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Aqui esté el nuevo numero de MoleQla!!!

Como ya sabéis Sofia nos ha cedido el relevo como editores jefes de la revista. Una labor que
supone un reto para nosotros, pero que aceptamos con muchas ganas e ilusion. En primer lugar, nos
gustaria dar las gracias a todos los miembros del equipo editorial por vuestra ayuda y dedicacion, y
por supuesto a los autores, sin vosotros esto no seria posible. En los proximos nimeros iremos
viendo cambiios en MoleQla con el objetivo de dinamizar y hacer la revista mas atractiva para
autores y lectores.

Para empezar, y coincidiendo con el dia internacional de la mujer, sacamos este nuevo nimero de
MoleQla, un numero de primavera donde queremos resaltar la labor de la mujer en ciencia. Es por
esto que para la ocasion hemos seleccionado articulos escritos por y/o sobre mujeres. Entre las
paginas de este numero podréis encontrar detalles sobre el legado cientifico de mujeres como
Jennifer Doudna o Maria Goeppert Mayer, trabajos especificos sobre inmunidad, el SARS-CoV-2,
el dengue o la fibrosis quistica, o temas tan dispares pero a la vez tan comunes como las pastillas
anticonceptivas, el ibuprofeno, la desalinizacion del agua de mar o el deterioro de las cuevas.

Sirva este nimero como nuestra pequefia contribucion para dar visibilidad a la aportacion femenina
en la ciencia y a lograr un mundo mas igualitario.

Esperamos que os guste.

___ g 4-?, ;“
Ana Martin Calvo
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Maria Goeppert Mayer: a journey through
her scientific legacy

Leyla M. Sanchez Palancar*, Beatriz Ren Barroso®,

Ana |. Sanchez-Alfarache Giner*, Ceres Romero Macias*

Abstract— One of the most remarkable female scientists of the 20th century was the German physicist and mathematician
Maria Goeppert Mayer, who is known for her numerous contributions to the field of physics. This article highlights some of the
most important discoveries of Maria Goeppert Mayer, such as the development of the nuclear shell model, which earned her a
Nobel Prize in 1963, her studies of double photon emission and the possibility of chemical separation of isotopes as a quantum
effect. Acknowledging Goeppert Mayer’s contributions is crucial to the understanding of numerous current scientific advances.
Moreover, she has been an inspiration for several researchers and a role model for later generations of young female scientists.

Keywords— Nuclear shell model, nucleons, Nobel Prize, double photon emission, isotopes, equilibrium constants.

* These authors contributed equally to this work.
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1. INTRODUCTION

aria Goeppert Mayer was born on June 28, 1906, in

Kattowitz, which was a part of Germany at the time.

She grew up in an atmosphere of fascination with
science [1]. Her father always encouraged her to grow up
to be more than a housewife and to get an education,
even though it was difficult for women at the time [2].

She entered the University of Gottingen in 1924, where
she intended to study mathematics at first. However, after
attending a quantum mechanics seminar taught by Max
Born, a prominent figure in physics, she switched her fo-
cus to physics [2].

Maria Goeppert Mayer was an accomplished physicist
from the start until the very end of her career and she
made numerous contributions to the field of physics. She
was a pioneer in investigating the phenomenon of double
guantum emission and, a few years later, double beta de-
cay [3].

For most of her career, Goeppert Mayer worked with-
out any kind of pay or status, she was 58 before she was
able to become a full professor in physics. Nonetheless,
she persevered in her research and made major contribu-
tions to the growing understanding of nuclear physics,
making important discoveries about nuclear structure. She
is one of only four women to have won the Nobel Prize in
physics (she was the second one, after Marie Curie) for her
paper published in 1949, detailing the evidence for the
nuclear shell model, which accounts for many properties
of atomic nuclei [2], [4].

