called Vafidemstat is remar-
kable. It is used to inhibit histone demethylase LSD1 in
different types of pathological groups of patients such as
aggressive, or with psychiatric and behavioural features,
adults with Attention Deficit Hyperactivity Disorder
(ADHD), Autism Spectrum Disorder (ASD) and Borderline
Personality Disorder (BPD). This drug is safe and well tole-
rated and produces significant improvements in agitation
and aggression levels [10].

3.3. Non-coding RNAs.

RNA interference can be employed to downregulate
pathogenic genes expression, so that it represents a
promising therapeutic strategy to treat neurodegenerative
diseases. Since gene targets are abundant, the study has
to be focused on the ones that can be specifically related
to neurodegenerative diseases, so as to obtain a potential
treatment. Besides, some miRNA-based approaches target
the components of the epigenetic machinery and exert
direct control in DNA methylation and chromatin remode-
ling processes [2].

Some natural examples for miRNA modulation are
EGCG and curcumin [2], [5], [6].

4. CONCLUSIONS: PURPOSES FOR THE FUTURE.
Epigenetic regulators have already demonstrated a great
potential for approaching different epigenetic-based
disorders, such as neurodegenerative diseases as well as
other mental disorders, cancer and even aging. Therefore,
their current study is being boosted and the future of
epidrugs seems promising. Nevertheless, the contradic-
tory nature of the aberrant epigenetic modifications ma-
kes it difficult to find a universal treatment for a single
disease, given that it can be due to different alterations.
This underlines the need for personalized and target-
specific treatments. Other goals that have to be achieved
are enhanced efficacy and safety in drug delivery.

Although there is still much progress to be made in
this field, in the meantime benefits can be provided by
implementing natural compounds, some of them shown
in Table 1, in our diet.

Food

Compound

Effect(s) on epigenetic
modification(s)

Turmeric

Curcumin

- DNA methylation
inhibition

- Histone acetylation
and deacetylation inhi-
bition

- miRNA modulation

Green tea

EGCG

- DNA methylation
inhibition

- Histone acetylation
- miRNA modulation

Legume, sar-
dine, egg,
salmon, dry
fruits, mush-
rooms, vegeta-

Vit B complex

- DNA methylation
activation

- Histone deacetylation
inhibition (class III)

bles, meat

Broccoli, cab- Sulforaphane - DNA methylation

bage, cauliflo- inhibition

wer - Histone deacetylation
inhibition

Red grapes, Resveratrol - DNA methylation

strawberry, Fisetin inhibition

onion, cucum- - Histone deacetylation

ber, citrus inhibition

Table 1. Epigenetic modulators; the natural approach [2], [5], [6],

(71, [8]-
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Aplicaciones de las técnicas de ADN
ambiental al estudio y conservacion de los
recursos naturales

Amador Huerta Vela y Alejandro Centeno-Cuadros.

Resumen— El ADN ambiental (environmental DNA, eDNA) es una metodologia para analizar el material genético liberado por
individuos que han transitado o habitan en el medio muestreado con el objetivo de identificar las especies a las que pertenece
dicho material. El tipo de muestreo es no invasivo y permite analizar varios taxones simultaneamente partiendo de una misma
muestra. Esta técnica, por lo general, identifica un mayor nimero de taxones y con menores tasas de error que las técnicas no
moleculares. Desde la aparicién de los secuenciadores masivos, el nimero de estudios relacionados con el eDNA ha
aumentado exponencialmente debido a la relativa facilidad y abaratamiento de los costes asociados a la secuenciacion. Las
aplicaciones del eDNA siguen en aumento y diversificandose a través de diversas areas de conocimiento asociadas a las
Ciencias de la Vida. Este trabajo cuantifica y describe la influencia que ha tenido el eDNA en el estudio y conservacién de la
biodiversidad, prestando especial interés al estudio de ecosistemas antiguos, las interacciones planta-polinizador, el andlisis de
las dietas, la deteccion de especies invasoras, las respuestas a la contaminacion o el analisis de la calidad del aire.

Palabras Claves— Muestreos no invasivos, New Generation Sequencing, Secuenciacion Masiva, barcoding, metabarcoding.

1. INTRODUCCION

1 ser humano ha tratado siempre de entender el mo-

vimiento de los organismos en la naturaleza para

poder antecederse a ellos y mejorar la gestién de los
recursos naturales. Hoy dia, ademas, dicha gestién debe
de ir estrechamente ligada a la conservacién de la bio-
diversidad. El estudio de la biodiversidad y el movi-
miento de los organismos se han realizado tradicio-
nalmente mediante muestreos en el campo. En ellos se
captura y marca a los individuos para posteriormente
liberarles, con el objetivo de recapturarles e identificarles
en base a su marcaje. Esta metodologia ha contribuido
notablemente a la Ecologia del Movimiento [1], pues la
comparacion entre las localidades de captura y posterio-
res recapturas identifica los movimientos de los indivi-
duos. Sin embargo, las tasas de captura y proporcién de
individuos capturados en relacién al total de la poblacién
utilizando este tipo de muestreos no siempre es suficiente
para realizar estudios demogréficos, especialmente en
especies esquivas [2] o por problemas metodolégicos [3].
El radiomarcaje, es decir, el seguimiento de los individuos
mediante sistemas de posicionamiento global (GPS) des-
cribe con detalle los movimientos de los individuos, pero
puede amenazar la supervivencia de las especies por la
propia captura y manejo de los individuos (e.g. [4]).

La aplicacion de las técnicas genéticas al estudio de la
biodiversidad ha contribuido enormemente al estudio de
la fauna y flora silvestres. La caracterizacién y cuantifica-
cién de la biodiversidad vivié un fuerte impulso desde la
creacién del proyecto Barcoding of life [5] y The Consor-
tium for the Barcode of Life (CBOL). Este proyecto plan-
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tea como objetivo identificar toda la biodiversidad me-
diante el uso de pequefias secuencias de ADN estandari-
zadas, utilizando el CBOL como red logistica. Desde en-
tonces se han unido més de 200 organizaciones de 50 pai-
ses diferentes al CBOL e impuls6é The Barcode of Life Da-
ta System (BOLD) para ayudar a la adquisicién, almace-
namiento, analisis y publicacién de todos los datos mole-
culares enmarcados dentro del CBOL (los llamados “c6-
digos de barras”) [6].

Gracias a los proyectos CBOL y BOLD existe hoy dia
informacién molecular disponible para identificar a cien-
tos de miles de taxones, aunque atin queda mucho ca-
mino por recorrer. Una de las mayores dificultades a las
que se enfrentaron en este proyecto era la puesta a punto
de una metodologifa que permitiese identificar cualquier
traza de material genético que se encontrara en una mues-
tra de tierra, agua o aire. Hoy dia, existe un conjunto de
técnicas de muestreo genético que permiten identificar a
los organismos que estén o hayan estado en contacto con
la muestra a analizar. Tal ha sido su auge e impacto que
se acufié el término “ADN ambiental” (environmental
DNA o eDNA) para definirlas y hasta existe ya una revis-
ta especializada en este tipo de metodologias (Environ-
mental DNA, editorial Wiley). Las técnicas de eDNA di-
rigidas a cumplir los objetivos de CBOL permiten identi-
ficar y monitorizar la biodiversidad presente en una
muestra cogida en el medio ambiente, permitiendo ahora
con mayor probabilidad y eficiencia trabajar con especies
poco abundantes, esquivas y/o en peligro de extincion
[7]. Debido a su relevancia y aplicabilidad, asi como al
amplio abanico de areas de conocimiento donde se utiliza
el eDNA, este trabajo se centra en resumir las metodolo-
glas, aplicaciones y perspectivas de futuro del eDNA
prestando especial atencién a aquellas relacionadas con el
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estudio y conservacién de los recursos naturales para fi-
nalmente cuantificar mediante andlisis bibliométricos los
trabajos que se han publicado hasta la fecha que hayan
basado sus resultados en eDNA.

2. TECNICA Y ASPECTOS METODOLOGICOS

El ADN ambiental es una técnica para la obtencién de
material genético proveniente del medio (ya sea suelo,
agua o aire) para el estudio de las especies o poblaciones
que habitan o han habitado en él [8], [9]. El término co-
menz6 a utilizarse a principios de siglo a raiz de unas
publicaciones en el drea de Microbiologia centradas en
genémica de microorganismos no cultivados [10] y en la
clonacién del metagenoma del suelo [11]. Desde entonces
el namero de trabajos publicados que utilizan esta técnica
ha aumentado exponencialmente (ver “Bibliometria) y
siguen surgiendo nuevas aplicaciones.

Las técnicas de eDNA se encuentran estrechamente rela-
cionadas con las metodologias para la identificacién de
especies mediante marcadores moleculares. Estas tltimas
pueden clasificarse en funcién de si se identifica una o
varias especies simultdneamente (barcoding y metabarco-
ding, respectivamente) y el marcador molecular a utilizar
dependera del nivel taxonémico al que se quiera llegar en
la identificacién (Figura 1). Por tanto, el término eDNA
metabarcoding se utiliza para el conjunto de técnicas mole-
culares que se utilizan para analizar muestras medioam-
bientales en las cuales se tiende a identificar varios espe-
cimenes simultdneamente, pero cuya identificacién suele
llegar hasta niveles taxonémicos de género. Para tal fin se
utilizan marcadores especificos (marcadores disefiados
para un sistema de estudio determinado) ya que los con-
siderados como genéricos (generalmente analizados y
propuestos por el CBOL) suelen tener menor éxito de
amplificacién y, por tanto, plantean problemas técnicos
en la secuenciacion del material genético [8].

NIVEL DE
IDENTIFICACION

TIPO DE
MARCADORES

NIVEL ESPECIE

NIVEL GENERO,

FAMILAU

COMPLEJIDAD DEL

UN ESPECIMEN ADN EXTRAIDO

[}

VARIOS ESPECIMENES MUESTRA MEDIOAMBIENTAL
. N

Figura 1. Terminologia sugerida para la identificacion taxonédmica en
funcién de los marcadores moleculares utilizados, el nivel de identi-
ficacion y la complejidad del ADN extraido. Figura adaptada de [8].

La probabilidad de éxito del eDNA (entendida como la
identificacién de los especimenes presentes en la muestra
original) aumentara siempre que se minimice la degrada-
cién del ADN desde la recoleccién de las muestras hasta
el analisis de las mismas en el laboratorio. A continua-
cién, se describen los aspectos clave en la conservaciéon
del ADN.

2.1. Muestreo

Una de las principales ventajas del eDNA es que las
muestras se obtienen directamente del medio, sin nece-
sidad de observarse a primera vista material biolégico.
Pueden recolectarse del suelo, agua o aire debido a la
premisa de que todos los organismos se desprenden en
algtin momento de material genético a través de células
epiteliales, excreciones, pelo, etc (Figura 2). Por ejemplo,
se puede obtener el ADN localizado en muestras de sue-
lo o agua siempre y cuando contengan restos biol6gicos
tales como orina [12], heces [13], piel o cabello [14], ho-
jarasca o los exudados de las raices [15]. El eDNA forma
parte de los denominados muestreos no invasivos, que
son aquellos en los que no se interacciona directamente
con la especie a analizar para recolectar la muestra [16].
La principal diferencia entre el eDNA con los muestreos
no invasivos convencionales es que en el eDNA existe la
incertidumbre sobre si existe material genético o no en la
muestra recogida mientras que en el resto de muestreos
no invasivos siempre se espera recoger algo de material
genético aunque sea en concentraciones minimas o de-
gradado.
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Figura 2. Monitorizacion de la biodiversidad a través de eDNA meta-
barcoding en diferentes sustratos. Las tonalidades rojas para am-
bientes marinos, las verdes para estuarios, las naranjas para siste-
mas de agua dulce y las moradas para terrestres. Figura modificada
a partir de [9].

2.2. Conservacion del material.

Existe una gran importancia en la conservacion que haya
tenido el material biolégico (y, por tanto, el material gené-
tico) desde su liberacién en el medio hasta que se recoge
la muestra. Todo material orgénico se degrada paulati-
namente, pero dependiendo de las condiciones de alma-
cenamiento esta degradacién serda mayor o menor. Los
pardmetros que mayor repercusién tienen en la conserva-
cioén del ADN son el tiempo y la temperatura a la que se
conserva el material.

2.2.1. Tiempo

Existen dos etapas clave para la conservacién de las
muestras. El tiempo que transcurre desde que se libera la



muestra al medio hasta que es recolectada (primera etapa)
varia segun las condiciones fisico-quimicas del medio. Asi
por ejemplo, en aguas templadas las muestras pueden
conservar el ADN durante semanas, frente a los miles de
afios en permafrost seco y frio [17]. Por esta razén, la téc-
nica se ha utilizado en varias ocasiones para analizar dife-
rentes grupos taxondémicos de ADN antiguo, logrando
obtener material genético [18]. La conservacién y trans-
porte de las muestras una vez colectadas (segunda etapa)
cobran especial importancia para la aplicacién de las téc-
nicas de eDNA, ya que la cantidad y calidad del material
genético en las muestras (dependiendo del sustrato) suele
ser menor que el disponible en el material biolégico colec-
tado directamente de los individuos. Un método de con-
servacion no apropiado para el tipo de muestra a anali-
zar, por tanto, podria causar una pérdida importante del
ADN molde para seguir adelante con el muestreo genéti-
co. Existen hoy dia numerosas metodologias para tratar
de maximizar el rendimiento y calidad del ADN extraido
que se deberdn escoger con cautela en funcién del sustra-
to donde se haya realizado el muestreo (e.g. filtrado de
muestras de aguas y/o aire y conservacién en condicio-
nes de luz, humedad y temperatura controladas). Las
muestras obtenidas se pueden almacenar durante largos
periodos de tiempo a baja temperatura, obteniendo como
resultado un banco de muestras al que acceder cuando se
quiera para volver a analizarlo [19].

2.2.2. Temperatura

Dependiendo de la naturaleza de la muestra, se puede
recomendar la preparacién para su almacenamiento en
congeladores desde el momento en que las mismas sean
colectadas. El protocolo de almacenamiento generalmente
propuesto consiste en almacenar las muestras inmedia-
tamente a 4°C y trasladarse a congeladores (-20°C) antes
de haber pasado 48 horas (si se van a analizar a corto pla-
z0) o a -80°C para ser analizado a largo plazo [19]. Se ha
demostrado recientemente que las muestras de agua se
podrian conservar a temperatura ambiente hasta 14 dfas
antes de la degradacién del ADN que impida su extrac-
cién y caracterizacion [20].

Existen dos protocolos para envios que no tarden mas de
tres dias de muestras que se vayan analizar en otro labo-
ratorio. Por un lado, si las muestras se congelaron o liofi-
lizaron se deben mantener en los congeladores a -20°C
con el hielo seco que se utilizard para enviar hasta su des-
tino. Por otro lado, las muestras conservadas en etanol al
75% se pueden mantener a temperatura ambiente [21]. Sin
embargo, para determinados tipos de muestras (e.g. heces
o determinados tipos de agua) [22] se recomienda no rea-
lizar la extraccion de ADN nada mads recolectarlas, sino
almacenarlas por diferentes métodos de enfriamiento,
secado [23] (pero ver Hartb, Bainarda, & Klironomosb
(2010) como excepcién para ADN fangico), liofilizaciéon o
adicion de conservantes para posteriores andlisis [19].

2.3. Analisis de las muestras
En funcién de la naturaleza de la muestra puede ser nece-

sario realizar un preprocesamiento antes de la extracciéon
del ADN para mejorar la calidad de secuenciacién [25].
Lear et al., (2018) recomiendan para estos preprocesa-
mientos el uso de kits Qiagen DNeasy PowerSoil y Po-
werMax para la extraccion de ADN de suelo, sedimento,
heces y hojarascas, DNeasy PowerSoil para la extraccion
de ADN del tejido vegetal, DNeasy Blood y Tissue para la
extraccion en tejido animal en general y DNeasy Power-
Soil para macroorganismos de agua y hielo.

Los estudios de eDNA pueden centrarse en una o varias
especies (Figura 1), para lo cual se utilizan cebadores es-
pecificos o genéricos, respectivamente [17]. Los cebadores
utilizados deben de tener una longitud en pares de bases
lo suficientemente corta para poder unirse a fragmentos
degradados de ADN que idealmente sean idénticas pero
variables entre especies [26]. Para los trabajos de eDNA
metabarcoding, por tanto, se recomienda i) multiplexar los
cebadores (es decir, combinar varias parejas de cebadores
en una misma reaccién), ii) que los organismos que se
intente identificar sean reciprocamente monofiléticos y,
en la medida de lo posible, iii) que coincidan con las bases
de datos existentes para los grupos taxonémicos que se
quieran estudiar [27].

3. ADNAMBIENTALENLAERADELA
GENOMICA

El avance de las tecnologias de secuenciacién automa-
tica junto a la creciente necesidad de secuenciacién masi-
va que minimice los tiempos y costes promovi6 el desa-
rrollo de la denominada secuenciacién masiva (New Gene-
ration Sequencing, NGS) [8]. Las técnicas NGS son un con-
junto de técnicas de secuenciaciéon genética de alto rendi-
miento que permiten secuenciar de forma rapida secuen-
cias largas (Mb) del genoma y en paralelo (es decir, varias
muestras simultdneamente). Con NGS se obtienen dece-
nas de miles de pares de bases reduciendo a unas cuantas
horas el tiempo que hasta hace pocos afios requeriria me-
ses de trabajo [28]. Por tanto, NGS ofrece un salto cualita-
tivo y cuantitativo del rendimiento adquirido con las téc-
nicas de secuenciacién previas. Los secuenciadores NGS
redujeron el tiempo empleado y aumentaron la longitud
de los fragmentos secuenciados, todo ello a costes més
reducidos (pasando de 10$ por nucledtido en 1990 utili-
zando secuenciacién automatica de Sanger a 0,01$ utili-
zando secuenciadores NGS en 2005), aumentando de este
modo el rendimiento.

4. APLICACIONES DEL ADN AMBIENTAL

El ntimero de estudios relacionados con el ADN am-
biental creci6 de manera exponencial a partir de 2012,
fundamentalmente por el desarrollo de las técnicas de
secuenciacién masiva y la competencia en el mercado de
las distintas plataformas de secuenciaciéon. Una conse-
cuencia directa fue el aumento exponencial (ver Bibliome-
trfa) del namero de aplicaciones de esta técnica a diversas
disciplinas dentro de las Ciencias de la Vida. Todas tienen
en comun la misma finalidad (identificar especies o cono-
cer sus habitos -e.g. dieta-) y las difiere el contexto y apli-



caciéon de la metodologia. Por ejemplo, una muestra de
excremento se puede utilizar para identificar la dieta del
animal que la defecé (andlisis de dieta) o para identificar
al propio animal que la defecé. En este dltimo caso, la
identificaciéon taxonémica puede servir para contribuir a
la conservacion de unas especies [29], [30] o, por el con-
trario, para evitar en la medida de lo posible el estableci-
miento de otras no deseadas (e.g. especies invasoras). Con
la informacién recogida se puede describir y analizar la
distribucion y diversidad de especies y comunidades [31]
o identificar organismos que estén o hayan estado de
transito y que pasen desapercibidos con las técnicas de
muestreo tradicionales [19]. A continuacion, se detallan
algunas de las principales aplicaciones del eDNA trans-
versales a las diferentes areas dentro de las Ciencias de la
Vida.

4.1. Ecosistemas antiguos

Conocer cémo fueron los ecosistemas en tiempos pasados
y compararlos con los actuales resulta de utilidad para la
gestion y conservacion de la biodiversidad. Estas aplica-
ciones cobran especial interés en el marco de un mundo
afectado por el cambio global y la amenaza de introduc-
cién de especies invasoras [9]. Por ejemplo, se pudo re-
construir la historia floristica local en torno a un lago ana-
lizando el ADN sedimentario [32]. Francesco Ficetola y
comparfieros estudiaron [33] el impacto de una especie
invasora animal (el conejo europeo) sobre las comunida-
des de plantas en las Islas Kerguelen (un remoto archipié-
lago subantartico). En este estudio, los autores monitori-
zaron el deterioro de las comunidades vegetales desde el
momento en que trazas del ADN de una especie de cone-
jo invasor comenzé a detectarse mediante muestreos y
técnicas de eDNA. El eDNA también es ttil para el andli-
sis de la evolucién en el tiempo de la dindmica ecoldgica
en poblaciones, comunidades o ecosistemas [34].

En general, se recomienda la combinacién de técnicas de
metabarcoding junto a las de eDNA para minimizar errores
asociados a ambas metodologias en el estudio y recons-
trucciones de ecosistemas antiguos [35], [36], puesto que
el tiempo y las diferencias climaticas provocan un aumen-
to en la degradacién del ADN.

4.2. Interaccion planta-polinizador

Las especies polinizadoras son esenciales para la conti-
nuidad de la vida humana y su diversidad se esta viendo
reducida notablemente en las ultimas décadas [9]. La
aplicacion de eDNA al estudio de las interacciones plan-
ta-polinizador ha contribuido a la conservacién de ambos
mutualistas, siendo el estudio del polen transportado por
los polinizadores mediante eDNA la mayor contribucién
a esta aplicacion. Las metodologias anteriores requieren
de grandes inversiones de tiempo y esfuerzo debido a que
se basaban en observaciones directas en el campo, ade-
mas de requerir una gran formacién y experiencia en
identificacién taxondémica de plantas a través del polen
recolectado [9].