Additionally, she became a member of the Manhattan
Project team during World War II. After the war, she kept
on working part-time at Argonne National Laboratory in
Chicago. There was the place where she would make her
most important scientific discovery [5].

Leyla M. Sanchez Palancar (Imsanpal@alu.upo.es), Beatriz Ren Barroso
(brenbar@alu.upo.es), Ana I. Sanchez-Alfarache (aisangin@alu.upo.es),
Ceres Romero Macias (crommac@alu.upo.es). Faculty of Experimental
Sciences (Degree in Biotechnology). Universidad Pablo de Olavide.

Goeppert Mayer died due to a heart failure in San Diego,
California, in 1972, at age 65.
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Fig. 1. Maria Goeppert Mayer (1906-1972). Images collected from:
[41.

2. CONTRIBUTIONS
2.1.Nuclear Shell Model

The nuclear shell model was initially proposed by Dmitri
Ivanenko in 1932, however, it was further developed by
Maria Goeppert Mayer and simultaneously by physicists
Eugene Paul Wigner and J. Hans D. Jensen in 1949. To-
gether they shared the Nobel Prize in Physics in 1963 for
their work [6]. Inspired by discussions with Enrico Fermi,
Goeppert Mayer proposed that protons and neutrons are
arranged in a series of nucleon layers inside the nucleus,
like the layers of an onion, with neutrons and protons ro-
tating around their axes and the center of the nucleus at
each level (spinning and orbiting, respectively). When
these two motions are in opposition, the particle’s energy
shifts up [4]. The discovery of the magic numbers was
crucial for the development of the Nuclear Shell Model.
These magic numbers are a series of numbers that pro-
vide stability. For instance, 10, 18, 36, 54, and 86 are the
magic numbers for the electronic structure of atoms.
However, in nuclear physics, the magic numbers are 2, 8,
20, 28, 82 and 126, (see Figure 2).
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Fig. 2. Magic number nuclides. Data collected from: [7].

One remarkable fact is that there are six stable nuclei
with 50 neutrons and seven with 82 neutrons, taking into
consideration that usually there are only two or three iso-
topes with the same number of neutrons [7].

Calcium is one of the best examples to explain the ef-
fect of magic numbers. Calcium’s atomic number is 20,
one of the magic numbers mentioned before, and this
could be the explanation why it has so many isotopes.
“0Ca and “®Ca isotopes have 20 and 28 neutrons respec-
tively, also magic numbers, and they both have more than
the expected nuclear binding energy. The nuclear binding
energy is the minimum energy needed to divide the nu-
cleus into its parts (protons and neutrons). It can be calcu-
lated thanks to the Weizsacker formula, which is based on
the liquid drop model (the previous nuclear model). This
formula, as said before, failed to predict “°Ca and “*Ca’s
binding energy, which means that the nuclear shell model
could explain atoms with light nuclei, like these isotopes,
better than the liquid drop model [8].

2.1.1. From the atomic model to the nuclear model

The experimental data obtained that led to the discovery
of these magic numbers could hardly be explained as a
coincidence. At the time, it seemed to be worthwhile to
explain them and, from this curiosity, the Nuclear Shell
model would arise. At this point, the fact that the elec-
tronic model, which is based on a model of shells, also
relies on the existence of magic numbers that provide the
stability of the atoms, made scientists think that, funda-
mentally, the nuclear structure could be similar to the cur-
rent atomic model. This way, it would describe how nucle-
ons are added to shells which increase with energy that
orbit around a central potential. Therefore, the nuclear
shell model would be based on the Pauli exclusion princi-
ple, describing the structure of the nucleus in terms of
energy levels [6]. When the highest energy shell in the
nucleus is full, then it would be very stable, and when it is
not full, the nucleus would be less stable. This explained
why certain magic numbers of protons and neutrons cre-
ated very stable nuclei, while other numbers did not [5].