Un estudio comparativo entre los métodos tradicionales y

el metabarcoding concluyé que la aplicaciéon del eDNA
para los taxones mas abundantes no suponia una gran
ventaja, puesto que la coincidencia en los resultados entre
ambos métodos era del 92% [37]. La verdadera contribu-
cién del eDNA se observé al considerar los taxones con
menor representacion relativa, puesto que la coincidencia
entre ambos métodos se redujo por debajo el 50%, encon-
trando especies en un método que el otro omitia.

4.3. Analisis de dieta

Las técnicas tradicionales para el analisis de la dieta se
basan en la identificacién de especies utilizando material
alimenticio parcial o totalmente digerido. Estas metodo-
logias son especialmente complicadas en el estudio de
dieta de especies raras, acudticas o nocturnas (entre otros)
debido a la dificultad de encontrar muestras de estas es-
pecies. [38]. Asimismo, la degradacién parcial o total de
los restos bioldgicos digeridos causa que la identificacion
de los mismos requiera de especialistas y, en numerosas
ocasiones, sea imposible. La aplicacion del metabarcoding
al analisis de dieta se ha postulado como una técnica mas
fiable debido a la resolucién taxonémica que se consigue
a partir del material biolégico obtenido en los restos de
dietas [39]. Esta afirmacion es mas relevante atn en el
estudio de herbivoros y depredadores donde la adicién
de un cebador especial de bloqueo a la PCR reduce la
amplificaciéon de ADN no diana. [40][41]. El eDNA permi-
te, ademas, identificar especies incluso sin necesidad de
encontrar trazas de material genético de estas sino, por
ejemplo, identificando parésitos de las especies depreda-
das en la muestra. [42]

El eDNA no solo se ha utilizado para la caracterizacién de
la dieta sino también para estudios relacionados con la
ecologfa de la alimentacién vy el control de la alimenta-
cién suplementaria [43]. Ademads, la aplicacién de técnicas
de eDNA han mostrado su eficacia en el andlisis de la
capacidad de carga de un ecosistema. Por ejemplo, utili-
zando técnicas de eDNA, se concluy6 que el aumento en
el namero de individuos de una especie en un ecosistema
determinado agotaba los recursos alimenticios y tenia
consecuencias negativas para el equilibrio ecosistémico
[42].

4.4. Deteccion de especies invasoras

Las especies invasoras son aquellas que se encuentran
fuera de su area de distribucién natural y que pueden
causar alteraciones en los ecosistemas. Se consideran,
ademads, “exéticas” si han sido introducidas por el ser
humano y suponen una de las mayores amenazas para los
ecosistemas y biodiversidad [9]. Por ejemplo, las aguas de
arrastre transportadas por grandes buques [44] fuerzan el
movimiento de especies a regiones donde no se encontra-
ban de forma natural, causando alteraciones de las inter-
acciones ecolodgicas (especies acudticas invasoras). Se
realiz6 un muestreo en barco desde el Mar del Norte has-
ta los trépicos y analizaron las aguas de lastre en su viaje
descubriendo que si se transportaban especies que se con-
sideran invasivas en sus éareas de introducciéon [45]. Ese



mismo afio, se publicaron dos articulos donde se compa-
raban las técnicas tradicionales (monitoreo de rutina y
andlisis morfolégicos visuales) con el metabarcoding, este
altimo consiguié identificar un mayor ntimero de espe-
cies [46], [47].

Uno de los mayores problemas para la erradicacién de
estas especies acuaticas invasoras es la dificultad para
identificarlas en estados larvarios y juvenil, por lo que
pasan desapercibidas en las primeras fases de invasiéon y
dificultan enormemente su erradicacién cuando existen
adultos reproductores. [48]. El eDNA ofrece una detec-
cion temprana, permite identificar ADN aun estando en
un porcentaje inferior al 0.5% del total de la muestra [48],
tiene la capacidad de detectar taxones diferentes simulta-
neamente y se puede utilizar tanto en aguas dulces como
en aguas saladas. Pese a esto, se recomienda precaucién a
la hora de interpretar los resultados y especialmente al
cuantificar la biodiversidad utilizando informacién de
presencia/ausencia de las especies [49] [48]. En la identi-
ficacion de especies invasoras mediante eDNA son fre-
cuentes los falsos positivos y negativos debido a la pre-
sencia de material genético de individuos muertos o erro-
res en la resolucién taxonémica (relacionados con la espe-
cificidad de los cebadores), entre otros [50]. Los errores en
la identificacion de especies pueden tener consecuencias
negativas tanto en la inversiéon econdémica (dinero mal
invertido) como en la gestién de los ecosistemas (falsos
negativos de especies invasoras suelen finalizar con una
invasién que se podria haber evitado) [51], [52].

4.5. Respuesta a la contaminacion.

El eDNA también puede aplicarse al estudio de las res-
puestas del medio ambiente ante los cambios provocados
por la contaminacién. Se usa, ademads, para averiguar las
probabilidades de una especie de sobrevivir o no a un
contaminante y asi obtener informacién sobre la gravedad
del mismo [9]. Un claro ejemplo del efecto de los conta-
minantes sobre los ecosistemas y la biodiversidad es el
efecto de las prospecciones petroleras sobre los ecosiste-
mas marinos. Gracias a los estudios que utilizan eDNA se
concluyé que los metazoos son los mas afectados por la
contaminacién derivada de la actividad petrolifera, ha-
llandose cambios en las estructuras de las comunidades
existentes en el sedimento que rodea la plataforma, que
incluian metazoos asi como algunos taxones protistas
[53].

Se ha observado, ademads, que existen bacterias que pue-
den utilizarse como bioindicadores, al sobrevivir en areas
expuestas a los hidrocarburos (que explotan como recurso
tréfico). La identificacion de estas bacterias mediante
eDNA permite categorizar el grado de contaminacién de
un area determinada [54]. Del mismo modo estudiaron
las comunidades fungicas y bacterianas de suelo de la
rizosferas de sauces (Salix spp.) y del suelo de una anti-
gua planta petroquimica, obteniendo como resultado
cambios drasticos en las comunidades fangicas y una
disminucién de la diversidad bacteriana [55]. Los resi-
duos nucleares también son susceptibles de ser identifi-
cados e incluso cuantificados mediante eDNA. Asi por

ejemplo, utilizaron las comunidades microbianas para
cuantificar el grado de contaminacién por residuos nu-
cleares, y concluyeron, que estas comunidades microbia-
nas pueden ser usadas como marcadores ambientales
para evaluar el impacto de los residuos nucleares [56].
Otro ejemplo de la aplicacién del eDNA para la evalua-
cion del impacto ambiental causado por las actividades
humanas es su aplicaciéon para el estudio de las zonas
aledafias a las piscifactorfas. Pawlowski y colaboradores
demostraron que los foraminiferos son un sistema de es-
tudio éptimo para determinar el impacto de la acuicultu-
ra y otras actividades en el medio marino [57]. Entre otras
conclusiones de su trabajo, mostraron que la riqueza es-
pecifica (i.e. el nimero de especies) disminuia cuanto mas
cerca de la piscifactoria se estimara dicho indice. Las co-
munidades bacterianas pueden ser también buenas indi-
cadoras del impacto producido por las piscifactorfas, de-
bido a que la composicién bacteriana estd muy relaciona-
da con el enriquecimiento orgénico de la zona [58].

Los metales pesados destacan entre los contaminantes
mas agresivos y con mayor impacto ambiental. La micro-
biota del suelo es fundamental para su productividad y
los efectos de la contaminacién son determinantes para la
estructura de estas comunidades. Azarbad y comparieros
[59] estudiaron los efectos del zinc y plomo sobre la mi-
crobiota en un suelo contaminado y concluyeron que es-
tos metales pesados afectaban a la estructura, pero no a la
variabilidad taxonémica o la composicién de la comuni-
dad. El mercurio es otro de los metales mas contaminan-
tes en los suelos. Sus efectos sobre la biodiversidad se han
demostrado tanto en medios terrestres [60] como marinos
[61], en estudios centrados en las comunidades de hongos
y foraminiferos benténicos (respectivamente).

4.6. Analisis de la calidad del aire

La contribuciéon del eDNA en el campo de la biomedi-
cina ha sido especialmente notoria, puesto que las técni-
cas tradicionales son demasiado laboriosas y poco efi-
caces [62]. El analisis del aire se realiza tanto en am-
bientes naturales, como en ambientes cerrados (e.g. hospi-
tales) [63] y suele centrarse en la caracterizacién del mi-
crobioma, comunidades fiingicas y/o polen en suspen-
sion. El estudio del microbioma existente en el aire permi-
te evaluar sus posibles efectos sobre la salud humana y el
medio ambiente. Relacionado con el ambito de la salud
publica estd el estudio de la diversidad taxonémica de las
comunidades fangicas en el aire por sus efectos toxicos
y/o alergénicos [64]. Los estudios anteriores al eDNA se
centraban en las propiedades fisicas y quimicas y la ma-
yoria de los datos existentes sobre las comunidades mi-
crobianas en el aire son a nivel familiar o de género y no
dan informacién sobre sus potenciales alérgenos y pato-
genos. Por el contrario, con el eDNA si se consigue identi-
ficar a nivel de especie. Al analizar el aire de Pekin duran-
te un evento de smog fotoquimico se logré identificar la
mayoria de los taxones llegando a nivel de especie y de-
tectaron alérgenos y otros patégenos microbianos respira-
torios [65].

El metabarcoding ha demostrado ser una herramienta
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atil a la hora de identificar polen en el aire de muestras
ambientales, por eso, Leontidou y colaboradores [66]
propusieron un protocolo de preparacién de muestras y
extracciéon de ADN para el polen de muestreos de aire.
Los autores concluyeron que el metabarcoding tiene una
mayor resolucién taxondémica incluso en muestras com-
plejas.

4.7. Inconvenientes comunes para las aplicaciones
Existen algunas conclusiones transversales a todas las
aplicaciones anteriormente descritas. Por un lado, si bien
se observa una mayor resolucién taxonémica con respecto
a las técnicas tradicionales [64], [67] se recomienda que se
usen conjuntamente debido al sesgo en la identificacion
inherente a cada técnica [35] [68][69]. En general, este ses-
go suele deberse a que el eDNA identifica peor las molé-
culas encontradas en menor proporcion debido al sesgo
en la amplificacién y secuenciaciéon de ADN, problema
que se esta logrando solventar [48]. A modo de resumen,
se puede afirmar que las aplicaciones del eDNA suelen
verse limitadas por la propia generacion de las bibliotecas
genéticas, las tasas de degradaciéon del ADN dependiendo
de la especie y el sustrato muestreado y la contaminacién
de las muestras [9], [32], [70], [71] (Ver “Técnica y aspec-
tos metodolégicos”).

5. BIBLIOMETRIA

El analisis del impacto del eDNA en materias relacio-
nadas con los recursos naturales se realizé mediante un
analisis bibliométrico de publicaciones en la base de datos
Web Of Science (WoS) (www.webofknowledge.com). Da-
do que el ntiimero de publicaciones anteriores al afio 1980
suponen un escaso 1.1% y que estas publicaciones no tie-
nen una relacién real con la técnica, se restringié la bus-
queda al periodo de tiempo comprendido desde 1980 has-
ta la actualidad. Con estas palabras clave se obtuvieron
2867 publicaciones sin filtrar por el drea de conocimiento
(Figura 3). La extension y aplicacién del eDNA en el do-
minio de Ciencia y Tecnologia queda constatado al obser-
varse un importante crecimiento exponencial a lo largo de
esta dltima década, llegando a cuantificarse en un 308.9%
el incremento del nimero de publicaciones en el periodo
de 2014 a 2018.
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Figura 3. Publicaciones basadas en eDNA por afnos

El eDNA se ha utilizado de manera similar en las seis

areas de conocimiento estudiadas (1958.14 +119.87) (me-
dia * desviacién estandar), si bien destacan levemente las
areas de Biologia (n= 2174) y Microbiologia (n= 2070). Se
seleccionaron las areas de Biogeografia y Biodiversidad,
Biologia, Botanica, Cambio Climatico, Ecologfa, Microbio-
logia y Zoologia) ya que son disciplinas basadas en las
ciencias experimentales y, como tal se basan en datos re-
cogidos de muestreos (Figura 4). Dado que en todas ellas
se han descrito sesgos debido a errores de muestreo, es
légico, que sean también aquellas disciplinas que més
hayan tratado de adaptar el eDNA a sus intereses.

6. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Dado que la obtencién de genomas esta siendo cada vez
factible y econémico, los trabajos ahora se dirigen a re-
ducir las tasas de error de secuenciacién, mejorar las téc-
nicas bioinforméticas que permitan ensamblar las secuen-
cias obtenidas y a las mejoras tecnoldgicas. Ya existen
algunos de estos instrumentos como el “Biomeme two03”
de la empresa “Biomeme, Inc.”, un dispositivo para PCR
de mano con la capacidad de detectar hasta tres taxones
diferentes [73] o secuenciadores masivos como los desa-
rrollados por la empresa britanica “Oxford Nanopore”
que ya ha comercializado “MinlON”, un secuenciador
masivo del tamarfio de una memoria USB.

La importancia de reducir el tamafio hasta poder utili-
zarlo como material portatil, que puedan detectar, am-
plificar e incluso secuenciar eDNA, resulta ttil sobre todo
en entornos remotos [74]. La reduccién en el tamafio de
los dispositivos permitiria realizar muestreos de eDNA
de forma automaética (como las boyas de muestreo de de-
rrames de petréleo), combinando la tecnologia para
transmitir datos en vivo con el proyecto de mapeo en 3D
de la superficie de la Tierra. Esto, llevado a gran escala,
permitird realizar muestreos remotos a lugares inaccesi-
bles, como el Artico o las profundidades de los océanos.

' 210
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Figura 4. Niumero de publicaciones y revisiones por area de conoci-
miento indexadas en WoS desde 1980
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Uso de nanoparticulas de gliadina como
terapia frente a enfermedades varias

Beatriz Pacheco-Sanchez, Miguel Salazar-Martinez

Resumen—Las nanoparticulas han sido ampliamente estudiadas en aplicaciones farmacéuticas para facilitar la liberacion de
principios activos, dirigir farmacos a su diana terapéutica, permitir atravesar barreras fisioldgicas tisulares y celulares, o
proteger a agentes terapéuticos inestables frente a las condiciones de las distintas vias de administracion, entre otras. Este
articulo pretende dar a conocer el uso de las nanoparticulas de gliadina como potencial herramienta en el transporte de
medicamentos, gracias a su capacidad de adhesién a la mucosa gastrointestinal, justificada por su composicién aminoacidica;
siendo de gran utilidad en el tratamiento de enfermedades del tracto digestivo, no dejando de lado sus aplicaciones en la
direccién de farmacos a tumores especificos, y la capacidad de la propia gliadina como moduladora del sistema inmune.
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1. INTRODUCCION

Actualmente la administracién de medicamentos por
via oral es la forma mas aceptada tanto para los pa-

cientes como para el personal sanitario. Sin embargo,
la eficacia de multitud de farmacos presenta limitaciones
cuando son administrados por esta via. Dicha eficacia y/o
disponibilidad oral puede estar condicionada por el tiem-
po de residencia de la forma farmacéutica en las diferen-
tes regiones del tracto gastrointestinal, por una baja o
parcial solubilidad del compuesto activo en los fluidos
gastrointestinales (farmacos lipdfilos), por una baja o res-
tringida permeabilidad para atravesar la mucosa (farma-
cos de naturaleza hidrofila), y por la presencia de enzimas
y de condiciones fisico-quimicas desfavorables que pue-
dan inducir la degradacion del farmaco [1].

Con el fin de aumentar el tiempo de residencia de un far-
maco en contacto con su lugar de accion o absorcién, el
uso de sistemas de liberacion de adhesivos es una buena
estrategia [2]. Estos sistemas son capaces de aumentar el
tiempo de contacto con la mucosa y permitir el estable-
cimiento de un gradiente de concentracion de farmaco
entre la forma farmacéutica y el soporte bioldgico. El
mencionado gradiente permite incrementar, de manera
significativa, la cantidad de farmaco que es capaz de ab-
sorberse o de ejercer su accion en el lugar donde se en-
cuentra inmovilizado el mismo [3]. El principal objetivo de
las formas farmacéuticas adhesivas sera, por tanto, au-
mentar la biodisponibilidad oral y la eficacia de los farma-
cos, siendo las nanoparticulas una potencial herramienta a
emplear para solventar los problemas derivados de la baja
biodisponibilidad oral de numerosos farmacos.

Se han estudiado varios tipos de nanoparticulas como
portadoras de medicamentos para mejorar la admistra-
cion de farmacos y su liberacién controlada, siendo pro-
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metedores los polimeros naturales al presentar menor
toxicidad, y mayor seguridad y estabilidad. Dichas nano-
particulas son administradas por via oral en forma de sus-
pension con el objetivo de que difundan en el medio, pu-
diendo ser inmovilizadas en la superficie intestinal por un
fendmeno conocido como bioadhesién. Ademas, su pe-
quefo tamano les permite penetrar a través de la capa de
mucus y asi alcanzar el epitelio de la mucosa [4]. En con-
creto, las nanoparticulas de gliadina son interesantes por
su elevada capacidad de mucoadhesion [1]. En este articu-
lo se exponen algunas de las aplicaciones que ya estan
siendo investigadas para aprovechar tales propiedades en
virtud de un beneficio médico.

2. NANOPARTICULAS DE GLIADINA

La gliadina (Fig. 1) es una glucoproteina natural, extraida
del gluten de trigo (y de otros cereales del género 7r/-
ticum), que tiene la capacidad de adherirse a la capa mu-
cosa del estdbmago debido a su propiedad mucoadhesiva.
Esta es resultado de varias interacciones como enlaces de
hidrogeno, fuerzas de Van der Waals o penetracién meca-
nica.

Esta proteina mucoadhesiva es polimdrfica y puede ser
clasificada, en funcién de su movilidad electroforética, en
cuatro fracciones: alfa-, beta-, gamma-, y omega-
gliadinas. A su vez, respecto a la composicidon en aminoa-
cidos, la gliadina posee cantidades importantes de resi-
duos apolares y neutros, principalmente glutamina (alre-
dedor del 40%), un elevado contenido en prolina (14%) y
una baja proporcion en aminoéacidos cargados [6].

Las interacciones adhesivas que caracterizan a las nano-
particulas de gliadina pueden ser debidas al desarrollo de
puentes de hidrégeno entre los grupos amino de la glu-
tamina y los grupos polares de la mucosa. Sin embargo, la
gliadina también posee una importante cantidad de ami-
noacidos apolares que pueden ser utilizados para el desa-
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rrollo de uniones hidrofébicas con dominios hidrofébicos
de la mucosa [7].

Fig. 1. Estructura proteica tridimensional de la gliadina [5].

Dichas particulas son interesantes para el desarrollo de
nuevos tratamientos en relacién a patologias asociadas al
estdbmago como Uulceras (promoviendo la erradicacién de
la bacteria patégena Helicobacter pylori), como vector de
liberacién de farmacos en tratamientos oncolégicos, y
como vias de tratamiento inmunomodulador en la enfer-
medad celiaca.

3. Uso DE NANOPARTICULAS DE GLIADINA EN
MEDICINA

3.1. Aplicacion en patologias estomacales

Con el fin de saber més acerca del comportamiento y po-
tencial bioadhesivo de las nanoparticulas de gliadina en el
tracto gastrointestinal, particularmente en el estbmago, se
llevd a cabo un estudio consistente en la administracion
de nanoparticulas de gliadina marcadas con carbazol (las
cuales tenian un tamafo aproximado de 450 nm), me-
diante via oral, a ratas de la linea de laboratorio “Wistar"
[1]. El carbazol es un marcador fluorescente que puede ir
asociado a las nanoparticulas, de forma que permite
cuantificar mediante espectrofluorometria la presencia de
estas en una localizacién determinada. Tras la administra-
cion, se sacrificaron por dislocacién cervical estos anima-
les modelo, retirandoles el tracto gastrointestinal, el cual
fue dividido en tres regiones anatémicas: estbmago, intes-
tino delgado y ciego. Ademas, se abrieron las mucosas y
se lavaron con solucion salina para eliminar la fraccién de
nanoparticulas no adherida a estas. Finalmente se extrajo
el carbazol mediante adicion de metanol y centrifugacion.
Se realizaron rectas de calibrado para estudiar la adhesion
obtenida para las nanoparticulas empleadas. La cantidad
de nanoparticulas adheridas a la mucosa gastrointestinal
se calculd a partir de la cuantificacion del marcador fluo-
rescente encontrado en cada uno de los segmentos del
tracto. Transcurridos 30 minutos tras su administracion a
los animales, alrededor del 25% de la dosis inicial se en-
contraba adherida a la mucosa del tracto gastrointestinal.
Mas del 80% de esa fraccion adherida se localizaba en el

estobmago. Aunque el perfil bioadhesivo no variaba con el
tiempo, transcurrida 1 hora desde la administraciéon de las
nanoparticulas, Unicamente el 8% de la dosis inicial podia
encontrarse aun en el estbmago. Auln asi, la presencia de
nanoparticulas adheridas a la mucosa del intestino o del
ciego era despreciable, incluso en el momento de la ad-
ministracion, concluyéndose el potencial y caracteristico
efecto bioadhesivo que poseen las nanoparticulas de
gliadina en el estbmago con respecto a las otras zonas del
tracto (Fig. 2).
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Fig. 2. Perfil bioadhesivo de las nanoparticulas de gliadina tras

la administracion oral en ratas “Wistar”. Sto: estémago, | (1 a 6):

porciones intestinales, Ciego: ciego. Extraida de Arangoa et al.,
2004 [1].

3.2. Aplicacion en tratamientos oncologicos

Los vectores portadores de medicamentos juegan un pa-
pel importante en los controles de toxicidad inespecifica
de medicamentos libres, que son poco solubles e inesta-
bles. Para reducir la toxicidad inespecifica de los medica-
mentos contra el cancer estos pueden cargarse en una
nanoparticula que los dirigan a las células tumorales.

Varios tipos de agentes terapéuticos han sido empleados
en la terapia contra el cancer. Un ejemplo es la ciclofosfa-
mida, la cual se ha utilizado para tratar el retinoblastoma,
el neuroblastoma, el cancer de pulmon y el cancer de pe-
cho [8]. Aunque la ciclofosfamida es efectiva para la tera-
pia contra el cancer, esta dafa los tejidos. Para combatir
este problema, la ciclofosfamida ha sido cargada dentro
de nanoparticulas que, de forma segura, entregan el me-
dicamento a su diana, evitando, ademas, la temprana de-
gradacion de este debida al ambiente acido del tracto
digestivo.

Gulfam y su grupo de investigacién demostraron en 2012
que nanoparticulas de gliadina cargadas con farmacos
contra el cancer podian adherirse a la superficie de las
células cancerosas para inducir la apoptosis, dado el po-
tencial muco-bioadhesivo de la gliadina [8]. En concreto,
se concluyd que nanoparticulas de gliadina cargadas con
ciclofosfamida inducirian la apoptosis de células del can-
cer de mama con la consecuente inhibicién del crecimien-
to tumoral, confirmando dicho efecto apoptético poste-
riormente mediante un andlisis de transferencia Western
blot.
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Es por tanto que, segun los resultados del estudio, las
nanoparticulas de gliadina cargadas con farmacos contra
el cancer podrian ser una herramienta poderosa a aplicar
en posibles terapias anticancerosas.

3.3. Aplicacion en tratamientos de celiaquia

El uso de nanoparticulas de gliadina para tratar la celia-
quia es una terapia bastante novedosa, basada en la ca-
pacidad de estas particulas de actuar como moduladores
del sistema inmunolégico [9].

La celiaquia, que afecta hoy en dia al 0,3-2,4% de la po-
blacién mundial, es una afeccidén causada por el dafio al
revestimiento del instestino delgado derivado de una
reaccion a la indigestion del gluten. Gluten es el nombre
que reciben las proteinas de almacenamiento o reserva
contenidas en el trigo, la cebada y el centeno. A su vez, la
fraccion del gluten del trigo soluble en alcohol corres-
ponde con la gliadina.

La predisposicién a desarrollar la enfermedad celiaca
puede conducir a la pérdida de la tolerancia inmune a la
gliadina durante la infancia, la adolescencia o la edad
adulta. Dicha pérdida de tolerancia es causada por un
fallo en la regulacion de los linfocitos T especificos de la
gliadina dentro del sistema inmune, que conlleva la des-
truccion de la mucosa intestinal. La principal solucién has-
ta el momento para la enfermedad celiaca consiste en
llevar una dieta libre de gluten.

Ante esta situacion, el inmundlogo Tobias Freitag y su
equipo de investigacion han desarrollado y probado unas
nanoparticulas de poli(lactico-co-glicdlico) que contienen
gliadina para el tratamiento inmunomodulador de la en-
fermedad [9]. En su estudio observé que cuando las na-
noparticulas (de forma esférica y con 500 nm de tamano)
se inyectan en la sangre de ratones con diferentes mode-
los de la enfermedad se produce una reduccion significa-
tiva de los marcadores de activaciéon de las células T espe-
cificas de gliadina, de la inflamacién, y del dafio tisular. La
absorcion de estas nanoparticulas por las células presen-
tadoras de antigeno induce tolerancia inmune. Otra ob-
servacion tras el tratamiento con estas nanoparticulas fue
la induccién de perfiles de expresion génica asociados
con la tolerancia inmune.

Estas consideraciones respaldan el concepto de que es
posible reprogramar el sistema inmune en pacientes ce-
liacos instruyendo a los linfocitos T para que toleren el
gluten nuevamente, pudiendo ser este tipo de tratamien-
tos una posible via para la cura de la enfermedad.

3.4. Otras aplicaciones

Se sabe que el a-tocoferol o vitamina E actia como un
fuerte antioxidante para prevenir la acumulacién de pé-
roxidos celulares. La exposicidon a especies reactivas de
oxigeno induce un aumento de la peroxidacion de lipidos
que puede causar lesiones en diferentes partes del cuer-

po. Promueve, por ejemplo, cataratogénesis, enfermeda-
des cardiovasculares derivadas de la toxicidad de los pe-
roxidos lipidicos hacia las células endoteliales de los vasos
sanguineos, o dafios en la piel relacionados con la pérdida
de inmunidad celular (promoviendo el envejecimiento
prematuro de esta, un incremento de su fragilidad, e in-
cluso el desarrollo de melanomas) [10].

La vitamina E parece ser una de las encargadas de elimi-
nar radicales libres por su accidén antioxidante, previniento
el daflo agudo o crdnico. Sin embargo, el a-tocoferol es
degradado en presencia de oxigeno y debe protegerse de
la luz, el calor y el contacto prolongado con el aire, lo que
debe ser tenido en cuenta a la hora de desarrollar las
formas de administracion de este.

Con el objetivo de superar dichos inconvenientes se for-
mularon, como sistema interesante para la liberacién con-
trolada de vitamina E, vectores portadores realizados en
base a nanoparticulas de gliadina. La gliadina posee la
capacidad de interactuar con la queratina epidérmica,
debido a su riqueza en prolina. Aprovechando esta capa-
cidad de interaccion se desarrollaron nanoparticulas de
gliadina conteniendo vitamina E (de un didmetro medio
de 900 nm). Estas nanoparticulas han demostrado ser
eficaces como vectores portadores, con una eficiencia de
encapsulamiento de la vitamina E de al menos un 77%
[10].

5. CONCLUSIONES

A la luz de todas las novedosas aplicaciones médicas que
estan surgiendo de la investigacion con las nanoparticulas
de gliadina, y la traduccién de estas investigaciones en
resultados exitosos, puede afirmarse que este campo de
investigacién es potencialmente interesante como para
ser un nuevo foco de busqueda de tratamientos frente a
otras muchas enfermedades. Basandose en estas nano-
particulas podra ampliarse en un futuro la investigacion
hacia un abanico mas grande de, por ejemplo, canceres, o
tratar de dilucidar los mecanismos para hacerlas finalmen-
te efectivas frente a enfermedades gastrointestinales de la
mucosa del intestino o del ciego, logrando ampliar el ran-
go de afecciones a tratar con esta eficiente técnica.

Se concluye que las nanoparticulas de gliadina ofrecen un
enorme potencial en el &mbito biomédico, principalmente
debido a su naturaleza orgénica, presentando interés por
su elevada biocompatibilidad. Su empleo asegura una
eficacia en los tratamientos y la reduccién de los efectos
secundarios derivados de los procedimientos actuales.
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Un enfoque general de las nanovacunas

Ana Batanero Mantero, Ana Gil L6pez

Resumen—Con el avance de la tecnologia y la necesidad de desarrollar nuevas vacunas mas seguras y eficientes, se
empezaron a desarrollar antigenos expresados de forma recombinante. Estas vacunas, aunque son mas tolerables, son menos
inmunogénicas, por lo que para aumentar la inmunogenicidad se han utilizado diferentes sistemas de administracion de
antigeno o adyuvantes. En este sentido, la nanotecnologia esta siendo de gran utilidad en el desarrollo de vacunas, para la
profilaxis de diversas enfermedades infecciosas, asi como para el tratamiento de otras patologias como el cancer.

Palabras Claves— Adyuvantes, Antigeno, Nanotecnologia, Nanovacunas, Profilaxis.

1. INTRODUCCION

lo largo de la historia, las vacunas han resultado ser

una estrategia farmacolégica eficaz y segura para

erradicar o disminuir la presencia de muchas enfer-
medades. El concepto de vacunacién nacié como conse-
cuencia de los experimentos realizados por Edward Jen-
ner, que en el siglo XVIII demostré que personas infecta-
das por viruela y que se recuperaban al inocular fluido
varioloso bovino, quedaban inmunizadas frente a la va-
riante humana de la enfermedad. Ademas, evidencié que
el fluido de las lesiones que aparecian tras la inoculacion
se podia usar para inmunizar a otra persona [1].

Las vacunas son productos biolégicos que tienen como
finalidad generar una respuesta inmune y memoria in-
munoldgica efectiva, para asi evitar los efectos nocivos de
la enfermedad a la que estan dirigidas y prevenir dicha
enfermedad en personas vacunadas [1].

En la actualidad, la mayoria de las vacunas que se ad-
ministran estan basadas en el uso de microorganismos
inactivados o vivos atenuados, pero estas presentan peli-
gros de reversion del organismo cuestionando, en ocasio-
nes, su seguridad y efectividad [2]. El avance de la tecno-
logia y la necesidad de desarrollar nuevas vacunas con
mayor seguridad y eficiencia para tratar enfermedades ya
conocidas y enfermedades emergentes, como el COVID-
19, ha desencadenado la btusqueda de nuevas estrategias,
siendo una de ellas el uso de la nanotecnologia [3].

2. DESARROLLO DE NANOVACUNAS

La nanotecnologia es el campo de la ciencia que se ocupa
de los objetos que tienen un tamafio nanométrico. Una
nanoparticula es un objeto individual dentro de la nano-
escala que puede funcionar como unidad independiente.
Los materiales que se utilizan para la sintesis de las nano-
particulas (NPs) son muy diversos, como polimeros orga-
nicos, materiales inorganicos y macromoléculas biol6gi-
cas [4].

El desarrollo de nuevas vacunas mas seguras y eficien-
tes ha sido posible gracias al avance de la tecnologia. La
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estrategia fundamental para ello fue el desarrollo de anti-
genos recombinantes, que permitieron la sintesis de va-
cunas de subunidades. Estas vacunas, a pesar de ser mds
tolerables, tienen poca inmunogenicidad, por lo que se
han empleado distintos sistemas de administraciéon del
antigeno o adyuvantes, para estimular, reforzar y alargar
la respuesta inmune aumentando la eficacia de la vacuna.
De estos sistemas existen dos tipos: los inmunoestimula-
dores, que estimulan el sistema inmunitario; y los siste-
mas de administracién, que transportan y presentan la
vacuna al sistema inmunitario del huésped [1], [4]. En
este punto, entra en juego la nanotecnologia, que se pue-
de usar como potenciador de la respuesta inmune o como
sistema de transporte del antigeno hasta su lugar de ac-
cién. Ademas de la posibilidad de transportar el adyu-
vante y el antigeno juntos, para potenciar la respuesta
inmune. Para esta funcién de vectorizacién, es muy im-
portante que haya una buena asociacién entre el antigeno
y la nanoparticula. Esta asociacién puede ocurrir por ad-
sorcién fisica, basada en interacciones hidrofébicas de
modo que, al ser interacciones débiles, la disociacién ocu-
rre rapidamente in vivo. Existen otros métodos mas com-
plejos como la conjugacién quimica o la encapsulacién,
que generan uniones mas fuertes. En la encapsulacién, los
antigenos se mezclan con los precursores de nanoparticu-
las de manera que se constituye una nanoparticula en la
que el antigeno ocupa su interior. De este modo, el anti-
geno solo se libera cuando la nanoparticula se degrada.
En el caso de la conjugacién quimica, el antigeno esta
unido por enlace covalente a la superficie de la nanoparti-
cula, de modo que la nanoparticula entra en la célula y el
antigeno es liberado una vez dentro de esta. Con respecto
a las nanoparticulas que actian como potenciadoras del
sistema inmune, esta asociacién entre antigeno y nano-
particula no es tan necesaria [5], [6].

Desde hace afios, empleando distintos materiales (Ta-
bla 1) y con distintos enfoques, la nanotecnologia ha sido
participe del desarrollo de distintas vacunas.
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TABLA 1
TiPOS DE MATERIALES EMPLEADOS PARA EL DESARROLLO DE NANOVACUNAS.
Tipo Caracteristicas
Estén formados por fosfolipidos no toxicos y biodegradables. Son un sistema seguro y eficaz para administrar antigenos y como adyu-
Liposomas vantes, ya que permiten aumentar la respuesta inmune. Un tipo de liposomas son los liposomas catiénicos, los cuales establecen interac-
(orgéanicas) ciones electrostaticas con membranas celulares, aumentando la posibilidad de que las células presentadoras de antigenos fagociten las
particulas [3], [4], [6].
Dentro de estos materiales destacan las nanoparticulas basadas en dcido poliglicolico y poli (acido-L(+)-lactico-co-glicélico) (PLGA) por
s su biocompatibilidad y biodegradabilidad. El uso de polimeros permite encapsular antigenos, conjugar los polimeros con la superficie
Poliméricas ) . -
(orgAnicas) del antigeno o mezclarse con este. Entre las ventajas cabe destacar que se degradan lentamente cuando se exponen al agua permitiendo
que se puedan proteger pequefias moléculas y moléculas biolégicas cargadas, ya sean hidrofébicas o hidrofilicas, y liberarlas durante un
tiempo determinado, generando una respuesta inmune celular y humoral de duracion larga [3], [4].
De or Las propiedades fisicas y quimicas de este elemento quimico permiten que se formen nanoparticulas de diferentes tamafios y formas.
(inor;éoniocas) Ademis, en la nanoescala presentan propiedades ¢pticas tnicas que han sido de interés para su uso en la administracion de farmacos y

terapia fototérmica [3], [4].

Nanotubos de
carbono (CNTs)
(inorgénicas)

Los CNTs presentan un area superficial grande, lo cual hace que sean excelentes exhibidores de antigenos repetitivos potenciales. Ade-
mas, resulta facil la adsorcion y conjugacion de antigenos a su superficie, y son muy inmunogénicos, pudiendo funcionar como sistemas
de administracion de antigenos y como inmunopotenciadores. Los CNTs estimulan el sistema inmune innato, lo cual les confiere propie-
dades adyuvantes inherentes. Ademas, su dimension nanométrica permite que se internalicen por las células facilmente [3], [4], [7], [8].

De silice
(inorganicas)

Son nanomateriales biocompatibles con excelentes propiedades como nanoportadores, que se pueden desarrollar tanto en forma meso-
porosa, como hueca. El tamafio y la forma son controlables en funcién de las condiciones de reaccién, lo cual permite ajustar parametros
estructurales. Los diferentes grupos silanol, presentes en la superficie, permiten que se realicen modificaciones adicionales. Esto resulta
ser una ventaja ya que posibilita que se mejoren y se obtengan otras propiedades, como reconocimiento celular y absorcién de biomolé-
culas especificas. Se han utilizado como nanotransportadores y como adyuvantes para la liberacién de antigenos de manera efectiva [6].

NPs de proteinas
autoensambladas
(SAPN)

Son pantallas de antigenos repetitivos disefiados racionalmente. Las particulas individuales son similares a virus pequefios con un tama-
fio de, aproximadamente, 25 nm. Esto conlleva que estas nanoparticulas resulten ser excelentes agentes inmunoestimulantes y buenos
candidatos para diferentes tipos de vacunas [3], [4].

Particulas similares
a los virus (VLPs)

Son un tipo de SAPN, que carecen de acido nucleico infeccioso y estdn formadas por el autoensamblado de proteinas biocompatibles de
la capside viral. Son el tipo de sistema de nanovacuna ideal, ya que se basan en la utilizacién de la estructura viral optimizada para que
interaccione con el sistema inmune, pero evitando los componentes infecciosos. Presentan la ventaja de inducir una respuesta inmunita-
ria potente, incluso sin adyuvante [6].

Emulsiones

La administracion de emulsiones en tamafio nanométrico se utiliza como adyuvante. Las emulsiones pueden incluir antigenos en sus
ntcleos para aumentar la eficiencia de la vacuna o utilizarse simplemente para mezclarlas con el antigeno. Pueden utilizarse en diferen-
tes formas, como en aceite o en agua, y el tamafio puede variar de 50 a 600 nm. Se ha demostrado que la sintesis de nanoemulsiones
biocompatibles mediante el autoensamblaje, permite la vectorizacion del antigeno proteico a las células dendriticas [6].

Complejos inmu-
noestimulantes
(ISCOMs)

Son complejos esféricos miscelares de un tamarfio de 40 nm basados en una matriz del adyuvante saponina (Quil A o QS21) junto con
colesterol y fosfolipidos (generalmente fosfatidiletanolamina) que engloban a la proteina antigénica por interacciones apolares. Existen
distintos antigenos empleados en esta construccién como son los derivados de influenza, herpes virus simple, malaria, virus de la inmu-
nodeficiencia humana (VIH) y la enfermedad de Newcastle. Una variante de ISCOMs son los ISCOMATRIX. Se diferencian en que en la
vacuna ISCOM el antigeno se incorpora durante la formacién del adyuvante ISCOM, mientras que en la formacién de ISCOMATRIX el
antigeno se mezcla con un adyuvante ISCOMATRIX ya preformado. Asi, se consigue eliminar las limitaciones existentes en el caso de los
antigenos hidrofébicos [2], [6], [9].

En nanovacunologia existe un rango de tamafo de 1-
1000 nm (Figura 1) que ha permitido el desarrollo de dis-
tintas alternativas para el disefio de vacunas profilacticas
y para el tratamiento de otras patologias, como cancer,
Alzheimer, hipertension y adiccion al tabaco [6].

Polymeric nanoparticles (2-1000 nm)
Inorganic nanoparticles (2-1000 nm)
ISCOM (40 nm) liposomes (100-400 nm)

VLPs (20-800 nm)

emulsions (50-600 nm)

1
10 100

1000 nm
Fig. 1. Rango de tamanos que la nanotecnologia aplica en el desa-
rrollo de vacunas [6].

De todos los tipos de vacunas que aplican la nanotec-
nologia, las primeras en alcanzar el mercado fueron las
VLPs. En concreto, para la profilaxis del virus de la hepa-
titis B, siendo comercializada en 1986 [6]. Desde ese mo-
mento, las investigaciones y aplicaciones en nanotecnolo-
gia no han cesado, existiendo numerosos tratamientos
basados en la nanovacunologia. Algunos ejemplos son los
siguientes:

e Con la encapsulacion en liposomas catiénicos junto a
la proteina antigénica GBS67 de Streptococcus del
grupo B, se ha comprobado que la administracion de
antigeno y adyuvante en bajas dosis en una nanopar-
ticula potencia la respuesta inmune en mayor medida
[5].

e Las nanovacunas de tipo SAPN, se han utilizado para
enfermedades virales como la gripe aviar, SARS y
VIH. Ademads, han demostrado ser inmunogénicas y
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tener capacidad de inducir protecciéon contra la expo-
sicién de Toxoplasma gondii en un modelo murino [4].

e En el Instituto de Investigacién Biomédica de Valde-
cilla, se ha utilizado la nanotecnologia para desarro-
llar y estudiar una vacuna con nanoparticulas de oro
cargadas con un péptido de Listeria monocytogenes pa-
ra el tratamiento y prevencién de melanoma. Por lo
tanto, no soélo se estin desarrollando nanovacunas
para enfermedades infecciosas, sino que también, se
esta aplicando a otras ramas de la biomedicina, como
el tratamiento del cancer [10].

3. PROPIEDADES DE LAS NANOPARTICULAS Y SU
INFLUENCIA EN LA EFECTIVIDAD

En el proceso de disefio de vacunas basadas en nanoparti-
culas existen una serie de propiedades que pueden influir
en la efectividad. Entre ellas, el material que constituye
las nanoparticulas. Materiales de mayor peso molecular
derivan en una disminucién de la liberacién del antigeno.
También, segin el material empleado se puede generar
una doble presentacién antigénica, como se ha podido
comprobar en nanogeles de PLGA cargados de ovoalbt-
mina o cubiertos de protamina, que derivan en una ma-
yor respuesta inmune [11]. Con respecto a la estructura,
las nanoparticulas pueden presentar grupos funcionales
que favorezcan la viabilidad o que permitan el direccio-
namiento hacia una diana especifica [11]. En el caso de
vacunas basadas en ADN o ARN, se deben proteger de
medios acidos y reductores, lo que se puede conseguir
usando péptidos [11].