In analogy with the atomic structure, as explained be-
fore, nucleons would move rather independently in dis-
tinct orbits. This opened severe doubts. First of all, in the
atom, the dominant attraction of the nucleus is key. Sec-

ond of all, the Coulomb repulsion between the electrons is
of long range, which means that the potential acting on
one electron does not depend perceptively on the exact
position of the others. On the other hand, the forces in
the nucleus are of short range, which means that the po-
tential on one nucleon depends strongly on the position
of the others. Consequently, it was expected that nucleons
would collide with each other. However, these collisions
are not critical, thanks to the Pauli principle, which does
not allow collisions that would sidetrack nucleons into
already filled orbits. Then, most of the expected collisions
would not take place and this theory could be pursued
.
Another difference is that the nucleus contains two
kinds of subatomic particles, neutrons and protons. It was
assumed that the nuclear potential was the same for pro-
tons and neutrons, supported by the fact that the magic
numbers were the same for both of them. The Pauli prin-
ciple requires that each nucleon have a unique set of
quantum numbers to describe its motion so a certain level
can be occupied by no more than 2(2+1) nucleons of one
kind. For instance, for level 1s (I1=0), it would have room
for two neutrons and two protons (*He). The next level is
1p (I=1), which has six states, and then it would have
room for eight nucleons of each kind. Since there are two
kinds, 16 nucleons can be accommodated, leading to 160,
Thus, the uniquely stable numbers are easily explained for
the light nuclei. However, it failed in predicting the prop-
erties of heavy nuclei, so they are explained by other nu-
clear models [7].

According to the nuclear shell model, the motion of
each nucleon is governed by the average attractive force
of all the other nucleons. The resulting orbits form shells
of increasing energy, and as nucleons are added to the
nucleus, they drop into the lowest-energy shells allowed
by the Pauli Principle, (see Figure 3). This model accurately
predicts certain properties of normal nuclei, such as their
angular momentum, and describes how much energy is
required to move nucleons from one orbit to another and
how the quantum numbers change. When a shell is full,
the nucleons have used up all of the possible sets of
quantum number assignments, and such shell has a total
angular momentum equal to zero [9], [10].
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Fig. 3. Nucleons occupying different shells (left) and magic numbers
(right). Data collected and modified from: [9], [11].

The fact that nuclei with a magic number of nucleons
were especially stable had been noticed before, but physi-
cists were convinced that a shell model could not be cor-
rect, because of the success of the liquid drop model (an
alternative model that treats the nucleus as a homogene-



ous drop of a liquid) in explaining fission and other prop-
erties of nuclei. Furthermore, physicists assumed that the
interactions between nucleons would be too strong, so
they could not be treated as independent particles. Yet,
Goeppert Mayer was less biased by the liquid drop model,
so she considered other nuclear properties and collected
evidence that pointed to supporting that the nuclear shell
model was correct [2].

2.2.Calculation of Equilibrium constants

Goeppert Mayer published with Jacob Bigeleisen a paper
in 1947 on equilibrium constants providing important
information that demonstrated that the chemical separa-
tion of isotopes was a quantum effect [12].

The calculations of equilibrium constants for isotopic
exchange reactions from spectroscopic data can be great-
ly simplified: they can be calculated without any
knowledge of the moments of inertia of the molecules.

For gaseous substances, the Helmholtz free energy is
connected to the partition function by a relation where Q
is the partition function of the molecule.

F = —RTInQ/N

The partition function is defined as:
Q = Bne /T
The Helmholtz free energy change would be:
AF = —RTInK

By combining (1), (2) and (3), the equilibrium constant

is obtained:
_ HQproducts

HQreactants @)

A calculation of Q allows for the calculation of equilib-
rium constants for chemical reactions.

It is likely that the calculation of RTInK as the differ-
ence of the total free energies of the reactants and prod-
ucts leads to significant errors. A much simpler and more
accurate method is obtained by calculating the differ-
ences in the free energies or the ratios of the partition
functions directly.