Otra propiedad que va a intervenir en la efectividad es
el tamario, que a su vez se relaciona con la via de adminis-
tracion [11], [12]. Las nanoparticulas de menos de 5 nm
salen facilmente de la circulacién a través del sistema re-
nal, mientras que las de mayor tamafio (20 - 200 nm) tie-
nen un tiempo de circulacién mas prolongado [12]. Por
otro lado, las formulaciones de nanoparticulas adecuadas
al sitio de inyeccion, pueden mejorar significativamente la
absorcién del antigeno y la presentacién por parte de las
células dendriticas, aumentando asi la inmunogenicidad
de estas formulaciones de nanoparticulas. Las nanoparti-
culas de mayores tamarios, tienen mas probabilidad de
ser capturadas por el sistema de fagocitos mononucleares,
como macréfagos y células de Kupffer del higado [12].
Nanoparticulas de 10-100 nm al ser inyectadas en los teji-
dos por diferentes vias, son transportadas facilmente a
través del endotelio linfatico por el liquido intersticial
[12]. Ademads, las nanoparticulas con didmetro mayor de
100 nm son captadas por las células dendriticas en el lu-
gar de la administracion y viajan hasta los nédulos linfa-
ticos, pero no son capaces de atravesar las barreras de las
mucosas. En cambio, las de menos de 50 nm pueden lle-
gar hasta los vasos linfaticos donde son captadas por las
células dendriticas y pueden atravesar las barreras de las
mucosas [11]. Por otro lado, la efectividad del tamafio va
directamente ligada al tipo de material, por ejemplo: si
son de poliestireno, el tamafio 6ptimo esta por debajo de
los 500 nm; para el PLGA el tamafio ideal son 300 nm
aproximadamente; y para el acido polilactico seria entre

200-600 nm [11].

La forma geométrica es otro factor que va a afectar a
las propiedades mecénicas de las nanoparticulas. En tér-
minos generales, a mayor drea de contacto entre nanopar-
ticula y membrana plasmatica se favorece el anclaje de la
nanoparticula. Las nanoparticulas esféricas y cilindricas
son mas fagocitadas que las que presentan forma de disco
o eclipse. Las alargadas son capaces de evitar la fagocito-
sis durante més tiempo, y junto a las planas, son dirigidas
mejor a la diana que las nanoparticulas esféricas [11], [12].
Como ejemplo, las nanoparticulas de oro con forma de
varilla, que presentan mas eficiencia de absorcién por las
células dendriticas, que las que tienen forma esférica o de
cubo [11], [12].

La carga en la superficie de las nanoparticulas también
tiene repercusion en la efectividad de la vacuna, ya que
puede afectar a la adhesién en tejidos, la capacidad de
carga, la estabilidad y el comportamiento in vivo. Si la
carga es negativa y se encapsula ADN, la estabilidad y
eficacia serdn bajas, mientras que con carga positiva el
proceso se ve favorecido. Por otro lado, las células dendri-
ticas atraen antes a las nanoparticulas catiénicas al inter-
accionar con las membranas anidnicas de las células, lo
cual puede conllevar que se produzca hemdlisis o agrega-
cién plaquetaria [1], [6], [12].

Por ltimo, existen estudios que demuestran que mate-
riales que presentan dominios hidréfobos, como los bio-
polimeros, son capaces de actuar por si mismos como
adyuvantes. No obstante, pueden interactuar con protei-
nas plasmaéticas reduciendo la fagocitosis y, por tanto, su
funcién. Para evitarlo, pueden anclarse a la superficie
cadenas de polimero hidrofilico tipo polietilenglicol, aun-
que si sus cadenas son muy largas se pueden alterar las
propiedades de las nanoparticulas [11].

4. PERSPECTIVAS DE FUTURO

Desde el desarrollo de las primeras vacunas se han reali-
zado grandes avances en este campo gracias a los progre-
sos en técnicas bioldgicas, permitiendo obtener vacunas
mas seguras y en menor tiempo. Debido a los brotes de
enfermedades infecciosas ya existentes y otras emergen-
tes que suponen una amenaza para la salud ptblica, re-
sulta importante aplicar el desarrollo de nuevas tecnolo-
gias, como la nanotecnologia. El objetivo de ello es conse-
guir un rapido desarrollo e implementacién de vacunas,
ya que ademads de inmunidad individual, con la vacuna-
cién se consigue inmunidad colectiva. Ademads, no sélo se
ha visto la utilidad de las nanovacunas en el campo de las
enfermedades infecciosas, si no que también ha resultado
tener aplicabilidad en otros campos de la medicina, como
en la oncologia [4].

Una de las aplicaciones de futuro inmediato que se es-
ta investigando es el desarrollo de una vacuna frente al
SARS-Cov-2. A fecha de 30 mayo de 2020, la OMS incluye
entre los candidatos a vacunas en ensayo clinico, tres ba-
sados en nanotecnologia. Dos de ellos se tratan de nano-
particulas lipidicas mientras que la otra estrategia estd
basada en una nanoparticula que incluye un adyuvante
junto con antigeno [13]. Las basadas en nanoparticulas
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lipidicas encapsulan ARNm. Una de ellas (mRNA-1273),
desarrollada por la empresa Moderna, se encuentra en
fase 2 de estudio y se basa en la vectorizacién de ARNm
de la proteina S de la superficie del virus [14]. La otra es-
trategia, en fase 1/2, estd basada en el trabajo conjunto de
tres empresas, BioNTech, Fosun Pharma y Pfizer. Los
candidatos BNT162al, BNT162b1, BNT162b2 y BNT162c2
se basan en distintas formulaciones de ARNm que codifi-
can para la proteina S o para el dominio de unién al re-
ceptor (RDB) de la proteina S [15]. Por dltimo, la estrate-
gia de la empresa Novavax (NVX-CoV2373) que esta en
fase 1/2. Se basa en una nanoparticula que incluye una
glicoproteina recombinante de SARS-CoV-2 junto con el
adyuvante Matrix-M™, de esta misma empresa, que au-
menta la respuesta inmune y estimula altos niveles de
anticuerpos neutralizantes [16].

5. CONCLUSIONES

El uso de la nanotecnologia ha supuesto una revolucién
en el campo de la biomedicina, ya que ha permitido desa-
rrollar nuevas y prometedoras vacunas, debido al alto
potencial para la presentacién de antigenos y para incor-
porar diferentes nanomateriales como adyuvantes. Esta
aplicacion permite considerar una nueva estrategia para
tratar enfermedades infecciosas o para el cancer, entre
otras enfermedades. Serfa interesante seguir investigando
en este &mbito para buscar otras aplicaciones de las nano-
vacunas, obtener mas datos acerca de la relacion eficacia-
efectividad, asi como de la toxicologia y reacciones adver-
sas que implican el uso de los diferentes nanomateriales.
Cabe destacar la aplicacién que esta teniendo actualmente
la nanotecnologia en el desarrollo de vacunas para tratar
la COVID-19, como es el caso de las ya comentadas ante-
riormente, lo cual permitiria conseguir inmunidad de
grupo, siendo esto esencial para hacer frente a la pande-
mia.
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¢, INMUNOSUPRESORES PARA LA
ENFERMEDAD DE CROHN?

Maria Sanchez Ros

Resumen—La enfermedad de Crohn es una enfermedad inflamatoria crénica del tracto digestivo. Esta enfermedad no tiene
una causa conocida pero hay diversos factores que pueden afectar a su aparicion. Estos factores son los factores genéticos,
ambientales y microbioldgicos. Tiene numerosos tratamientos pero los principales son los corticoides e inmunosupresores, ya
que en esta enfermedad se ve afectado el sistema inmune. Los principales inmunosupresores utilizados para su tratamiento
son la azatioprina y la 6-mercaptoturina que reducen la respuesta inmunolégica. En los enfermos de Crohn, hay una
sobreexpresion de los receptores de tipo Toll (TLR) que estimula una respuesta inflamatoria, por lo que utilizando estos

inmunosupresores reducimos esta sobreexpresion.

Palabras Claves— Enfermedad de Crohn, Inmunosupresores, Azatioprina, TLR.

1. ¢ QUE ES LA ENFERMEDAD DE CROHN?

Principalmente, es una enfermedad inflamatoria crénica del
tracto gastrointestinal. Puede aparecer varias veces durante
la vida y algunos pacientes pueden presentar largos periodos de
remision, en los que no presentan ninguno de los sintomas. Pue-
de afectar a cualquier parte del tracto digestivo, desde la boca
hasta el ano, aunque afecta mas frecuentemente al intestino del-
gado (ileon) y al comienzo del intestino grueso (colon). Por lo
que los sintomas comunes de la enfermedad de Crohn incluyen
colicos, diarrea, pérdida de peso, hinchazén, dolor o secrecion
anal, lesiones cutaneas, etc. No todos los pacientes presentan
los mismos sintomas.

Esta enfermedad afecta tanto a hombres y mujeres por igual,
pero la mayoria de los pacientes tienen entre los 16 y los 40
afios. Observando las estadisticas, entre un 20% de las personas
que padecen la enfermedad de Crohn tiene un familiar, un her-
mano o hermana mas frecuentemente y, a veces el padre, la ma-
dre o un hijo, que también la padece.

(Cuales son las causas? En este momento se desconoce la
causa exacta, aunque hay algunas teorias que se centran en la
causa inmunoldgica, genética o en una causa bacteriana. Se sue-
len utilizar varias pruebas para diagnosticar la enfermedad, el
médico le preguntara las medicinas que esta tomando y sus an-
tecedentes familiares, y le hara un examen fisico comprobando
si tiene hinchado el abdomen, escuchara los sonidos del abdo-
men y dara pequefios golpes o palpara su abdomen para saber si
le duele o lo tiene sensible. Luego, se realizaran pruebas diag-
nosticas como las pruebas de laboratorio o colonoscopia. Se
suelen realizar mas pruebas para descartar otras enfermedades,
como la colitis ulcerosa, que causa sintomas parecidos.

(Como tratar la enfermedad de Crohn? No existe una cura
para la enfermedad, aunque el tratamiento es casi siempre con
medicamentos. Los medicamentos que se suelen recetar mas
comunmente son los corticosteroides y varios antiinflamatorios.
Otros farmacos usados en ocasiones son los inmunosupresores,
como por ejemplo la azatioprina, que anula las funciones del or-
ganismo. También existen los tratamientos bioldgicos entre los
que mas destacan y mejores resultados ha obtenido es el inflixi-
mab. En los casos mas avanzados se suele recomendar la ciru-
gia, en complicaciones tales como una perforacion del intestino,

obstruccion del intestino o hemorragia considerable. [1][2]
.Y la pregunta que me plateé es, jpor qué el uso de inmuno-
supresores?

2. INMUNOSUPRESOR

Un inmunosupresor es un farmaco que reduce la actividad del
sistema inmune, que es la principal defensa del organismo. En
la enfermedad de Crohn, la respuesta inmunoldgica puede estar
afectada, por lo que se usan estos farmacos, disminuyendo asi la
inflamacion. Son eficaces para el mantenimiento de la enferme-
dad inactiva. [3] Pero, ;cual es el principal defecto del sistema
inmune en los enfermos de dicha enfermedad?

3. INTERACCION FLORA INTESTINAL-SISTEMA
INMUNE

Para ello, voy a centrarme en la interaccion flora-sistema inmu-
ne, el intestino humano tiene una microflora que comienza a
crecer en el nacimiento y es esencial para el desarrollo del siste-
ma inmune intestinal. Esta interaccion mantiene una dindmica
especifica del sistema inmune que se adapta a la flora bacteria-
na sin inducir inflamacion. Por tanto, el reconocimiento entre la
flora y los microorganismos patdgenos puede ser esencial para
la delicada homeostasis de la mucosa intestinal. Esta sensibili-
dad se mantiene por la capacidad de reconocimiento de los pa-
trones microbianos especificos a través de los receptores de
membrana denominados TLR, que inician una cascada de cina-
sas que produce una translocacion de factores de transcripcion
como el NF-kB que van desde el citoplasma hasta el nicleo y
estimulan la produccion de mediadores y citocinas como el
TNF-q, IL-6, IL-1 o IL-12. En humanos, los TLR mds conoci-
dos son TLR4, para lipopolisacaridos de bacterias gramnegati-
vas, y TLR2, para los multiples productos de bacterias grampo-
sitivas, microbacterias y levaduras. Estos receptores no solo se
expresan en células autoinmunes, también se expresan en el epi-
telio intestinal. La superficie del lumen del intestino estd ex-
puesta a bacterias gramnegativas, lo que deberia de inducir la
activacion de los TLR y la liberacion de cinasas mediadoras de
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la inflamacion, pero las células epiteliales expresan niveles ba-
jos de este receptor para mantenerlos, al contrario de lo que
ocurre con los enfermos de Crohn que tienen una sobreexpre-
sion de estos receptores que provocan una reaccion descontrola-
da antes las bacterias de la flora intestinal y con ello, un proceso
inflamatorio. [4]

Por lo que volvemos a la introduccion y a los inmunosupre-
sores mas utilizados, la azatioprina y la 6-mercaptoturina son
farmacos que reducen las respuestas inmunitarias del cuerpo y
pueden reducir la inflamacion asociada con la enfermedad de
Crohn. [5] (Reduciran estos farmacos la respuesta del sistema
inmune actuando sobre lo citado anteriormente?

4. MECANISMOS DE ACCION DE LA AZATIOPRINA

La azatioprina tiene numerosos mecanismos de accioén, aunque
se desconoce el principal por lo que se utiliza para esta enfer-
medad. Entre los mecanismos que se piensan principalmente, se
encuentran la produccion de 6-mercaptoturina que actiia como
un antimetabolito de las purinas, bloqueo de grupos -SH me-
diante la adicion de un grupo alquilo, inhibicion en la sintesis
de acidos nucléicos, la reduccion de actividad celular por algu-
nas coenzimas, el dafio al DNA afiadiendo tioandlogos purini-
cos. [6]
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Figura 1. Estructura quimica de la azatioprina. [7]

5. REACCIONES DE LA AZATIOPRINA

(Qué reacciones sufre este inmunosupresor? La azatioprina es
convertida a 6-mercaptoturina por un proceso no enzimatico.
Las transformaciones iniciales de 6-mercaptoturina ocurren por
una ruta catabdlica mediada por la xantina oxidasa, producien-
do acido 6-tiourico, tiopurin-metil-transferasa (TPMT) y anabo-
lica mediante la hipoxantina fosforribosil-transferasa. Se produ-
ce 6 tioinosina-monofosfato (6-TGN) por la inosina-monofosfa-
to deshidrogenasa o por metilacion a 6-metilmercaptopurina ri-
bonucleotido. Las transformaciones iniciales de 6-tioguanina
(6-TG) ocurren por dos vias metabolicas competitivas. La via
anabolica convierte 6-TG directamente a 6-TGN. La via com-
petitiva catabolica (TPMT) produce concentraciones minimas
de nucleotidos metilados de tioguanina. Estos aumentos favore-
cen que los pacientes de esta enfermedad consigan una respues-
ta favorable a las semanas. [8]

CATABOLISMO ANABOLISMO
DA
RMA
Seccion del ; W
anilio Acido s-tiaurico 6-tloguanina
imidazol i nucheatidos
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AZA » GMP ' )
TPMT l =
TPMT l
&-melll-

| &-metil-mercaptopurina

mercaptapiring
ribenuclectides

Sintesis de purina

HPAT = Hipoxantina-lestoribosi |- transferasa
TPMT = Tiopusin-metil-transferasa

IMPDH = Inasina-monefesfate-dehirogenasa
X0 = Xantina-oxidasa

Figura 2. Esquema de las reacciones de la azatioprina. [8]

6. CONCLUSIONES

Aunque los farmacos orales tienen buenos resultados, se ha de-
mostrado que existen unos tratamientos bioldgicos que favore-
cen a la mejora de los pacientes haciendo uso de la combina-
cion de inmunosupresores y de los bioldgicos. Uno de ellos es
el ya citado, infliximab. El infliximab es un anticuerpo mono-
clonal que se une tanto a la forma soluble como a la transmem-
brana del TNF- @, infliximab inhibe la funcion de este, por lo
que reduce la produccion de los mediadores y citocinas como el

TNF-q, IL-6, IL-1 o IL-12, mediante la reduccion de estos fac-
tores se evita que se desencadene la respuesta inflamatoria. [9]
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Medicamentos bioldgicos: biosimilares

Ana Gil Lopez, Alicia Segura Mejias

Resumen—La creciente necesidad de nuevos farmacos para combatir las enfermedades, ha hecho que sea necesario buscar
diferentes estrategias para poder desarrollarlos. El avance en el campo de la biotecnologia ha permitido aplicar multiples
técnicas para conseguir nuevas alternativas terapéuticas. Entre ellas, cabe destacar los medicamentos biosimilares, cuyo
interés se ha incrementado debido a las ventajas que presenta frente a su medicamento biologico de referencia.

Palabras Claves— Bioldgicos, Medicamentos, Biosimilares, Estrategias farmacolégicas, Ensayos clinicos.

1. INTRODUCCION

lo largo de la historia se han utilizado multitud de

estrategias farmacoldgicas para conseguir prevenir,

mejorar o curar distintas patologias. Los avances en
biologia molecular, ingenieria genética y diferentes técni-
cas biotecnoldgicas, han permitido el desarrollo de nue-
vos medicamentos de origen biolégico y biotecnoldgico,
dando lugar a una alternativa terapéutica [1].

Cabe destacar a los medicamentos biolégicos, los cua-
les han tenido una elevada tasa de crecimiento, llegando a
suponer el 50% de los medicamentos que estdn en inves-
tigacién clinica. Dentro de este grupo han surgido los
biosimilares como una alternativa para solucionar uno de
los inconvenientes de los medicamentos biolégicos, los
elevados costes, y ademas han posibilitado el aumento de
la disponibilidad de tratamientos biolégicos, aportando
sostenibilidad y eficiencia a los sistemas sanitarios [2], [3].

2. MEDICAMENTOS BIoLOGICOS

Segtin la OMS, los medicamentos biol6gicos son aquellos
obtenidos a partir de microorganismos, tejidos, cultivos
celulares u otros fluidos de origen vegetal o animal [3].

Segun el RD 1345/2007, de 11 de octubre, por el que se
regula el procedimiento de autorizacion, registro y condi-
ciones de dispensacion de los medicamentos de uso hu-
mano fabricados industrialmente, se define como medi-
camento biolégico el que tiene como principio activo una
sustancia de origen biolégica, siendo aquella que se extrae
o produce a partir de una fuente biolégica, y que necesita
una serie de ensayos fisico-quimicos para determinar su
calidad y caracterizacién, ademads del proceso de produc-
cién y control. El concepto de medicamento biolégico
incluye medicamentos biotecnolégicos, inmunolégicos,
hemoderivados y terapia avanzada [1].

2.1. Medicamentos Biosimilares

Los medicamentos biosimilares son aquellos basados en
un medicamento biolégico de referencia ya aceptado y
comercializado por la Unién Europea (UE). Es decir, me-
dicamentos que una vez pasado el periodo de protecciéon
y expirado el periodo de exclusividad, se autorizan con
una composicion similar a un medicamento bidlogico de
referencia, y cumple todos los requisitos necesarios para
la autorizacién de comercializacion [1], [4], [5].

Ana Gil Lopez, Alicia Segura Mejias. Centro de posgrado, Universidad Pablo
de Olavide. agillop@alu.upo.es, asegmej@alu.upo.es

Los biosimilares presentan diversas caracteristicas, en-
tre las que cabe mencionar su similitud con el medica-
mento de referencia, en lo que respecta a propiedades
fisicas, quimicas, biolégicas, y rendimiento clinico. Los
medicamentos biosimilares presentan cierto grado de
varibilidad intrinseca debido a que los organismos vivos
son variables de forma natural. No se consideran medi-
camentos genéricos puesto que el proceso de fabricacion
implica mayor variabilidad intrinseca y mas complejidad,
no permitiendo una réplica exacta del medicamento de
referencia, ademas es necesaria la existencia de un marco
normativo especifico para estos medicamentos [4], [6].

3. DESARROLLO DE MEDICAMENTOS BIOLOGICOS

El desarrollo de estos medicamentos es un proceso com-
plejo y costoso. Y debido a la alta complejidad de trabajar
con productos biolégicos para la produccion de fadrmacos,
resulta necesaria la existencia de una estricta regulacion
[6].

El proceso de fabricacién de medicamentos biolégicos
consta, generalmente, de dos grandes fases. Una primera
denominada upstream, en la que se lleva a cabo la produc-
cion a pequefia escala, y una segunda fase, downstream,
que es una fase de transformacién y producciéon a gran
escala (Figura 1) [1].

Produccmn a pequena escala Fase de elaboracién

Seleccién de la
linea celular maestra

Velocidad de crecimiento
Productividad

2yl

Fase de transformacién

Aislamiento

Produccién a gran escala

Obtencién de la proteina . =
a escala industrial Filtracién

Purificacién

Estabilizacién

-

Formulacién

Fig. 1. Pasos fundamentales en el proceso de fabricacion de un
farmaco bioldgico [1].

Necesidades de produccién
Productividad de la linea celular

3.1.Desarrollo de biosimilares

El proceso de produccién de medicamentos biosimila-
res consiste en una serie de pasos practicamente idénticos
a los llevado a cabo en la produccién del medicamento
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Medicamento de referencia

biolégico de referencia. La diferencia principal radica que
en el caso de los biosimilares hay que establecer los crite-
rios de biosimilitud. Es decir, fijar los atributos de calidad
criticos con implicacién relevante clinicamente (CQAs),
para lo cual se aplican diferentes técnicas analiticas sobre
un conjunto de productos de referencia. En esta caracteri-
zacién, se evaltan atributos fisicoquimicos y atributos
funcionales, los cuales forman la “huella digital” de dicho
producto [7], [8], [9].
Tras establecer estos criterios se procede al desarrollo
del biosimilar que consta de cuatro etapas [9], [10], [11]:
> Etapa 1: Seleccion de la linea celular. Generalmente se
utilizan lineas celulares del ovario de hamster chino,
ya que pueden crecer en suspension, presentan esta-
bilidad frente a cambios de oxigeno y pH, tienen un
elevado rendimiento especifico y ademas, producen
patrones de glicosilacion similar al del humano. Se
realiza un primer control de los CQAs verificandolos.

» Etapa 2: Cultivo celular y produccién de la proteina.
Del banco de células madre seleccionado, se descon-
gela un vial, con el cual se va a llevar a cabo el proce-
so de expansioén. Es importante no alterar las condi-
ciones de cultivo, ya que eso conllevaria una modifi-
cacion de los CQAs, por lo tanto, hay que monitorizar
el proceso de produccién.

> Etapa 3: Aislar y purificar la proteina diana. Para re-
cuperar la proteina hay que filtrar y centrifugar para
eliminar las posibles impurezas. Después se purifica
mediante un proceso de cromatografia. Se verifican
nuevamente los CQAs para asegurarse que el proceso
de escalada no ha tenido impacto sobre estos.

> Etapa 4: Eleccién de la formulacién mas adecuada
para la proteina que permita mantener la estabilidad
de la misma. Posteriomente se realiza un proceso de
llenado para dosificar en viales el producto obtenido.
En esta estapa se realiza un tercer control de los
CQAs para comparar la biosimilitud y confirmarla en
cada lote [9], [10], [11].

Un aspecto clave en el desarrollo de biosimilares son
los estudios de comparabilidad o biosimilaridad, para
establecer la biosimilitud con el medicamento de referen-
cia. Se trata de un proceso escalonado y especifico de cada
producto, para demostrar comparabilidad en términos de
caracteristicas, inmunogenicidad, calidad, actividad bio-
légica, seguridad y eficacia. Se compone de forma general
de tres pasos (Figura 2) [3], [6].

Estudios clinicos comparativos
e 4 » Farmacecinetica/Farmacadinamica
» Eficacia + sequridad + inmunogenicidad

Estudios preclinicos comparativos
» Farmacodinamica e

Medicamento biosimilar

» Toxicologia

= -

' B

I o
Estudios comparativos de calidad
» Analiticos: propiedades guimicas + fisicas
» Funcionales: actividad biologica/farmacoldgica

L)
~

Fig. 2. Estudios de comparabilidad de un medicamento biosimilar
y el medicamento de referencia [6].

Asi mismo, un aspecto destacable es el hecho de que
estos medicamentos tan s6lo constan de fase I y fase Il en
los ensayos clinicos, a diferencia de los medicamentos de
sintesis quimica que conllevan cuatro fases [9], [12].

4. SEGURIDAD DE BIOSIMILARES

Los farmacos biolégicos pueden producir efectos adver-
sos debido a la complejidad de su estructura y su natura-
leza biolégica. Es por ello, que este tipo de medicamentos
precisan de un seguimiento individualizado [3]. En cuan-
to a los efectos adversos de los medicamentos biolégicos,
estos presentan un perfil diferente al de otros medicamen-
tos de sintesis quimica [1].

En los biosimilares el control de seguridad debe cum-
plir los mismos requisitos que para los medicamentios
biolégicos. Las reacciones adversas medicamentosas pro-
ducidas, se pueden predecir teniendo en cuenta la accién
farmacolégica y conociendo el perfil del medicamento de
referencia [6]. Los estudios de comparabilidad sugieren
que la probabilidad del riesgo de eventos adversos graves
o nuevos, es menor que la del agente biolégico [3], [6].

Los requisitos de farmacovigilancia para biosimilares
incluyen seguimiento adicional post-comercializacién, la
presencia de un tridngulo negro invertido en el envase y
un Plan de Gestion de Riesgos (PGR). Todos los medica-
mentos que requieren un seguimiento adicional llevan un
tridngulo invertido negro, para indicar que estan sujetos a
una especial vigilancia de su seguridad. Por otro lado, el
PGR tiene como fin establecer el perfil de seguridad me-
diante la identificacién de posibles riesgos y la propuesta
de unas medidas para minimizarlos. Este proceso de se-
guimiento adicional tiene una duracién minima de cinco
afios, aunque puede retirarse antes si asi lo decide el Co-
mité de evaluacién de riesgos de farmacovigilancia
(PRAC) [1].

Otra cuestién a destacar de la seguridad de los biosimi-
lares es la trazabilidad, para lo cual deben tener un nom-
bre comercial y un namero de lote identificativos, permi-
tiendo el seguimiento del medicamento desde que se co-
mercializa hasta que llega al paciente [1], [6].

La inmunogenicidad hay que considerarla debido a la
capacidad intrinseca de los biosimilares de producir una
respuesta inmunitaria no deseada, que en pocas situacio-
nes, conlleva una reduccion de la eficacia o una reaccion
adversa [6].

5. BIOSIMILARES APROBADOS

En el 2006 se aprobaba el primer medicamento biosimilar
por la UE, la somatotropina, una hormona de crecimiento
obtenida mediante tecnologia recombinante, para el tra-
tamiento del enanismo, sindrome de Prader-Willi y sin-
drome de Tunner. A partir de esa fecha han sido muchos
los medicamentos biosimilares aprobados. Actualmente
en la EMA (Agencia Europea del medicamento) existen 67
medicamentos biol6gicos de 17 principios activos [6], [13].
En la AEMPS (Agencia Espafiola del Medicamento y Pro-
ductos Sanitarios) existen autorizados 42 medicamentos
de 15 principios activos [13], [14], [15] (Tabla 1).
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TABLA1
BIOSIMILARES APROBADOS POR LA AEMPS [14], [15], [16].
Principio activo Nombre comercial Indicacién terapedatica
Amgevita®
Hyrimoz ® Patologias artriticas y psora-
Adalimumab Hulio ® sicas, Enfermedad de Crohn,
Idacio ® Colitis ulcerosa, Uveitis
Imraldi®
Cerise ®

Condroitina sulfa- Condroitin sulfato ® Artrosis

to sodio Condrosan ®
Crusia
Enoxaparina Enoxaparina Rovi ® T .
1 rombosis venosa
sodica Hepaxane ®
Inhixa ®
Epoetina alfa Binocrit ® Anemia Sfem‘mdaria a proce-
sos oncologicos, IR terminal
Epoetina zeta Retacrit® Anemia s:/acgndaria @ proce-
sos oncolégicos, IR terminal
E Benepali ® AP, AR, Psoriasis en placa,
tanercept a3 T q
Erelzi ® Espondilitis anquilosante
Accofil ®
Nivestim ® Neutropenia en procesos
Filgastrim Ratiogastrim ® oncolégicos, Trasplante de
Tevagrastrim ® precursores hematopoyéticos
Zarzio ®
Folitropina alfa g‘i:lf:;zg Anovulacién
Flixabi ® AP, AR, Psoriasis, Colitis
Infliximab Inﬂec-tra ® ulcerosa, Enferrin-e-dad de.
Remsina ® Crohn, Espondilitis anquilo-
Zessly ® sante
Insulina glargina ~ Abasaglar ® Diabetes Mellitus
Pelgraz ®
Pegfilgastrim Pelmeg ® Neutropenia
Ziextenso ®
aong St de o,
I Tl %ﬁ)ﬁz;g Linfoma no Hodgkin, LLC de
células B, AR
Enanismo, Sindrome de
Somatropina Omnitrope® Prader-Willi, Sindrome de
Turner
Herzuma®
Kar.lluTtl ® Céncer de mama, Céncer de
Trastuzumab Ogivri ® s
Ontruzant ® i
Trazimera®
Teriparatida %2:3;;1% ® Osteoporosis

Tabla adaptada del Anexo II de la Guia de Biosimilares de la EMA. IR: Insufi-
ciencia Renal. AR: Artritis Reumatoide. AP: Artritis Psoridsica. LLC: Leuce-
mia Linfocitica Crénica. Ultima revisién 05/06/2020.

6. CONCLUSIONES

Los medicamentos biolégicos y en particular los biosimi-
lares, han supuesto una nueva ventana terapettica para
enfermedades que no tenian un tratamiento bien defini-
do. Asi pues, los biosimilares han permitido ampliar el
uso de farmacos bioldgicos, ya que han proporcionado
alternativas efectivas, seguras y menos costosas en com-
paracién con los productos bioldgicos. Son muchos los
medicamentos biosimilares aprobados hasta el momento,
pero resulta necesario y de gran interés seguir investi-
gando en este sentido, para ampliar las opciones y apro-
vechar las ventajas que ofrece esta estrategia terapéutica.
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La enfermedad de Gaucher: caracteristicas
clinicas y tratamientos

Miguel Salazar-Martinez

Resumen—La enfermedad de Gaucher es una enfermedad rara lisosomal y hereditaria que afecta a 1 de cada 60.000
personas, pudiendo incrementar su incidencia en ciertas razas como los judios de origen Ashkenazi. La investigacion ha
permitido, ademas de determinar las caracteristicas clinicas de la enfermedad, establecer una serie de tratamientos para
ciertas afecciones de la misma. Sin embargo, sumado a la dificultad para encontrar tratamiento para cada uno de los sintomas,
y en especial los neuropaticos, existe la dificultad de reclutar pacientes en un nimero elevado, asi como con un diagnéstico
correcto, lo que hace que por razones economicas los grandes fabricantes farmacéuticos no lleven a cabo el desarrollo y
comercializacién de farmacos para tratar la enfermedad, haciendo que la mayoria de estos se designen como huérfanos. En
este articulo, junto a las caracteristicas clinicas de la enfermedad de Gaucher, se describen las terapias actualmente en vigor
para el tratamiento de la misma, asi como algunas investigaciones prometedoras en este campo.

Palabras Claves—Enfermedad de Gaucher, Enfermedad lisosomal, Enfermedad rara, Farmaco, Tratamiento.

1. INTRODUCCION

escrita por primera vez en 1882 por el dermatélogo

francés Phillipe C. E. Gaucher, la enfermedad de Gau-

cher es un trastorno hereditario [1], [2] que, segun la
base de datos Orphanet, se define como una enfermedad
de depdsito lisosomal comprendiendo tres tipos principa-
les, una forma fetal y una variante con afectacién cardio-
vascular [3].

La enfermedad es causada por un error congénito del
metabolismo que afecta a muchos de los érganos y teji-
dos del cuerpo. Tiene su origen en un defecto en la bio-
génesis de la enzima hidrolasa lisosomal B-
glucocerebrosidasa a nivel del gen que la codifica, GBA
(en casos extremadamente poco frecuentes la enferme-
dad se produce por un déficit de saposina C, el activador
fisiologico de dicha enzima) [1], [4], [5]. La glucocerebro-
sidasa se encarga de degradar lipidos complejos como
son los glucoesfingolipidos, entre los cuales se encuen-
tran los glucocerebrosidos (también denominados gluco-
silceramidas), componentes esenciales de las membranas
celulares de las células rojas y leucocitarias.

Los hematies y los leucocitos son destruidos cada 20-30
dias, y los componentes quimicos de sus membranas son
liberados para ser eliminados o reutilizados [4]. La B-
glucocerebrosidasa cataliza la hidrdlisis del enlace B-
glucosidico de los glucocerebrosidos, por lo que la ausen-
cia o la baja actividad de esta enzima provocara la acumu-
lacién anormal y en exceso del glucoesfingolipido no de-
gradado. En individuos sanos, la enzima descompone el
glucocerebrésido en los lisosomas de las células del linaje
de los monocitos y macréfagos, teniendo entonces lugar
el acimulo lipidico principalmente en los lisosomas de los
macréfagos del sistema reticuloendotelial [1].

Miguel Salazar-Martinez. Master en Biotecnologia Sanitaria, Universi-
dad Pablo de Olavide. msalmar@alu.upo.es

Por lo tanto, la manifestacion clinica del trastorno sera
mayor en aquellos érganos ricos en dichos macréfagos,
principalmente en visceras como el bazo, el higado, o el
pulmén, y también en la médula 6sea, huesos y sistema
nervioso central, en los cuales se encontraran las denomi-
nadas células de Gaucher (Fig. 1), que no son mas que los
macréfagos grandes y espumosos cuyos lisosomas estan
cargados inapropiadamente de los glucocerebrésidos no
degradados [5].

Fig. 1. De izquierda a derecha, fotografias de células de Gaucher
repletas de glucocerebrésidos en bazo, higado y médula 6sea.
Extraidas de Millan Batista et al., 2007 [6].

Cuando los glucocerebrosidos son embebidos por las
células del sistema reticuloendotelial y almacenados en
los lisosomas, lo hacen como estructuras microtubulares,
estos tubulos interfieren con la muerte celular programa-
da confiriendo a la célula un relativo grado de inmortali-
dad [4]. Es por ello que estas células de Gaucher perdura-
ran indefinidamente en el organismo, acumulandose pro-
gresivamente y aumentando el tamafo los érganos en las
que se localizan, lo que inhibe el funcionamiento normal
de los mismos pudiendo llevar a originar disfuncion orga-
nica, asi como a motivar que se desencadene un proceso
inflamatorio mediante la accién de las interleucinas 6 y 10
y el factor de necrosis tumoral, que contribuyen a la pato-
génesis de la enfermedad [5], [7].

El patron de herencia para las distintas formas de la en-
fermedad es autosdémico recesivo, es decir, para padecer-
la, la mutacion en el gen debe darse en estado de homo-
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cigosis, los trastornos genéticos ocurriran cuando un indi-
viduo herede un gen anormal de cada progenitor, siendo
el riesgo idéntico para hombres y para mujeres [8]. Hasta
la fecha se han identificado méas de 300 alelos mutantes
originados a partir de deleciones, inserciones, alelos re-
combinantes, etc. los cuales disminuyen total o parcial-
mente la actividad catalitica de la enzima [4]. Algunos se
presentan con mayor frecuencia: la mutacién de cambio
de sentido N370S es la més frecuente en los pacientes
tipo |, la L444P consistente en un cambio de aminoéacido
esta asociada a sintomas neuroldgicos tipicos de los tipos
[I'y Ill, al igual que la mutacién IVS2, entre otras [4], [9],
(101, [11].

2. CuAaDRO CLiNICO DE LA ENFERMEDAD

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Gaucher
son muy heterogéneas, existiendo individuos que la pa-
decen practicamente asintomaticos, asi como aquellos
gue pueden llegar a mostrar sintomas normalmente mul-
tisistémicos y usualmente debilitantes, discapacitantes, e
incluso deformantes, lo que puede conllevar su muerte.
Los 6rganos en los que tiene lugar la acumulacién de las
células de Gaucher inicialmente siguen cumpliendo sus
funciones con normalidad, pero el acimulo del producto
no digerido provoca ciertos sintomas [9], [11].

Se conoce que la intensidad de las manifestaciones clini-
cas de la enfermedad no se correlaciona estrechamente
con el nivel de actividad enzimatica, ni tampoco con la
mutacion concreta presente en el paciente enfermo, sino
mas bien por una interaccion de multiples factores como
la cantidad residual de enzima, el genotipo, factores am-
bientales, etc. [1]. Es por ello que, a pesar del grado de
heterogeneidad fenotipica, la enfermedad puede clasifi-
carse en tres tipos principales segun la presencia o ausen-
cia de manifestaciones clinicas neurolégicas y la gravedad
de las mismas [12].

2.1. Tipo | 0 no neuropatico

Es la forma més comin en occidente, y compatible con
una supervivencia prolongada, ya que no existen trastor-
nos del sistema nervioso central. La edad de inicio de la
enfermedad y la gravedad de los sintomas son muy varia-
bles, pudiendo manifestarse de forma temprana en la in-
fancia o ya en la vejez. Algunos pacientes con la enferme-
dad de Gaucher tipo | carecen de sintomas representati-
vos, mientras que otros pueden desarrollar afecciones
viscerales, hematoldgicas y/o esqueléticas asociadas con
hepatoesplenomegalia, anemia de intensidad variable,
leucopenia, trombocitopenia, osteoporosis o crisis dseas.
Raras son las afecciones pulmonares, renales y cardiacas
6], (81, [91, [10], [11], [12].

2.2, Tipo Il o neuropatico agudo

Aunque es la variante clinica mas infrecuente, tiene una
forma de presentacién mas grave, pues, ademas de los
signos descritos para el tipo | (exceptuando la afectacién
Osea), implica alteraciones neuroldgicas desde el naci-
miento y un deterioro cerebral progresivo que empeora

rapidamente [9]. No es tratable debido a dicho dafio ce-
rebral grave e irreversible que causa la muerte general-
mente antes de los dos afos de edad [2], [13].

2.3. Tipo lll o neuropatico subagudo o crénico

Puede ser el tipo mas comun en todo el mundo. Suele
darse en pacientes jovenes con las afectaciones caracteris-
tica del tipo | mas la afectacion progresiva del sistema
nervioso central caracteristica del tipo Il, pero de forma
menos grave, teniendo un inicio posterior y mas gradual
en comparaciéon con el tipo Il (algunos pacientes fueron
diagnosticados de enfermedad de Gaucher en su infancia
y desarrollaron las alteraciones neurolégicas en la edad
adulta) [6]. Las personas que la padecen, con el tratamien-
to adecuado, pueden sobrevivir hasta la edad adulta con
una amplia variedad de signos y sintomas: pueden pade-
cer o no hepatoesplenomegalia, anemia, trombocitopenia,
alteraciones esqueléticas, valvulopatia mitral y/o adrtica,
paralisis supranuclear, apraxia oculomotora, hipertension
pulmonar, etc. Se manifiestan de forma generalizada crisis
convulsivas, mioclonias, retraso del crecimiento y pobre
ganancia de peso, estrabismo, entre otras. Sin tratamien-
to, los afectados mueren por complicaciones derivadas de
estos sintomas [13].

Ademas de las variantes clasicas, se reconocen varian-
tes clinicas infrecuentes como la forma letal perinatal o la
variante cardiovascular, la primera se produce por compli-
caciones graves y potencialmente mortales que comien-
zan antes del nacimiento, incluyendo hidropesia fetal. La
supervivencia es de unos dias tras el nacimiento. La va-
riante cardiovascular principalmente afecta al corazén,
provocando que las valvulas cardiacas se calcifiquen y, en
consecuencia, se endurezcan [2].

3. TRATAMIENTOS

Hasta hace algunos afios el tratamiento de la enfermedad
de Gaucher era exclusivamente sintomatico, sin influencia
en el prondstico [4]. Sin embargo, en la actualidad hay
tratamientos farmacologicos que permiten modificar el
fenotipo de la enfermedad y mejorar la salud general en
el caso del tipo | y del tipo I, sin tener en cuenta la afec-
tacion cerebral de este ultimo.

3.1. Terapia de reemplazo enzimatico

Se basa en equilibrar, mediante réplicas funcionales de la
enzima natural, obtenidas por diferentes métodos, los
niveles de enzima glucocerebrosidasa deficientes en los
pacientes Gaucher para que estos puedan descomponer
los glucocerebrosidos. Funciona bien para controlar las
complicaciones derivadas de Gaucher tipo | y Ill, sin em-
bargo, la enzima de reemplazo no atraviesa la barrera
hematoencefdlica, por lo que tiene poco efecto sobre la
afectacion cerebral grave de los tipos Il y Il de la enfer-
medad [14].

La primera enzima empleada para el tratamiento de la
enfermedad fue la alglucerasa obtenida de tejido placen-
tario humano (bajo el nombre del medicamento huérfano
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Ceredase), sin embargo, las limitaciones de obtencién de
la misma llevaron a que afios mas tarde se desarrollase
una forma recombinante de la enzima, la imiglucerasa
(Cerezyme), obtenida mediante manipulacion genética de
células de ovario de hamster chino (células CHO). Otros
medicamentos aprobados incluyen velaglucerasa alfa
(VPRIV) producida en una linea celular humana continua y
taliglucerasa (Elelyso), producida en células de zanahoria
genéticamente modificadas [15].

Como resultado de la terapia, disminuye la acumulacién
de glucocerebrésidos y se revierten o detienen ciertas
manifestaciones clinicas de la enfermedad: hay una mejo-
ra de las manifestaciones viscerales y hematoldgicas con
una reduccion del tamafo del bazo y del higado y una
correccion de la anemia y trombocitopenia, asi como una
reduccién del dolor y las crisis 6seas [4], [15]. El hecho de
gue tenga que ser administrada por via intravenosa pe-
ribdicamente, la apariciéon de anticuerpos no neutralizan-
tes frente a ella y su poco efecto directo sobre las mani-
festaciones neuroldgicas debido a su incapacidad de cru-
zar la barrera hematoencefalica, asi como su alto costo,
generan ciertos inconvenientes.

3.2. Terapia de reduccion del sustrato

Surge como una terapia oral para el tratamiento de pa-
cientes adultos con enfermedad de Gaucher leve a mode-
rada tipo |, en el caso de que la terapia de reemplazo en-
zimatico no sea una opcién [14].