The chemical separation of isotopes is a quantum-
mechanical effect. The potential energies for molecules
differing only in isotopic constituents are alike. The ratio
of the partition functions of two isotopic molecules is,
therefore, considered to reduce to the inverse ratio of the
symmetry numbers multiplied by the mass ratio of the
different isotopes raised to the 3/2 power:
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We have to consider the ratio of the quantum mechanical
to classical correction to the partition function for each of
the molecules. The fundamental approximation that was
made was the failure of the interaction between rotation
and vibration, as well as the anharmonicity of the vibra-
tions. These corrections can be very small if the frequency
in the ground state and the zero-point energy is correctly
chosen [13].

The Bigeleisen—-Mayer equation is based on the Born-
Oppenheimer approximation. In this equation, isotope-
independent potential energy is used, and simple har-
monic vibrations are assumed in its derivation [14].

Those errors have become one of the biggest mistakes
in the prediction of equilibrium isotopic fractionation. In
addition, a lot of researchers still use this equation to
handle Hydrogen—deuterium exchange reactions [15].

For a lot of years, this method (called the Urey model
too) has been one of the most stable equations of isotope
geochemistry. The advantage of using the Bigeleisen-
Mayer equation is that it simplified so much the calcula-
tion. That is possible because it cancels out as many iden-
tical energy terms as possible [16].

“In all isotopic exchange reactions partial cancellation
of the separative effect must occur”, said Maria in her arti-
cle [13].

After these mistakes, a lot of corrections about the
harmonic level to the Bigeleisen-Mayer equation have
been discussed and compared. Nowadays, this first equa-
tion is not the most accurate [15].

2.3. Double photon emission

The absorption of light by atoms and molecules is a
known phenomenon in Quantum Physics. The transition
between a ground state and an excited state can be car-
ried out by absorbing one, two or more photons, (see
Figure 4). The theoretical expression for the absorption of
two photons was published by Maria Goeppert-Mayer in
1930 and experimentally confirmed 30 years later after
the invention of the laser (light amplification by stimulat-
ed emission radiation) [17].
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Fig. 4. Schematic of a two-photon emission process. Both photons
are absorbed simultaneously. Upward arrows mean absorbed;
downward arrows mean emitted photons.



Two non-resonant photons are used for excitation simul-
taneously that results in the occupation of an energy state
at the sum of the frequencies of the absorbed photons.
“When light falls upon the atom with a frequency smaller
than the corresponding atomic eigenfrequency, another
stimulated double emission occurs during which the atom
divides its energy into one incident and one frequency-
difference photon” [18]. Kramers and Heisenberg did cal-
culate the probability of this last process according to the
corresponding principle. Moreover, the reversal of this
process is considered, that is, where two photons, whose
sum of frequencies equals the excitation frequency of the
atom, co-act to excite the atom.

Maria Goeppert's research went deeper to attempt an
explanation of this phenomenon through a process
whereby, simultaneously, in one elementary action, the
molecule or atom takes the energy from the emitted elec-
tron up and sends out light. Then, it remains in a state of
“discrete” [18] energy able to emit a spectral line of the
discrete spectrum in a second, independent process. This
consideration shares some similarities to the Raman ef-
fect, which can also be regarded as the coincidence of two
processes in one elementary process. Because such a sin-
gle process occurs the moment the collision affects the
atom, it would explain all phenomena which cannot be
interpreted through a recombination radiation, because it
refers to the absorption of a free electron by an ion and
the subsequent radiation of the excess energy as photons,
causing the recombination line spectra [19]. The calcula-
tion of the double-photon emission yields a non-zero
probability for such a process, the character of which was
discussed in Goeppert's paper.

The two-photon emission phenomenon is currently
used in skin surface microscopy, in the diagnosis of tissue
lesions, or the testing of drug distribution in the skin.
More techniques like photodynamic therapy and mul-
tiphoton tomography come from the application of Maria
Goeppert's research [1].

3. CONCLUSIONS

The influence of Maria Goeppert Mayer on science con-
tinues to be significant. The importance of her achieve-
ments was a turning point in the field of physics and an
inspiration for later generations of female scientists. The
development of the nuclear shell model was a fundamen-
tal change in how physicists thought of what was going
on inside the nucleus of an atom, and the idea quickly
spread throughout the world. Although Maria Goeppert
Mayer had to face multiple obstacles during her career
due to gender inequality, she became a successful re-
searcher in her field. The Maria Goeppert Mayer Award
was created posthumously in her honor, to recognize and
enhance outstanding achievements by female physicists
in the early years of their careers.

Based on the legacy that Goeppert Mayer left behind,
scientific progress is still going on. Although the nuclear
shell model is more than 70 years old, physicists continue
studying it. Goeppert Mayer’s discovery could answer
some of the deepest questions scientists asked about,

such as what we are made of and where we came from.
She was a pioneering thinker whose ideas are still at the
core of research in current science [20].

YOUTUBE VIDEO

The authors have summarized this paper in a video with
the same title, that you can find clicking the following link:

https://youtu.be/c313y7RgB0Ok
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Jennifer Doudna: CRISPR-Cas9

Rocio Mondaca Marcelo, M. Blanca Nieto Ponce, Paula Ochoa Mejia and Julio Ramirez Guerrero

Summary— Jennifer Doudna, a well-known scientist due to her excellent achievements, is a leading figure in what is referred to
as the "CRISPR revolution" for her fundamental work and leadership in developing CRISPR-mediated genome editing. This was
possible thanks to the previous description of the CRISPR system by Francisco Mojica. This article discusses some of the
kinetics aspects related to the process in order to have a greater understanding of how this technique works. Furthermore, we
have taken into account the ethical issues that arise with the creation of this innovative development.

Key words— Jennifer Doudna, Ribozyme, Hepatitis Delta, CRISPR-Cas9, Kinetic model, RGN, Kcat, Koff
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1. INTRODUCTION

JEnnifer Anne Doudna was born in Washington, D.C. on
February 19, 1964. She is an American biochemist, Pro-

fessor of Chemistry and Cellular and Molecular Biology
at the University of California, Berkeley. She has been an
investigator at the Howard Hughes Medical Institute
(HHMI) since 1997 and since 2018 she has the position of
principal investigator at the Gladstone Institutes, as well as
a professor at the University of California, San Francisco

(1.

Fig. 1. Jennifer Anne Doudna [2].

2. ACHIEVEMENTS PRIOR TO CRISPR

Doudna first made her name uncovering the basic struc-
ture and function of the first ribozyme, a type of catalytic
ribonucleic acid (RNA) that helps catalyse chemical reac-
tions. This work helped lay the foundation for her future
work pioneering CRISPR-Cas 9 [2].

One of Doudna's first breakthroughs occurred in 1989
in Jack Szostak's' lab while she was still a PhD student.
She focused her doctoral research on ribozymes and
helped show that RNA does not only carry instructions
from DNA to synthesize proteins, but also helps catalyze
the process [2].

In 1991 Doudna went to Thomas Cech's? laboratory at
the University of Colorado Boulder to crystallize and de-
termine the three-dimensional structure of a ribozyme for

Rocio Mondaca Marcelo (rmonmar]@alu.upo.es), M. Blanca Nieto
Ponce (bniepon@alu.upo.es), Paula Ochoa Mejia
(pochmej@alu.upo.es), Julio Ramirez Guerrero (jramque]@alu.upo.es).
Facultaty of Experimental Sciences (Degree in Biotechnology). Univer-
sidad Pablo de Olavide.

the first time. The project ended in 1996 at Yale University
by announcing the three-dimensional structure of the
catalytic core of the Tetrahymena Group | ribozyme, a par-
ticular type of catalytic RNA capable of removing introns
through transesterifications and subsequently joining ad-
jacent exons. It was a major achievement because before
this, only a single RNA structure had been checked: trans-
fer RNA (tRNA), which was much smaller and simpler than
ribozyme [1], [2].