Se basa en la inhibicion parcial de la enzima ceramida-
glucosiltransferasa que cataliza la biosintesis de glucosil-
ceramida, lo que se traduce en una disminucién del sus-
trato acumulado con la consecuente mejora de las mani-
festaciones clinicas [15]. Uno de los medicamentos utili-
zados, bajo el nombre de Zavesca, es una molécula
analoga de la glucosa, miglustat (Fig. 2), que inhibe rever-
siblemente la enzima mencionada. Este tratamiento per-
mite mejorar la organomegalia, la densidad o6sea y los
parametros hematoldgicos de los pacientes Gaucher, sin
embargo, al inhibir otras enzimas intestinales glucosidasas
puede causar efectos adversos gastrointestinales. Se ha
demostrado que atraviesa en parte la barrera hematoen-
cefélica. Un anélogo de la ceramida, eliglustat (Fig. 2), es
utilizado como medicamento bajo el nombre Cerdelga,
inhibiendo  también a la  enzima ceramida-
glucosiltransferasa y mostrando mejoria de los pardme-
tros hematolodgicos, volumenes viscerales y una reduccion
de los problemas 6seos. Ambos medicamentos muestran
efectos secundarios leves [15].
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Fig. 2. Estructura quimica del miglustat (izquierda) y del eliglustat
(derecha) [16], [17].

3.3. Otras terapias mas novedosas

Al planteamiento terapéutico de la enfermedad de Gau-
cher de disminuir la sintesis de glucocerebrésido a través
de la inhibicién de la enzima ceramida-glucosiltransferasa
o aumentar la degradacion mediante perfusién periddica
de B-glucocerebrosidasa recombinante puede afadirse un
tercer método: recuperar la actividad residual de las enzi-
mas defectuosas mediante chaperonas farmacoldgicas.

Las chaperonas son un tipo de proteina involucradas en el
plegamiento de otras proteinas. Para una enzima mutada,
como es el caso de la B-glucocerebrosidasa en la enfer-
medad de Gaucher, la secuencia anormal de aminoacidos
puede provocar que las chaperonas no la plieguen de
forma adecuada, siendo degradada la proteina mal ple-
gada en el proteosoma. Es por ello que el uso de com-
puestos quimicos implementados via oral que actien co-
mo chaperonas y permitan el plegamiento especifico de
las proteinas mutadas es interesante para evitar su degra-
dacion, y permitir que la enzima llegue de forma activa a
los lisosomas. Para el caso de la enfermedad de Gaucher
se ha probado el iminoazlcar isofagomina, aunque far-
macos ya aprobados para otras afecciones estan estu-
didndose para su uso como chaperonas farmacoldgicas
(91, [15].

En la busqueda de moléculas que podrian optimizarse
para la penetracién en el sistema nervioso central a través
de la barrera hematoencefdlica se ha identificado el ta-
moxifeno a partir de un cribado en fibroblastos derivados
de pacientes tipo I, en los que esta molécula revirtid
modestamente el fenotipo de la enfermedad [18].
Ademas, como alternativa terapéutica a la farmacoldgica,
en pacientes con enfermedad neurolégica puede realiz-
arse un trasplante de médula 6sea como forma de aporte
enzimatico, siendo un tratamiento de alto riesgo pero que
implica curacién cuando es exitoso [1].

Por su parte, la nanotecnologia puede proporcionar
portadores Utiles para proteger y preservar con éxito las
enzimas y transportarlas a través de la barrera hema-
toencefalica hacia ubicaciones cerebrales. Varias estrategi-
as basadas en atacar receptores especificos de la barrera
han llevado a nanoparticulas a transportar con éxito
moléculas al cerebro [19].

4. CONCLUSIONES

Pese a haberse logrado avances considerables en el cono-
cimiento de la enfermedad de Gaucher, la complejidad de
la misma, principalmente en lo que a efectos neurolégicos
se refiere, hace que aun se resientan los tratamientos para
los tipos mas graves de la enfermedad: Il y Ill. La dificultad
de atravesar la barrera hematoencefalica es un hecho a la
luz de los resultados hayados para los diversos tratamien-
tos propuestos.

Este handicap, sumado a los efectos secundarios que sur-
gen del empleo de las terapias de reemplazo enzimatico y
reduccion del sustrato en algunos pacientes hace que sea
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aun mas necesaria la busqueda de tratamientos alternati-
vos que permitan tratar todo el rango de afecciones que
presenta la enfermedad. Para ello, y pese a la labor al-
truista de asociaciones de pacientes con enfermedades
raras, seria de utilidad contar con capital de empresas
farmacéuticas, que permitiese seguir adelante con la in-
vestigacion, contando con que las Ultimas llevadas a cabo
como la propuesta acerca del uso de chaperonas farma-
colégicas, tamoxifeno e incluso la nanotecnologia han
permitido obtener tan buenos resultados incluso para los
tipos mas graves de la enfermedad.

Una perpectiva futura de interés podria ser estudiar suplir
el gen que codifica la enzima, en lugar de reemplazar a
esta. En definitiva, es vital continuar con los estudios so-
bre Gaucher y permitir afianzar y ampliar los conocimien-
tos actuales que se tienen sobre la enfermedad, con el
objetivo de lograr un tratamiento completo en un futuro
lo mas cercano posible.
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|A aplicada al entrenamiento de jugadores de
eSports

Daniel Emilio Luque Lopez

Resumen—Introduccion a los distintos lenguajes y algoritmos para implementar una IA capaz de “entrenar” a jugadores de eSports.

Palabras Claves—IA, entrenamiento, videjuegos, eSports, machine learning.
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1. INTRODUCCION

ace mas de medio siglo (mas concretamente,

desde 1956), el ser humano concibié por primera

vez el término “inteligencia artificial’, mas cono-
cido como “IA”, que se define como una rama de las
ciencias de la computacién que pretende o es requeri-
da para la sintesis de procesos tales como la resolu-
cién de problemas, toma de decisiones, la adaptacion
del medio ambiente, el aprendizaje y la comunicacién
que se encuentran en los seres humanos y los ani-
males. [1]

Y desde hace bien poco, los videdjuego se han
hecho un hueco entre los deportes mas convencion-
ales y han adoptado nombre propio, los “eSports” o
también llamados “deportes electronicos”.

2. APRENDIZAJE AUTOMATICO COMO
“METODO DE APRENDIZAJE”

2.1. Necesidad de mejora

Los eSports, como cualquier deporte, tienen una serie
de equipos, formados por una serie de jugadores cada
uno. Estos entrenan, cada dia, durante una serie de
horas, para mejorar sus mecéanicas dentro del juego,
que seria el equivalente al entrenamiento de los equi-
pos en otro tipo de deportes. Para ello, organizan par-
tidas, llamadas “screams”, ya sea contra otros equipos
(de la misma categoria, superior o inferior), o entre
miembros del mismo equipo, con el objetivo de practi-
car nuevas estrategias, mejorar su vision de juego y
otros factores que puedan ser importantes en sus par-
tidas competitivas. Con el paso del tiempo, estos juga-
dores obtienen una mejora significativa a medida que
van entrenando, aunque llega el momento de querer
subir la intensidad dentro del entrenamiento y ahi es
donde entra en juego la IA. Con la ayuda de esta tec-
nologia, haremos que cada jugador pueda enfrentarse
a una version mejorada de si mismo, con el objetivo
de aumentar ese grado de dificultad dentro del entre-
namiento.

Daniel Emilio Luque Lépez. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo
de Olavide. deluglop@alu.upo.es.

3. MACHINE LEARNING

Es un subcampo de las ciencias de la computacion y
una rama de la inteligencia artificial, que tiene como
objetivo desarrollar técnicas que permitan a las
computadoras aprender, es decir, que el desemperio
mejora con la experiencia.[1]

3.2. Tipos de algoritmos

Los diferentes tipos de algoritmos se clasifican en fun-
cion de la salida de los mismo.

3.3. Aprendizaje supervisado

» La primera modalidad de aprendizaje que tiene el
machine learning es la de aprendizaje supervisado.
Usandola, se entrena al algoritmo otorgandole las
preguntas, denominadas caracteristicas, y las
respuestas, denominadas etiquetas. Esto se hace con
la finalidad de que el algoritmo las combine y pueda
hacer predicciones. [2]

>
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Fig. 1. Aprendizaje supervisado.[5]
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3.4. Apredizaje no supervisado

>

A diferencia del aprendizaje supervisado, en el no
supervisado solo se le otorgan las caracteristicas,
sin proporcionarle al algoritmo ninguna etiqueta.
Su funcién es la agrupacion, por lo que el algorit-
mo deberia catalogar por similitud y poder crear
grupos, sin tener la capacidad de definir cémo es
cada individualidad de cada uno de los integrantes
del grupo.[2]
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Fig. 2. Aprendizaje no supervisado.[5]

3.4. Apredizaje semisupervisado

>

Este tipo de algoritmos combinan los dos algorit-
mos anteriores para poder clasificar de manera
adecuada. Se tiene en cuenta los datos marcados y
los no marcados.[1]
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Fig. 3. Aprendizaje semisupervisado.[5]

3.4. Apredizaje por refuerzo

» Se basa en que un algoritmo intenta determinar el
mejor comportamiento del agente (la IA que es-
temos implementando) para obtener algun tipo de
recompensa basada en la interaccidn con el medio
en el que estemos. Por medio se entiende el entor-
no donde se desenvuelve el agente: puede ser un
videojuego, un simulador, el mundo real, etc. [3]

Fig. 4. Aprendizaje por refuerzo (Poceso de decision de Marvov).[5]

3.4. Apredizaje multi-tarea
» Métodos de aprendizaje que usan conocimiento
previamente aprendido por el sistema de cara a en-
frentarse a problemas parecidos a los ya vistos. [1]

4. LENGUAJES DE PROGRAMACION

Aunque existen infinidad de herramientas para este
fin, veremos los lenguajes de programacion para IA
mas recomendados. Si estas interesado en llevar a
cabo un proyecto de automatizacion o de Machine
Learning te aconsejamos dar uso de los siguientes
lenguajes, puesto que te facilitaran la tarea. [4]

4.1.PYTHON

» Python es uno de los lenguajes mas utilizados para
configurar IA. Su simplicidad y las filosofias DRY
(Don’t Repeat Yourself) y RAD (Rapid Application
Development) en las que se basa lo convierten en
un candidato ideal. Puede utilizarse tanto para
estructurar datos como para generar algoritmos de
IA. Ademsds, dispone de un catdlogo de librerias
muy extenso que permite hacer realidad cualquier
tipo de Proyecto. [4]

4.2.R

» R dispone de paquetes de programacién muy nu-
merosos. Algunos de ellos se utilizan en el ambito
del Machine Learning, como RODBC. Para gar-
antizar la funcionalidad de la IA, implementan al-
goritmos de aprendizaje automdtico. Se trata de
uno de los mejores lenguajes para analizar y tratar
con datos. Por ello, es posible crear buenas IA con
finalidades estadisticas. [4]
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4.3.LISP

» Lisp trabaja con expresiones simbolicas y proto-
tipado, herramientas utiles en el campo del Ma-
chine Learning. Ademas, se utiliza en proyectos
como CYC, cuyo objetivo es permitir a las aplica-
ciones basadas en IA ejecutar razonamientos simi-
lares a los humanos. [4]

4.4.PROLOG

» Se trata de un lenguaje de referencia en el entorno
de la ingenieria. Una de sus funcionalidades mas
destacadas es que permite automatizar el back-
tracking, que consiste en buscar errores y retro-
ceder hasta el punto anterior para tomar otra al-
ternativa. Para conseguir esto, se basa en estructu-
ras de datos arbdreas que facilitan la busqueda de
patrones. Todas estas caracteristicas combinadas
convierten este lenguaje en uno de los mas flexi-
bles. [4]

4.4.JAVA

» Java es un lenguaje de programacién orientado a
objetos que posee las herramientas necesarias para
trabajar en proyectos de Inteligencia Artificial. Las
caracteristicas mas destacadas de Java son la
transparencia, la mantenibilidad y la portabilidad.
Permite codificar algoritmos muy facilmente y es
un lenguaje escalable. Teniendo en cuenta que una
[A estd basada en gran medida en estos algoritmos,
Java es una muy buena opciéon. Ademas, dispone de
interfaces de datos muy atractivas para mejorar la
experiencia del usuario.[4]

4.4.C++

» Java es un lenguaje de programacién orientado a
objetos que posee las herramientas necesarias para
trabajar en proyectos de Inteligencia Artificial. Las
caracteristicas mas destacadas de Java son la
transparencia, la mantenibilidad y la portabilidad.
Permite codificar algoritmos muy facilmente y es
un lenguaje escalable. Teniendo en cuenta que una
IA estd basada en gran medida en estos algoritmos,
Java es una muy buena opcién. Ademas, dispone de
interfaces de datos muy atractivas para mejorar la
experiencia del usuario.[4]

4.4.Torch

» Torch no es Unicamente un lenguaje de programa-
cién. También es una libreria de Machine Learning
y un framework de computacién cientifica. Provee
de un amplio rango de algoritmos para el aprendi-
zaje automatico y se basa en Lua]IT. Este lenguaje
aprovecha toda la potencia de la GPU para trabajar
en Inteligencia Artificial. [4]

CONCLUSIONES

Con el desarrollo de un software capaz de desempeiiar el
papel de rival, con unas caracteristicas mejoradas del
jugador al que se enfrente, los mismos serian capaces de
aprender de la IA, de manera que responderian de la
misma forma que lo haria su enemigo, lo que conllevaria
a una mejora del rendimiento del jugador, solo por el
hecho de enfrentarse a una versién mejorada de si mis-
mo. Con esto, también estariamos mejorando, de manera
paralela, el rendimiento del software, ya que los datos
serfan distintos y mejores al mismo tiempo, por lo que
ahora, nuestra IA aprenderia formas mas dptimas de
mejorar dichos datos.
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Goma Il y su uso por el grupo terrorista ETA

Francisco Rafael Ruiz Alpresa

Resumen—Aprovechando la creacién nacional del explosivo Goma-2 y, su uso por parte del grupo terrorista ETA, vamos a
profundizar sobre su composicién, sus aplicaciones en la industria y, por Ultimio, su uso para fines criminales.

Palabras Claves— ETA, Explosivo Goma-2 EC, Goma-2 ECO, MAXAM.

1. INTRODUCCION

La Goma-2 es un explosivo del tipo dinamita (com-

puesto por serrin empapado en nitroglicerina, lo cual
hace a este explosivo mas estable que la nitroglicerina
pura, aunque sigue siendo un explosivo sensible a los

golpes).

La Goma-2, segtin la clasificacién hecha por el autor del
articulo “Tipos de explosivos” [1] y, en consonancia con
lo declarado por J.A.W. Cabrera [2], es un explosivo gela-
tinoso con consistencia pléstica, se caracteriza por su gran
potencia, elevada velocidad de detonacién, gran resisten-
cia al agua (debido a su alta densidad) y a los cambios de
temperatura. Es un explosivo que no produce muchos
gases toxicos y, ademads, si se conserva adecuadamente
puede ser almacenado durante mucho tiempo sin perder
sus propiedades explosivas.

De fabricacién espafiola, en un principio se ideé como
un explosivo con fines de uso industrial, aunque como
veremos, ha sido utilizada también en determinados cri-
menes. Sobre todo, nos centraremos en su uso por parte
del grupo terrorista ETA.

En Esparfia este explosivo fue usado de manera frecuen-
te en la industria, en concreto, en la mineria: voladuras de
rocas duras y semiduras y trabajos con presencia de agua.
Ademas, Espafa es un pais que exporta este tipo de ex-
plosivo al extranjero.

2. FABRICACION GOMA-2

Como ya hemos dicho previamente, la Goma-2 se creé en
Espafia, por la Unién Espafiola de Explosivo, S.A (ahora
MAXAM). Segun relata la propia web de la compaiiia [2],
en 1896, la compaiiia que Alfred Nobel fundé en 1872,
llamada Sociedad Espafiola de la Pélvora Dinamita con
sede en Galdacano (Bilbao), Espana, se fusion6 con otras
ocho sociedades, dando lugar a la Unién Espafiola de

Francisco Rafael Ruiz Alpresa. Facultad de Derecho, Universidad Pablo de
Olavide  rafaelruizalpresa@hotmail.com

Explosivos, S.A (UEE). Fue a partir de 2006 cuando UEE
paso a llamarse MAXAM.

Este explosivo estaba principalmente destinado a su
empleo en el sector de la industria, mas en concreto en
la mineria, como ya hemos dicho previamente.

En la actualidad, este explosivo se fabrica principalmen-
te en Paramo de Masa, Burgos (Espafia), cuyas instalacio-
nes tienen una capacidad de produccién anual de 15.000
toneladas aproximadamente. La fabrica de explosivos de
Paramo de Masa se encuentra en el municipio de Quinta-
nilla-Sobresierra.

Alli, la produccioén se focaliza en los productos Goma-1,
Goma-2, Goma ECO, Explosivo de Seguridad n° 9, Riogel
EP y, Pentrita.

2.1. Composicion

La dinamita es conocida como untipo de explosi-
vo compuesto por nitroglicerina o trinitrotolueno y diéxi-
do dessilicio en forma de tierra de infusorios. Por su esta-
bilidad, sustituy6é a la nitroglicerina en la minerfa y las
demoliciones, ademés de en la industria de armamento
militar.

La Goma-2 es un tipo de dinamita, que mezcla los si-
guientes productos: nitrato de amonio (se estimar que
entre un 60 y un 70 por ciento), dinitrato de etilenglicol
(EGDN) (entre un 26 y un 31 por ciento), y algodén (por-
centaje restantes). Al igual que ocurre con la dinamita,
debido a su estabilidad, se requiere el empleo de detona-
dores para que estallen. Comtnmente se emplean con
este proposito el peréxido de acetona (TATP) o el hexa-
metileno triperéxido de diamina (HMTD).

A estos explosivos se les llama goma debido a su aspec-
to gelatinoso. En definitiva, vienen a ser dinamitas com-
puestas por dinitratos de etilenglicol, nitrato de amonio,
nitrocelulosa, carbonato de calcio y harina, entre otras
sustancias.

2.2. Tipos de Goma-2
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Tal y como explica I. Salamanca en su articulo sobre este
explosivo [4], en Espafia se comercializan principalmente
dos tipos de explosivo Goma-2: la Goma-2 EC y la Goma-
2 ECO, ambos comparten una composicién parecida.

El primero de ellos (Goma-2 EC), que fue la primera
variante que se cre6 del Goma-2, es un potente explosivo,
el cual se compone en un 7% de dinitrotolueno (DNT). El
dinitrotolueno es un explosivo que tiene multitud de usos
industriales: en la fabricacién de muebles, en la fabrica-
cion de tintes y plasticos, y también lo podemos encontrar
en los airbags de los vehiculos. Se trata de un compuesto
sintético, altamente toxico, que se usa en la produccién de
trinitrotolueno (TNT).

La segunda variante, la Goma-2 ECO, también denomi-
nada Riodin, es una versién mejorada de la primera. De-
bido a la alta contaminacién atmosférica que producia
dicho explosivo, los cuales superaban los limites de la
nueva normativa europea, se desarrollé este nuevo tipo
de explosivo. La composicién de la Goma-2 ECO es la
siguiente: nitroglicol, nitrato amoénico, nitrocelulosa, ftala-
to de dibutilo y, carbonato célcico. Su principal modifica-
cion fue la eliminacidn total del dinitrotolueno (DNT), un
producto altamente téxico. Con este cambio en la compo-
sicién, se consiguié una reduccion de hasta un 68% en la
emision de 6xidos de nitrégeno y diéxidos de carbono.

Aunque poseen una potencia explosiva parecida, si es
cierto que la Goma-2 ECO es algo mas potente que la
Goma-2 EC.

TABLA 1
DIFERENCIAS EN COMPOSICION

Goma 2 Goma 2

ECO* EC*™
Dinitratoluenc &
Trinitroglicerina
Etien glicol dinitrato
Nitroghcd L 4
Nitrocdulosa
Nitrso amdnico *

Fta ato de dibutilo
Carbonato cékico

> >oOP PO SPe

Harina

2. UsO POR EL GRUPO TERRORISTA ETA

Fue utilizada por la banda terrorista ETA en sus primeros
anos de actividad terrorista, aprovechando su sencillo
montaje, y su compleja desactivacion, segin explica I.
Salamanca [4]. Estas facultades hacen al explosivo idéneo

para un grupo terrorista, aunque como a continuacién
veremos no fue el tnico explosico que us6 ETA.

La Goma-2 més usada por ETA en sus atentados fue la
EC, no la ECO. A pesar de que fue comercializada en Es-
pafia también, era mas complicada su adquisicién en el
mercado negro nacional, a lo que debemos anadir que
cada vez el grupo terrorista tenia mas complicaciones a la
hora de sustraer de manera ilegal de polvorines espafioles
este tipo de explosivo.

A continuacioén, con el soporte documental del articulo de
El Pais “Todos los coches bomba de ETA”" [5], citaremos
algunos atentados conocidos de ETA, en los que emple6
Goma-2.

Uno de los atentados con més repercusion fue el asesi-
nato del presidente del Gobierno, almirante Luis Carrero
Blanco, el 20 de diciembre de 1973. Entre 80 y 100 kilo-
gramos del explosivo fueron utilizados por la banda te-
rrorista ETA enla denominada Operacion Ogro. La ex-
plosién fue tan poderosa que lanzé el coche de Blanco por
encima de un edificio de cinco pisos.

El 31 de octubre de 1982, con la explosién de 10 kilos de
Goma-2 colocada dentro de un coche aparcado en Vitoria,
ETA mat6 a un policia nacional hiriendo a otros 8.

Afios mas tarde, en mayo de 1985, se produjo un aten-
tado fallido con un coche bomba cargado de 25 kilos de
Goma-2 estacionado en las inmediaciones de la casa cuar-
tel de la Guardia Civil de Llodio, en Alava. No provoco
muerte alguna, pero si causo¢ fuertes dafios materiales.

Otro caso de renombre, fue el atentado perpetrado el 14
de julio de 1986 en Madrid. En un vehiculo de gran tama-
no habian introducido 35 kilos de Goma-2, con los que
consiguieron matar a 12 guardicas civiles y herir a 45 per-
sonas (de las cuales 7 de ellas eran civiles), el atentado
mas cruento hasta el momento.

En 1987, murié un comandante del Ejército y un civil,
ademas de quedar heridas 40 personas (civiles y milita-
res), al explotar en Zaragaza otro coche bomba con 50
kilos de Goma-2.

Sin embargo, como se explica en el articulo periodistico
” ;Qué podria hacer ETA con 850 kg de explosivos?” [6]
ETA no usé solo este tipo de explosivo. En sus atentados
era muy comun el uso de Amonal debido a su barata fa-
bricacion (con menor potencia que la Goma-2). Se trataba
de un explosivo de nitrato de amonio mezclado con TNT
y aluminio. Como podremos ver en el préximo parrafo,
ETA fue dejando de usar Goma-2 con el aumento del uso
del Amonal. Ademés de ser mas barato, lo podian fabri-
car ellos mismos, evitdindose la dificultad de tener que
robar los explosivos, como consta en el articulo de El Pais
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“ETA Militar fabrica su propio Amonal en el sur de Fran-
cia” [7].

Se encontré amonal, entre otros, en los siguientes atenta-
dos: Hipercor de Barcelona (19 de junio de 1987), Coche
bomba en Eibar (10 de agosto de 1987), Direccién General
de la Guardia Civil en Madrid (22 de noviembre de 1988),
coche bomba en la casa cuartel de Iran (25 de julio de
1991), casa cuartel de Vic (29 de mayo de 1991) y, coche
bomba en la Comandancia de la Guardia Civil de Murcia
(10 de febrero de 1992). El grupo terrorista usé también,
aunque de forma mas residual el ANFO, un explosivo
que mezcla nitrato de amonio con un combustible deri-
vado del petrdleo.

Existen casos documentados por la labor periodistica,
como el articulo de El Pais “ETA y el coche bomba: los
atentados mas sangrientos” [8], con los que podemos
comprobar que ETA us6 mas de un explosivo. Por ejem-
plo, el 25 de abril de 1986, ETA mat6 en Madrid a 5 guar-
dias civiles e hirié a 4 de gravedad explosionando una
furgoneta bomba equipada con seis ollas exprés que con-
tenfan 20 kilos de Goma-2 y Amonal, con 48 kg de metra-
lla. Los asesinos conseguian aumentar la potencia des-
tructiva con la metralla y con la disposicién de las ollas en
forma de cafiones (unas dentro de otras).

3. CONCLUSIONES

La historia nos ha venido ensefiando que junto con los
avances cientificos y tecnolégicos debemos implementar
nuevas formas de control y vigilancia, para que el desa-
rrollo no sea enfocado hacia el perjuicio de los demas sino
para el beneficio propio.

Los explosivos, como la mayoria de inventos, pueden
ser usados con mdltiples fines, algunos opuestos entre
ellos; desde fines legales y beneficiosos para la sociedad,
hasta fines destructivos y perjudiciales para el orden y la
seguridad.

En este caso fue un invento espafiol, con multiples ven-
tajas (que ya hemos explicado en el cuerpo central de esta
exposicién), el que fue usado por terroristas espafioles
para sembrar el terror en la sociedad. Esto nos lleva irre-
mediablemente a la necesidad de estrechar el cerco sobre
el trafico ilegal de armas y explosivos, aumentando tam-
bién los controles y la vigilancia en las fabricas y alma-
cenes de explosivos.

En denitiva, no debemos frenar el fomento y desarrollo
de herramientas tan ttiles para la humanidad, como son
los explosivos, por miedo o desconococimiento. A su vez,
no debemos olvidar esa obligacién de control que tienen
las instituciones publicas, a nivel legislativo, social y, po-
licial.
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DMT: el psicotropico natural

Juan F. Vera Ruiz

Resumen— El DMT es una droga interesante que presenta una estructura molecular muy sencilla; esta droga esta presente
en la naturaleza y en pequefas cantidades en el cuerpo humano, lo que hace llamar ain mas la atencion. Ademas de sus
efectos psicodélicos intensos y efimeros en las diferentes formas de consumo que tiene. A su vez se hace un andlisis legal

sobre su estatus en nuestro pais.

Palabras Claves— DMT, droga, psicotrépico, naturaleza, ente6geno, alcaloide,

1. INTRODUCCION

| DMT son las siglas por las que se conoce a la Dimetil-

triptamina o también N, N-Dimetiltriptamina. Esta

droga familia de las triptaminas. Es considerada como
una de las mas potentes existentes actualmente en la na-
turaleza. Es a su vez una droga entedgena, es decir, es un
compuesto natural (preparado de sustancias vegetales),
alucinégeno con un tiempo de actuacién cortos y efectos
muy intensos en periodos de tiempo minimos comparado
con otros tipos de alucindgenos.

Se consume por lo general en su forma basica, pero al
ser mas estable como una sal se utiliza en forma de cristal
de color blanco casi transparente; y como ocurre con to-
das las drogas en formas de cristal cuando se procede a
su venta en el mercado ilegal suelen aparecer tonalidades
amarillentas y oscuras a consecuencia de las impurezas
que surgen al ser elaboradas de forma sintética. Para su
elaboracién es necesario partir de una base de indol utili-
zando cloruro, dimetilamina y como reactivos: hidruro de
litio y aluminio.

El DMT ha sido una droga utilizada por las tribus indi-
genas y por chamanes espirituales durante mucho tiempo
en diferentes rituales, a través de brebajes realizados por
ellos mismos en ceremonias.?

Sus efectos son intensos pero efimeros, ya que es una
droga psicoativa muy poderosa, produciendo alucinacio-
nes visuales, euforia, conversaciones con entes astrales e
incluso vivir a lo que se asemeja a una experiencia cercana
a la muerte. Es por ello por lo que cada vez mas curiosos
de las drogas alucinégenas la consumen, convirtiendo
esta droga espiritual en una droga recreativa. No solo a
particulares, sino que en este Ultimo siglo ha captado la
atencién de cientificos del mundo que, debido a sus efec-
tos intensos sobre la mente, y por su presencia de forma
natural en el cuerpo humano han decidido estudiarla a
fondo para buscar sus beneficios, y profundizar en sus
caracteristicas.

2. UNADROGA PRESENTE EN LA NATURALEZA Y EN
EL CUERPO HUMANO

Esta droga fue sintetizada por primera vez en 1931,
aunque fue a mediados de los afios 50 cuando se descu-
brieron sus efectos alucinbgenos; aunque de forma natu-
ral se lleva consumiendo desde tiempos ancestrales. Es
conocida por estar presente tanto en las plantas como en
los animales (cerebro de los mamiferos), incluido en los
humanos, llegando estudios a afirmar que es una sustan-
cia que es segregada por varios 6rganos de nuestro cuer-
po, como la glandula pineal, teniendo su mayor actividad
en los suefios y en situaciones de gran estrés.

2.1. Plantas que contienen DMT

Estd presente en las siguientes plantas:
1. Yopo

Psychotria viridis

Banisteriopsis caapi

Diplopterys cabrerana

Phalaris arundinacea

Phalaris aquatica

SOk W

La mezcla de algunas de estas plantas se obtiene la
Ayahuasca, bebida descubierta y elaborada por los indi-
genas del Amazonas, presentando como componente
principal el DMT, responsable primario de los efectos alu-
cindgenos de este zumo.?

2.2. DMT y cuerpo humano.

Varios cientificos y médicos como Rick J. Strassman
(doctos en psiquiatria), ha defendido la hipotesis de la
existencia del DMT en el cuerpo humano; llegando a afir-
mar que el cerebro transporta DMT a través de la barrera
hematoencefélica y sus tejidos, y de igual modo lo trans-
porta a través del sistema defensivo. Aseguraba también
que donde estaba mas presente el DMT era en la glandula
pineal, y que era segregada en los suefios, de ahi que las
experiencias oniricas fuesen tan intensas en determinadas
ocasiones.

También asocio la segregacion del DMT con los esta-
dos excesivos de estrés humano, causando que el aumen-
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to de adrenalina y de enforfina estimulen la expulsion del
DMT de la glandula pineal; por ejemplo, uno de los mo-
mentos de mayor estrés ocurre cuando tenemos expe-
riencias cercanas a la muerte. Por todo ello, llamé a esta
sustancia como la “molécula del espiritu™

El DMT también es creada en pequefas cantidades por
el cuerpo humano durante el metabolismo de la enzima
triptamina N-metiltransferasa, una enzima encontrada en
la médula suprarrenal que convierte la noradrenalina
(hormona neurotransmisora encargada del aumento de la
presion arterial y ritmo cardiaco) en adrenalina.

3. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Podemos considerar al DMT como un compuesto qui-
mico muy simple ya que solo presenta dos modificacio-
nes. Se trata de una sustancia organica derivada de la trip-
tamina que presenta dos grupos de metil en el &tomo de
nitrdgeno. Generalmente es manejada como fumarato en
forma de sal. Las sales de DMT cuando se evaporan de un
solvente y se depositan sobre un vidrio comenzara a for-
marse las sales en forma de aguja blanca cristalinas hacia
arriba, estas sales con forma de aguja son muy solubles
en el agua, y si no son conservadas a una temperatura
notablemente fria corren el riesgo de descomponerse, por
esta razén se conservan en los laboratorios congeladores.

No se debe confundir con la Bufotenina (5-HO-DMT),
sustancia que se obtiene de las glandulas del sapo Bufo
Alvarius, ni con el 5-MeO-DMT, que surge tras la combus-
tién de la anterior sustancia, aunque son parientes y todos
ellos son psicotropicos, no tienen la misma estructura
molecular.

A su vez es un alcaloide triptaminico con nicleo de in-
dol siendo el DMT de los mas simples existentes, compa-
rado con el LSD (con un peso molecular de 323 g/mol) y
la mescalina (211 g/mol). Ademas, actia como agonista
de algunos tipos de receptores de la serotonina, como
otras drogas psicodélicas. Presenta también una estructu-
ra quimica similar al neurotransmisor serotonina.

La férmula quimica es la siguiente:
Ci12H16N2 presentando un peso molecular de 188274
g/mol

N

~

N
H

Fig. 1. Estructua del DMT.

3.1. Biosintesis
La biosintesis del DMT resulta un proceso quimicamen-

te sencillo, para ello necesita el aminoacido esencial (el
cuerpo humano no lo puede sintetizar) llamado L-
triptéfano, obtenido de los alimentos®. Una vez que este
aminoacido se ha descarboxilado por su correspondiente
enzima, surge el triptéfano descarboxilado (el analogo
quimico es la triptamina), este proceso es similar a lo que
ocurre con el 5-Hidroxitriptéfano a serotonina.

El triptéfano carboxilado sufre a continuaciéon una
transmetilacion, protagonista de este paso es la enzima
INMT, sirviendo como catalizador para que se de el cargo
de grupo metilo; de esta reaccibn surge la N-
metiltriptamina (NMT), sintetizado en el cuerpo humano
como el producto final del meatbolismo de L-triptéfanco®,
el NMT no tiene efectos psicoativos debido a la enzima
MAO (monoaminooxidasa) que inhibe dichos efectos.
Para que para que se convierta en DMT es necesario que
sea transmetilado por el mismo proceso.”

4. EFECTOS

Los efectos del DMT son descritos como efectos muy
intensos y de caracter efimero, ya que suelen durar entre
5y 30 minutos si es fumada, y si es consumida oralmente
ascienden a 2-5 horas, pero de intensidad media; es por
ello que se ha logrado el titulo de la droga alucinégena
mas poderosa del mundo, mayor incluso que el peyote
(entedgeno) y el LSD (droga sintética), a los que los efec-
tos se asemejan, aunque no del mismo modo.

Los efectos son considerados como un viaje instros-
pectivo, donde se reflexiona en una realidad alterada, y en
el que se adquieren sentimientos de euforia y alegria in-
mensa. La gravedad no se percibe de la misma forma,
sitiéndose el sujeto consumidor mas ligero, ademas de
que la percepcién del tiempo varia de un modo conside-
rable, al igual que la percepcién de visual (se perciben
colores, brillos, distorsiones con los ojos abiertos), y audi-
tiva; también se experiementa la sensacién de estar fuera
del propio cuerpo, y de visibilizar la vida “en tercera per-
sona”.

Otros efectos no tan buenos ni placenteros son: las
nauseas constantes, la desorientacion, aumento de la fre-
cuencia cardiaca que puede conducir a una crisis de an-
siedad, y derivar en una psicosis por el miedo a una muer-
ta inminente. Esto puede ser grave porque al no tener
control sobre la mente puede tener efectos secundarios
adversos irremediables, y sin olvidar que, si la persona no
estd sana mentalmente, su problema puede empeorarse.

Tras su consumo se manifiestan en el sujeto unas suce-
siones de viajes esporadicos (comunmente conocidos
como flashbacks) y suefios extrafios que se prolongan en
el tiempo.

Es posible que el sujeto sufra un mal viaje tras su con-
sumo, y a causa de ello afloran los sentimientos de nega-
tividad y ansiedad, se tiene un miedo constante a la
muerte, se reviven traumas ocultos en el subconsciente, y
sobre todo una desorientaciéon y confusion constante, que
puede ser fatal.
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Aunque con el DMT no desarrolla una dependencia fisi-
ca en el ser humano, su consumo por primera vez causa
en ocasiones fase conocida como “luna de miel” en la cual
la persona tiene deseos intensos de volver a consumir
DMT y asi poder revivir a esas sensaciones fuertes y pla-
centeras, esto puede derivar en un consumo abusivo, y en
una dependencia psicoldgica, provocando un consumo
descontrolado y pudiendo afectar al cerebro.

4.1.Formas de consumo.

El DMT se puede consumir de varias formas: via oral,
via intravenosa (método utilizado por el médico Rick J.
Strassman en sus experimentos con el DMT) y fumada.

La que requiere una comprensién quimica para saber
cdmo funciona una vez en el cuerpo humano es en el
consumo por via oral, al ser mas complejo el proceso que
los demas.

Si el DMT es consumido oralmente sin mas, al entrar en
el estbmago es destruido por la enzima presente en el
mismo conocida como monoaminooxidasa (MAO), enzi-
ma encargada a su vez de la regulacién de la degradacion
metabdlica de serotonina, noradrenalina y dopamina, en-
tre otros; entonces, para que el DMT haga efecto es nece-
sario que que se inhiba la actuacién de dicha enzima, lo-
grandose mediante el consumo oral mezclado con alguna
sustancia inhibidora de la monoaminoxidasa, es decir, una
sustancia IMAO. Algunas sustancias IMAO son los alcaloi-
des de clase beta-carbolina (presentes en algunas plan-
tas). Una vez consumido el DMT con la sustancia IMAO
comenzaran a aparecer los efectos, proporcionando una
experiencia espiritual lenta, pero intensa. La sustancia
IMAO para que sea efectiva deberd consumirse 30 minu-
tos antes, o en su defecto conjuntamente.

Se debe tener especial cuidado con las IMAOS ya que
puede haber consecuencias letales si son mezcladas con
algunos medicamentos, como son los antidepresivos ISRS
(inhibidores selectivos de la recaptura de la serotonina).,

Esta droga en sus otras vias de consumo tampoco se
debe mezclar con anfetaminas, cocaina o MDMA ya que
puede aparecer un riesgo agudo de sindome serotoninér-
gico (causado por el exceso de serotonina), pudiendo dar
lugar a un coma e incluso la muerte.

En lo respecto a las intoxicaciones Unicamente por con-
sumo de DMT no se tienen datados casos. Los existentes
son por consumo de DMT junto con las drogas mencio-
nadas anteriormente.

5. ESTADO LEGAL EN ESPANA.

El DMT no es una droga muy conocida en el ambito na-
cional, aunque por ello no significa que sea legal. Segun
el Informe de Espafia del 2017 sobre drogas se clasfica en
las tablas y graficas como "Otras drogas” ocupando el 6%
del consumo (compartido con el LSD, setas alucinége-

nas...)

En Espafia, el delito de trafico de drogas y las sancio-
nes administrativas por tenencia de drogas se considera
como una norma penal en blanco, esto significa que el
precepto contiene la pena, pero se requiere acudir a los
convenios internacionales ratificados por Espafia para sa-
ber lo que es exactamente un estupefaciente, droga toxica
y sustancia psicotrdpica. En concreto a los anexos al Con-
venio de Viena de 21 de febrero de 1971 sobre psicotré-
picos, definiendo a tales como aquellas sustancias que
puedan producir un estado de dependencia y estimula-
cion o depresion del sistema nervioso central, y que ten-
gan como resutlado alucionaciones o trastornos de la
funcion motora o del juicio o del comportamiento o del
estado de animo (art 2.4)°. En Espafia se acogera como
sustancias psicotrépicas las incluidas en los anexos del
Convenio mediante el Real Decreto 2829/1977 de 6 de
octubre, regulador de las sustancias y preparados medici-
nales psicotrépicos. En concreto el DMT se encuentra en
la lista de este mismo convenio, introducido en los anexos
de la Lista I.

El estatus legal por lo tanto es lo mismo que otras
drogas ilegales en Espafa, por lo cual su consumo y la
tenencia minima personal del DMT en espacios publicos
estd sancionado administrativamente con multas de 601 a
30.000 euros, al ser considerado como una infraccién gra-
ve en el articulo 36 del a Ley Organica de Proteccién de la
Seguridad Ciudadana. Y si se procede a la venta del DMT
se le impondra la pena de prisién de 1 a 6 afios, compor-
tando del mismo modo una pena complementaria de
multa. Sin perjuicio de los agravantes.

6. CONCLUSIONES

Como se ha podido apreciar a lo largo de este articulo
el DMT es una droga que a primera vista puede resultar
muy simple quimicamente hablando, pero todo lo que
hay detras es un gran desconocido que aun no se ha in-
vestigado a fondo sobre ello. Efectos espirituales fuertes,
y aun estan por determinarse los efectos terapéuticos que
pueda tener esta droga, como por ejemplo ayudar con la
depresion, con la adiccién a otro tipo de drogas como la
metanfetamina e incluso con algunos problemas psiquia-
tricos como la esquizofrenia.

La potencia y su interés alucindgeno de sus efectos,
ademés de la ausencia de dependencia fisica puede cau-
sar que acabe convirtiéndose en una droga recreativa,
creando sobre ella un tabd que no sera bien adoptada
por la comunidad ciéntifica, pudiendo de este modo dis-
minuir sus experimentos con ella.
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Obtencion de electricidad a partir de plantas.
La energia ¢ fitovoltaica?

Nieves Botello Garcia

Resumen—Obtencion de energia limpia y renovable a partir de seres vivos. Aproximacion a la consecucion de energia eléctrica
a partir de pilas de combustible microbiano alimentadas por plantas. Breve explicacion de su mecanismo de funcionamiento.

Aplicaciones actuales.

Palabras Claves— Bioenergia, pila de combustible microbiano, biocatalizador.

1. INTRODUCCION

El uso masivo de combustibles fésiles que desde la revolu-
cién industrial ha hecho la humanidad estd teniendo
graves consecuencias para nuestro planeta. Si a ello le uni-
mos que este tipo de fuente de energia terminara por ago-
tarse, el ser humano se ve abocado a la busqueda de nue-
vas fuentes de energia. Estas tienen que ser limpias para
que no perjudiquen el medio ambiente y, con ello, nuestra
salud. Y ademads han de ser renovables, es decir, que no
tengan fecha de caducidad. Dentro de este ambito, pode-
mos situar la energia hidrdulica, que es la que mas tiempo
lleva con nosotros, la edlica y la solar, que son las que estan
en franco crecimiento, la geotérmica, las mareales y, por
altimo, las de origen biol6gico, que son las mas novedosas
y desconocidas por el publico en general.

2. BIOENERGIAS RENOVABLES

Entre las posibilidades que ofrecen los seres vivos para la
obtencion de energia eléctrica limpia, podemos encontrar
las celdas o pilas de combustible microbiano [1]. Estas con-
sisten en un cultivo de microorganismos, (por lo general
bacterias Geobacter Sulfurreducens) que, mediante oxida-
cién de materia organica que se les suministra, pueden
producir energia.

Otro tipo serian las energias que se obtienen a través de la
fotosintesis. Recientemente, investigadores del Imperial
College de Londres, de la Universidad de Cambridge y de
Central Saint Martins [2] han conseguido fabricar un papel
en el que se han efectuado impresiones de nanotubos de
carbono. Sobre estos nanotubos se han impreso a su vez,
cianobacterias que, mediante fotosintesis, producen
electricidad, tanto de dia, como de noche. La cantidad de
energia obtenida mediante este sistema no es mucha,
aunque podria ser suficiente para la alimentacién de
pequenos dispositivos. Se abre asi un amplio abanico de
posibilidades de aplicacion. Campos como el de la
medicina, donde se podrfa usar en sensores para
monitorizar pacientes con diabetes o el de la domética,
donde papeles pintados de este tipo se pueden usar

controlar la calidad del aire de una estancia, podrian
beneficiarse de estos pequefios dispositivos.