By 1998, Doudna and her team had determined the
crystal structure of their first viral RNA - the hepatitis delta
virus (HDV) [2].

Hepatitis D is a human disease that, in acute and
chronic infections, can lead to increased chances of liver
failure and liver cancer. It is caused by a small virus-like
particle HDV, which only infects patients who have a
hepatitis B infection. HDV has a circular RNA genome of
1.7 kb that is replicated inside the host cells into genomic
and antigenomic (complementary to the original genome)
RNA. The replication is carried out by a rolling circle
mechanism that produces a linear RNA strand containing
multiple copies of the genome. The catalytic activity of the
HDV ribozyme is essential for viral replication and viral
particle assembly inside the host cells. This is because it
catalyses viral RNA self-cleavage through general acid-
base chemistry in which an active-site cytidine and at least
one metal ion are involved [3], [4].

This initial work to resolve large RNA structures led to
further structural studies at an internal ribosome entry site
(IRES) and protein-RNA complexes such as the Signal
Recognition Particle [1].

3. CRISPR-CAS9 TECHNIQUE
3.1.Evolution of the Study of this Technique

It is hard to establish the origin of CRISPR/Cas9 technolo-
gy. Many minds had to come together in order to achieve
such an innovative idea. CRISPRs were first reported al-
most 30 years ago and the term was pinned towards the
beginning of the century. However, a good place to start
is with the discovery of the genomic repeats and their
subsequent characterization.

The first time these were seen was in Haloferax medi-
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terranei R-4. In 1989 the scientist Francisco Mojica started
his PhD working with this strand. The thesis was focused
on the salt dependence of a certain genome region. Since
this region was not characterized, in 1992 one of the first
sequencing experiments in the Universidad de Alicante
was performed to do so. In this sequence, around 14
segments repeated in which short inverted repeats (palin-
dromic) were found. They were spaced with regular inter-
vals. Using Northern Blot, it was seen that this region was
repeatedly transcribed, however, it did not appear to be
translated into a known protein. These repeats would later
be called TREPs after Tandem REPeats and they were
found in other species of both archaea and bacteria.

The availability of sequencing techniques’ growth was
such that by the end of the century they were commonly
used. However, they lacked the computer tools to be able
to analyze these new genomes. César Diez-Villasefior,
from the same research team, created a high tolerance
program to align the sequences. This led to the name we
use today, CRISPR passing by SRSR, for Spac-
er-Repeat-Spacer-Repeat, and SPIDR, for SPacers Inter-
spersed Direct Repeats.

The second part of the technique, Cas proteins, were
described in 2002. They were linked to CRISPR because of
the similarity in their sequences. Their biological function
was not discovered until Mojica’s research team checked
for homologous regions of Escherichia coli K12-derivative
strains’ CRISPRs in a public nucleotide database. The re-
sults are the key to discovering their role in nature. Parts
of the spacers (the DNA in between the palindromic re-
peats) were seen to be present in the genome of
coliphages and plasmids. “The CRISPR meaning suddenly
clicked into place; these arrays are crisper-like compart-
ments for storing DNA chunks of invaders, to keep a fresh
memory of past infections” [5]. Experiments checking for
the immune response were successfully performed on
many different bacteria, showing that this was true across
the domain. With the rise of bioinformatics and the publi-
cation of similar results in other species, CRISPR began to
be accepted and cherished.