No obstante, es en la energia obtenida utilizando plantas
donde parece que hay un mayor futuro en el campo de las
bioenergias.

3. ¢ COMO OBTENER ENERGIA ELECTRICA DE UNA
PLANTA?

A decir verdad, segtn la tésis de Koen Wetser [3], no es la
propia planta la que, por si misma, genera electricidad,
sino que se trata de un tipo de pila de combustible micro-
biano que es alimentada de manera continua por los ex-
cedentes de materia organica que la planta aporta al suelo.

CATHODE

MEMBRANE

Fig. 1 Funcionamiento de la pila microbiana [4]
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Como podemos ver en la figura 1, lo que la planta hace es
ceder al suelo, como producto de deshecho, raices muertas,
lisados, mucilagos, secreciones y exudados ricos en com-
puestos de carbono mediante un proceso llamado rizode-
posicion. Estas sustancias son reducidas por las bacterias
que se encuentran en el sustrato, liberando de este modo
electrones, CO» e iones H* que se transformaran en agua.

Asi, si tomamos el anidén acetato como sustancia modelo
del combustible usado en el proceso, la reaccién quimica
seria :

CH;COO- + 4H0 ------ >2HCO; + 9H* + 8e-

Los electrones son recogidos por un dnodo mientras que
los iones H* que se generan en la reaccién, al combinarse
con el oxigeno del aire, van a producir agua. Todo ello se
produce segin la siguiente reaccién, para la que es nece-
sario un catalizador (platino, anién ferrocianuro, ...) :

O, + 4H* + 4 ———> 2H,0

Pero estos catalizadores para la reduccién del oxigeno,
ademds de ser caros o contaminantes, terminan por
agotarse. La ingeniosa solucién a este problema ha sido el
uso de microorganismos vivos que contengan enzimas
lacasas, para poder usarlos como biocatalizadores. Estas
enzimas, del grupo de las oxidasas de cobre azul, se
encuentran presentes en algunas especies de plantas, hon-
gos (Aspergillus Nidulans), insectos y bacterias, como la
Azospirillum Lipoferum, Marinomonas Mediterranea o
Streptomyces Griseus o Bacillus Subtilis. Se caracterizan
por catalizar la reduccién del oxigeno molecular a agua.
Asi, el uso de estos organismos proporciona un bio-
catalizador que, no sélo es barato y no contaminante, sino
que ademas tiene la capacidad de auto-reemplazarse. [4],

(5]

4. APLICACIONES

Actualmente son varias las empresas que se estan dedi-
cando al desarrollo y comercializacién de este tipo de célu-
las de energia limpia. En Pert, por ejemplo, auspiciado por
la Universidad Tecnolégica de Lima [6], se ha desarrollado
un proyecto que ha conseguido suministrar luz eléctrica a
la comunidad indigena de Nuevo Saposoa, en una regiéon
aislada de la Amazonia peruana. Para ello han creado un
innovador sistema al que han bautizado como “Plantala-
mpara”.

Este, como puede verse en la figura 2, no consiste mas que
una maceta portatil que, mediante un sistema de pila de
combustible microbiano, genera energia eléctrica. La ener-
gia asi producida queda almacenada en una bateria que
lleva incorporada, con la que se alimenta a una luz led
equivalente a una bombilla normal de 50W.

Durante [a fotosintesis
se eliminan residuos,
que en contacto
con microorganismos
de la tierra, se

; ~ descomponen

5 . produciendo electrones.

@£ -;_

La energia sirve para encender
una lampara LED equivalente
% ﬁ Estos electrones son
capturados a través
0 v

a una bombilla convencional
de 50 W aproximadamente,
0 de electrodos
que se encuentran

dentro de una grilla,
creando un flujo
de corriente

Fig. 2 Modelo de “Plantalampara” de la U-.T. de Lima [6]

PLANTALAMPARA

-

El flujo de corriente

es almacenado en una
baterfa

que se carga durante el dia.

En los Paises Bajos, la firma Plant-e, basdndose en los estu-
dios de la Universidad de Wageningen [7] ha creado
pequetios dispositivos alimentados por plantas, consigui-
endo generar con ellos un voltaje maximo de 0,7 V.

Pero es en Espana, con la start-up Bioo donde se ha conse-
guido el avance mas significativo [8]. Esta firma, fundada
por los andaluces Javier Rodriguez Macias, Pablo Vidarte
Gordillo y Alexandre Diaz Codina, mediante una seleccion
mas precisa tanto de plantas, como, sobre todo, de los mi-
croorganismos encargados de la generacion de la corriente,
han fabricado dispositivos capaces de generar hasta diez
veces mas potencia que los otros sistemas. Esto les ha lle-
vado a cosechar premios como el de la Empresa més Inno-
vadora de Europa concedido en 2017 por el Parlamento
Europeo, el de la Empresa mas Disruptiva del afio 2016
otorgado por Google o estar incluida en la lista Europea de
Forbes Under 30. Han puesto en el mercado kits educativos
para laboratorios de secundaria, plantas en macetas capa-
ces de cargar un movil, paneles de 1 m? capaces de produ-
cir entre 3 y 40 W e incluso una maceta que sirve de repe-
tidor para acceder a una red wi-fi externa sin gasto energé-
tico alguno.

5. ELFUTURO

Con un jardin de 100 m? de césped, o 15 m? de arbustos o
arboles, ya que con plantas mayores la produccién eléctrica
aumenta, serfa suficiente para las necesidades energéticas
de una familia media. Pero ;y si se usaran en jardines pu-
blicos? Ya hay un acuerdo de Bioo con el Ayuntamiento de
Sant Cugat del Vallés para implantarlo en los jardines de
la ciudad. ;Y si se combinan con invernaderos solares? En
la Universidad de California Santa Cruz [9] ya estan estu-
diando este tipo de invernaderos para obtener energia fo-
tovoltaica. ;Y si se instalase en los green-roofs (tejados ver-
des) tan extendidos en el norte de Europa? ;O en las gran-
des extensiones dedicadas a la agricultura? ;O si se culti-
varan bosques tan sélo como plantas de generacién de
energia? Son multiples las posibilidades que ofrece este
tipo de energia, que no sélo seria ya de por si limpia, sino
que contribuiria a regenerar nuestro planeta.
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Aplicacion de radiografia en el Patrimonio
Historico

Rodrigo Villalobos Ruiz

Resumen—En este articulo se resume la utilizacion de tecnologias que no requieren la toma de muestra para el analisis de los
bienes culturales, haciendo énfasis en las radiografias y la informacion que se puede obtener de ellas dependiendo de las
situaciones en que sean aplicadas. Se mencionan algunos ejemplos de aplicacion en diversos materiales y, ademas, se detalla
el caso particular de una pintura al 6leo de la Virgen de Guadalupe (Siglo XVII) del Museo Casa de la Zacatecana, en

Querétaro, México.

Palabras Claves: Radiografia, Rayos X, Patrimonio Histérico.

1. INTRODUCCION

| estudio del Patrimonio Historico y sus técnicas de ana-

lisis han evolucionado conforme a la especializacion y

la importancia que ha revestido su conservacion en los
Ultimos afos. Con esto se hace alusion al hecho de que,
aunque se tiene registro de que las actividades de conser-
vacion sobre bienes patrimoniales datan de hace varios si-
glos atras [1], el uso de métodos cientificos y la adaptacion
de distintos equipos, materiales y metodologias disefiados
para otras disciplinas, ha representado una importancia
mayor en las Ultimas décadas, lo que ha permitido el cono-
cimiento global de los objetos culturales, mejorando las
aproximaciones y las formas en que estos son abordados
por especialistas.
Por ejemplo, ahora es posible conocer las técnicas de eje-
cucién de los distintos bienes, el proceso creativo de cada
artista e incluso diferenciarlo o especificarlo del resto, los
propios cambios o modificaciones realizados por el mismo
autor, los pigmentos o materiales componentes como los
aglutinantes o vehiculos, los cambios o deterioros sufridos
al paso del tiempo, el nimero de estratos o componentes
gue conforman el objeto, y un sinfin de caracteristicas mas.
De manera muy especifica, se cuenta con técnicas de ana-
lisis denominadas Técnicas No Destructivas -término con-
troversial que no es aceptado por muchos especialistas [2]
- que no alteran o modifican la obra, es decir, no es nece-
sario invadirla o tomar una muestra, sino que funcionan y
arrojan datos manteniendo un respeto total por la integri-
dad material del Patrimonio. Entre ellas tenemos las que
basan su examen en la utilizacion de ondas del espectro
electromagnético, como lo son los ultrasonidos, la luz ul-
travioleta, la radiacion infrarroja y los rayos X. Estos ultimos
son de las primeras tecnologias desarrolladas para otras
disciplinas y aplicadas al Patrimonio Cultural.

2. Rayos X

Descubiertos en 1895, por el fisico aleman Wilhelm Conrad
Rontgen, los rayos X son ondas de radiacién del espectro
electromagnético de menor longitud que el rango de luz
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visible, ya que estas corresponden a entre 10 y 0,01 nm.
Para el caso especifico del uso de rayos X en la toma de
radiografias, el principio base de este analisis es la absor-
cién especifica, o atenuacion, de la radiacion por parte de
los distintos materiales, llamada radiodensidad, depen-
diendo de su nimero atémico, espesor y densidad, lo que
permite que estos sean penetrados -o no- por dichas on-
das, y la diferencia entre estos factores quede registrada en
una placa radiogréfica, formando una imagen resultante en
-podria decirse- escala de grises, en la que las zonas que
se observan mas claras son aquellas con una radiodensidad
superior, y las mas obscuras fueron mayormente penetra-
das.

3. RAYOS X Y SU APLICACION EN EL ESTUDIO DEL
PATRIMONIO HISTORICO

La forma en que la radiacién X es absorbida y atraviesa la
materia es una propiedad que depende de cada sustancia
y se puede utilizar en pro del estudio de los diferentes ma-
teriales del Patrimonio Histérico. Es decir, el empleo de esta
técnica no destructiva -sin toma de muestra- puede utili-
zarse con distintos objetivos dependiendo del bien en que
se aplique.

A continuacidn, realizaremos un breve repaso sobre algu-
nos de los principales materiales y la informacién que se
puede obtener de los bienes elaborados con ellos.

3.1 Metales

Dentro del gran panorama de objetos elaborados en metal,
quiza los mas radiografiados son aquellos en contexto ar-
queoldgico, pues el estado de conservacion la mayoria de
las veces no es el mas 6ptimo y no permite la correcta apre-
ciacién del objeto en ese ambiente.

Dependiendo del tipo de bien, es factible conocer su téc-
nica de manufactura, ya sea por fundicidon, unidbn mecanica,
soldadura, vaciado, forja, etc., y el niUmero de componentes
del mismo. Asi mismo, y probablemente como principal
uso, el analisis por rayos X permitira realizar una correcta
cuantificacion del estado de conservacidon de los bienes,
pues a través de la imagen se puede interpretar el estado
actual del nicleo metalico si es que se encuentra cubierto
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por los productos de corrosidn, ya que estos se conforman
de una manera diferente a dicho nucleo: como una red cris-
talina [3].

Sin embargo, a pesar de toda la informacion que nos puede
arrojar el analisis radiografico, es necesario conocer de ma-
nera previa muchos aspectos del bien cultural estudiado,
para determinar con certeza qué es lo que se desea obte-
ner de manera precisa, para saber cdmo proceder con el
trabajo.

Una de las desventajas de la aplicacion de rayos X para la
obtencién de imagenes radiogréficas es la propia confor-
macion de los objetos metélicos, pues al ser tridimensiona-
les, la posicién de los mismos sobre la placa puede crear
interferencias por superposicion que deriven en una mala
interpretacion, por ello se insiste en el conocimiento previo
y global del bien.

3.2 Escultura Policromada

En este apartado en especifico, nos referiremos a la escul-
tura policromada en soporte de madera, de la cual también
se adquiere informacion a través del andlisis radiogréfico.
Controlando la distancia entre maquina—obra—placa, es fac-
tible lograr imagenes en una escala muy similar a la real, es
decir 1:1, pero todos aquellos elementos que no queden
en contacto con la placa sufriran cierto grado de deforma-
cion escalar a la hora de obtener la radiografia. Esto debe
tomarse en cuenta al momento de la interpretacion.
Dentro de los datos arrojados por el estudio sobre escul-
tura en madera, esta el poder distinguir el nUmero y ubica-
cién de los ensambles, muchas veces ocultos por la poli-
cromia u otros elementos decorativos, el nimero de ele-
mentos componentes de la imagen, o si esta elaborada en
un solo bloque, si posee la llamada “mascara” -parte de la
talla del rostro que es unida posteriormente a la cabeza,
una vez insertados los ojos de vidrio- lo que ayuda a ubicar
temporalmente la obra; para el estado de conservacion, es
posible ubicar los faltantes tanto de soporte, como de base
de preparacion y/o policromia.

Incluso, en algunos casos, se ha podido apreciar la aplica-
cion de huesos o dientes reales en la conformacion de las
figuras, tanto humanas como de algunos animales, o la in-
sercion de rollos de papel con inscripciones [4].

3.3 Pintura de caballete

Como dato inicial, debemos sefalar que fue en la pintura
al 6leo donde se aplico por primera vez el analisis por rayos
X en el patrimonio cultural, un afio después de su descu-
brimiento, por el fisico Wilhelm Kénig [5].

En cuanto a la pintura sobre tabla, al igual que los anterio-
res, es posible conocer la técnica de conformacion del so-
porte, sobre todo si se trata de distintos paneles unidos,
pues permite observar la manera en que esto fue realizado.
Ademas, también se llega a conocer el estado de conser-
vacién del mismo, siendo facilmente apreciables los faltan-
tes, fracturas y grietas, tanto de soporte como de los estra-
tos superiores.

Si se logran manipular los parametros de toma de radio-
grafias, se pueden llegar incluso a observar los cambios en
la composicion de la obra pictdrica, como los repintes, de-
pendiendo del material con que hayan sido realizados. Por

ejemplo, el caso del éleo sobre tabla “San Miguel Arcangel”
del municipio de Mexquitic de Carmona, en el estado de
San Luis Potosi, México, permitié distinguir que en su ar-
madura existian una serie de estrellas y un sol sobre ella
(Fig. 1), mismos que fueron ocultos por una intervencion
posterior.

Figura 1. Detalle de la armadura de San Miguel con luz visi-
ble (izq.) y radiografia de la misma zona (der.). Fotografia:
Alvaro Rivera Gonzalez

En lo que a la pintura sobre tela concierne, el textil no es
facilmente observable a través de las radiografias, pero si
la influencia que este tenga sobre los estratos superiores,
como la capa de preparacion y la pintura, de las cuales tam-
bién se permite evaluar su estado de conservacién, espe-
cialmente en cuanto a dafios mecénicos compete.

Al igual, los cambios en las composiciones suelen ser evi-
dentes, sobre todo en policromias mas antiguas, por el uso
de pigmentos como el blanco de plomo para las encarna-
ciones y veladuras de luces. Tomando este dato como
punto de partida, a continuacién, abordamos el caso de un
cuadro del Museo Casa de la Zacatecana, en la ciudad de
Querétaro, México.

3.3.1 Caso de estudio: Virgen de Guadalupe, Qro.,
México.
Durante la inspeccidn previa a la intervencién del 6leo so-
bre tela "Virgen de Guadalupe con las Cuatro Apariciones”
(Fig. 2) -datada a finales del siglo XVII o principios del XVIII-
y al poder observarla a detalle en el taller de restauracion,
se detecto la presencia de un color subyacente, en zonas
con pérdida de capa pictérica y abrasiones (Fig. 3) que en
principio se creyd parte de la base de preparacién (impri-
matura) de la obra, o incluso veladuras que conformaban
los matices de la misma, aunque esto podia ser descartado
inmediatamente ya que los colores no coincidian con los
de la imagen final. Continuando con el examen organolép-
tico bajo distintas luces, también se pudieron observar vo-
lumetrias con formas orgénicas debajo de la capa pictorica
actual (Fig. 4), con lo que aumentaba la sospecha de una
pintura debajo de esta. Cabe hacer mencién que uno de los
mayores problemas del acervo del museo es que no se ha
encontrado, hasta el momento, algun registro que el colec-
cionista, el Lic. José Antonio Origel Aguayo, haya dejado
sobre a quién, donde o cémo adquirié las obras. Ademas,
en cuanto a las pinturas sobre tela, el 90% no posee firma,
pues estan recortadas por los bordes, por lo que cualquier
informacién que nos puedan aportar sobre su materialidad
es de suma importancia.
Con base en lo anterior, se decidio llevar a cabo el analisis
por imagenes RX para confirmar o no la presencia de otra
pintura por debajo de la Virgen.
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Figura 2. Imagen de la Virgen
de Guadalupe. Fotografia:
Rodrigo Villalobos Ruiz

Figura 3. Detalle de las pérdidas
en la zona del angel. Fotografia:
Rodrigo Villalobos Ruiz

Figura 4. Detalle del resplan-
dor de la Virgen. Fotografia:
Rodrigo Villalobos Ruiz

El museo no cuenta con el equipo para realizar dicho estu-
dio, y los recursos econébmicos no permitian ejecutar un
analisis radiografico del total de la obra, por lo que se se-
leccionaron dos areas representativas y en las cuales se te-
nia la certeza de que existia pintura subyacente: el rostro
dela Virgeny la zona del angel y la luna. Para esto se utilizo
un equipo portatil MY-D049R, con tubo de rayos X de 42
kHu y colimador de filtracion de Tmm Al/70kV, sobre un
chasis Flat Pannel Detector WIFI 1417V en sistema digital.
Los parametros empleados fueron 40 kV y 20 mA, con 0.05
segundos de exposicién, a 90 cm de distancia entre la placa
y el aparato.

Las imagenes radiograficas digitales obtenidas confirma-
ron la presencia de otra pintura que, al poseer mayor ra-
diodensidad, se puede suponer la presencia de plomo en
la conformacién de las encarnaciones y como afiadido en
el resto de la policromia, en especial en las zonas claras (lu-
ces).

Se infiere que la figura subyacente se trata de un arcangel
-probablemente San Gabriel- pues, ademas del rostro en la
zona del propio de la Virgen y que dirige su mirada al es-
pectador, es posible observar parte de un ala sobre su
hombro derecho y detalles de las plumas (a). Rodeando el
cuello de su vestidura se puede apreciar la decoracion del
mismo a manera de listones y pequellos brocados. La placa
de la zona inferior corresponde a la rodilla y parte superior
de la sandalia izquierda del arcangel (b), de la cual se dis-
tinguen los detalles como listones y piedras preciosas que
la decoran (Fig. 5).

o

Figura 5. Imagenes radiogréaficas de la pintura. Fotografia: Ro-
drigo Villalobos Ruiz

En los talleres de los pintores era comun la reutilizacion de
los lienzos para volver a trabajar sobre ellos, y en ocasiones
no se eliminaba la imagen anterior, sino que simplemente
se volvia a pintar sobre ella, incluso sin una capa de prepa-
racion intermedia. La diferencia de tamafio entre los dos
personajes nos indica que el soporte textil fue recortado de
su formato original para crear la composicién de la Virgen
de Guadalupe con las Cuatro Apariciones (Fig. 6).

Figura 6. Imagen compuesta
donde se puede observar la dife-
rencia de dimensiones entre las
figuras. Fotografia: Rodrigo Villa-
lobos Ruiz.

Sumado a esto, se logré obtener informacién sobre el es-
tado de conservacion de los estratos, siendo evidentes las
zonas con abrasiones o pérdidas de policromia y base de
preparacion.

Para complementar los datos sobre la sucesion de capas
pictoricas, posteriormente se realizd un analisis estratigra-
fico a través de microscopia 6ptica y SEM-EDX, donde se
confirmé la ausencia de una base de preparacion interme-
dia, y la presencia de pigmentos a base de plomo (alba-
yalde y minio) en dos capas sucesivas de la pintura original,
muy homogéneas, lo que se traduce en mayor radiodensi-
dad, y cuyo registro resulta en una imagen tan clara como
la obtenida en las radiografias.
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4. CONCLUSIONES

Aunque las técnicas de andlisis nos pueden arrojar una
gran cantidad de datos por si solas, como la radiografia,
es necesario que el conocimiento adquirido se comple-
mente con el nUmero necesario de técnicas adicionales
que permitan obtener un entendimiento global tanto de
los objetos como de su devenir historico.

En el caso de la Virgen de Guadalupe, esto se cumpli6 a
través de un analisis estratigrafico y elemental que pro-
porciond informacion especifica sobre la conformacion
tanto de la obra original -subyacente- y la que se observa
actualmente. Seria muy conveniente el poder sumar otras
técnicas no destructivas que nos arrojen mayores datos
sobre el proceso creativo y sus cambios en el tiempo,
como la reflectografia infrarroja.

Por ultimo, con los casos anteriores, podemos advertir
que la conservacion-restauracion se vale de las técnicas
utilizadas por otras ciencias y las adapta para enriquecer
el testimonio material del Patrimonio Histérico.
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