It was with this serendipitous discovery of the biologi-
cal mechanism described that Doudna and her team
found the genome editing application of the technique. In
2012 Charpentier and Doudna published their research
showing the possibilities of the system. It was published in
science, as a research article titled "A Programmable Dual-
RNA-Guided DNA Endonuclease in Adaptive Bacterial
Immunity”. In this study they explained how Cas9 func-
tions exactly, proving that cas9 proteins cut at specific
sites using their RuvC and HNH domains. More im-
portantly, they showed that crRNA (the RNA from CRISPR
sequences that guides Cas9) can be minimized to 20 base
pairs and even changed to a different sequence. The key

to be able to take advantage of this biological system is
the ability to synthesize guide RNA that Cas will latch on
to. This means that it is a completely customizable ge-
nome editing technique.

3.2. What Does it Consist Of?

Today, this mechanism is used worldwide as one of the
cheapest, easiest, and quickest ways to edit DNA. In the
lab, this technique starts by synthesizing a guide RNA
specific to the gene that is being altered. This acts like a
synthetic crRNA and attaches to cas9, like it does in na-
ture. When the Cas9 protein enters the cell with the de-
sired gene, it acts as molecular scissors and cuts at the
specific site. Besides from cas9, a DNA sequence (that
could be a separate gene or a non-mutated gene in case
of a genetic disease), is also introduced in the cell. This is
done in order to guide the repairing process using ho-
mology directed repair. CRISPR-Cas9 system has an im-
mense variety of applications, from treating genetic dis-
eases to developing plague resistant crops. The main diffi-
culty is in the process of getting these molecules into the
cell and into the organism. This, along with the potential
side effects is the main reason why it is not normally per-
formed at a clinical level yet.

3.3.Kinetics Associated to the Process

Here, we describe a kinetic model that is broadly applica-
ble to any RNA-guided nuclease (RGN) and should en-
hance our understanding of on- and off-target binding
when applied to CRISPR-Cas systems. CRISPR-Cas9 is one
of the RGN systems that provide sequence-specific gene
regulation through base-pairing interactions between a
small RNA guide and target RNA or DNA [6], [7].

The kinetic models described below provide a founda-
tion for understanding RGN targeting specificities.

Specificity is determined by the ratio of kea/Km (Ku is
the Michaelis constant and k. the catalytic constant) val-
ues for a reaction with two different substrates, in this
case, a matched (Swatch) versus a mismatched target (Smm)
(Fig. 2).
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Fig. 2. Adapted image from [7].

keat/Km represents the overall rate of the reaction and takes
into account the rate constants with which the enzyme
binds (kon), dissociates from (koff), and, for RGNs, cleaves a
target (kea) (Fig. 3).
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The relative magnitudes of the rate constants that com-
prise keat/Km (i.e., kon, kott, and kea) determine the extent of
discrimination. Two kinetic regimes can be defined based
on the relative magnitudes of ko, keat and the Michaelis-
Menten model [7].

Rapid-Equilibrium Regime: kot > keat: Figure 4 illustrates
the reaction using a free energy reaction diagram, where
the valleys represent states and the peaks represent the
barriers for transitions between those states. The heights
of individual barriers are inversely proportional to the log-
arithm of the rate constant for each step, and keat/Km cor-
responds to the free energy difference between the un-
bound state (E + S) and the highest reaction barrier, or
transition state (z). The RGN (“E") can bind the matched
(black curve) or the mismatched (red curve) substrate.
Once bound, there are peaks on either side the E-S com-
plex: one for dissociation to E and S (ko) and one for
cleavage to E + P (kear). The central feature of “rapid-
equilibrium” kinetics is that the peak for cleavage is higher
relative to dissociation—both for the matched and the
mismatched target (i.e., cleavage is the rate-limiting step).
This means that the E-Syatch and E-Sum complexes dissoci-
ate faster than they are cleaved, such that E can equili-
brate its binding before cleavage occurs. As a result, there
is a preference for cleaving Smatch Over Sum that matches
the thermodynamic preference for binding Smatch over Sum

[7].
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Fig. 4. Adapted image from [7].

Sticky Regime: kot < keat: In the sticky kinetic regime (Fig.

5), the barrier for dissociation of S from the E-S complex is
higher than the barrier for cleavage. Thus, once either
Smatch OF Smm bind, they are “stuck” to the enzyme and are
cleaved essentially every time they bind. Because neither
substrate has an opportunity to dissociate and achieve
equilibration before cleavage, there is no discrimination
between Smatch Or Sum. These models can be expanded to
take into account more complex scenarios, including
binding-site accessibility (e.g., determined by chromatin
state), conformational changes, and non-cleavage activi-
ties of engineered RGNs [7].
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Figure 6 illustrates the predictions of a simple kinetic
model for specificity between a target and a potential off-
target. In this model, there are two steps, binding and
cleavage, for both a target and off-target sequence. In the
simplest scenario, we consider that the target and off-
targets have the same on-rate (kon) and forward reaction
rate (keat) constant and that there is a 100-fold difference
in dissociation rate constant (k.f) between the target and
off-target. As the absolute affinity for the target sequence
is varied (e.g., by changing the GC content or length of
the guide RNA), this model predicts two regimes of speci-
ficity. When targets have high binding affinities (i.e., slow
dissociation rate constants), specificity between a target
and potential off-target is absent or low (Fig. 6, left). How-
ever, as the dissociation rates for both the target and the
off-target increase (i.e., affinities decrease), specificity in-
creases (Fig. 6, right), eventually reaching the maximal
level of 100-fold. Thus, the “excess energy” model can be
rationalized by a shift from the sticky enzyme regime to
the rapid equilibrium regime as the dissociation rate con-
stant increases with an improvement in specificity as a
consequence [7].
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4.AWARDS

Since her beginnings, Doudna has received many awards
to reward her research work. Some of her honors include
the Johnson Foundation Prize for Innovative Research
(1996), the Beckman Young Investigator Award (1996), the
David and Lucille Packard Foundation Fellow Award
(1996), the Lucille P. Markey Scholar Award in Biomedical
Science (1991), and the National Research Service Award
in Biomedical Science (1986). Doudna also got the NAS
prize for research initiatives in 1999. In 2000, The National
Science Foundation (NSF) chose her to receive its most
prestigious prize for young researchers, the Alan T. Wa-
terman Award [8].

In 2014, she received the Lurie award in biomedical
sciences. With her colleague Emmanuelle Charpentier,
they received many awards like in 2014 they got the Dr.
Paul Janssen award for biomedical research and the inno-
vation in life sciences award. In 2015 they got the Princesa
de Asturias award and the Gruber award in genetics. In
2016 the BBVA foundation: frontiers of knowledge award
and she also got the L'Oréal-UNESCO award for women in
science. In 2020 they got the Wolf award in medicine and
the Nobel Prize in Chemistry for their discovery of the
CRISPR-Cas9 technique.

5. ETHICAL ISSUES

This last discovery, the CRISPR-Cas9 can bring up some
ethical problems associated with genome editing that
need to be considered. This technology can be used not
only in adult cells but also in embryos of organisms, in-
cluding humans. Doudna expressed the necessity to have
a global conversation to discuss all the ethical and social
implications of this technique. With this technology we
are able to engineer humans that have improved charac-
teristics such as stronger bones or less susceptibility to
certain diseases, or even qualities that we find desirable
like an eye color, being taller, etc. We could get "designer
humans” if we would like. This supposes a great ethical

problem and that is why Doudna and Emmanuel call for a
global pause in any clinical application in human embryos
until the ethical limits are established [9], [10].

We can consider the event below as a clear example of
the ethical conflicts of this technique.

In 2018, the Chinese scientist He Jiankui claimed that he
had created the first genetically edited human babies, the
twins known as Lulu and Nana. For this purpose, He took
sheep sperm and eggs, and he performed an in vitro ferti-
lization. Then he edited the embryos genome using
CRISPR/Cas9. He edited the CCR5 gene, which codes for
proteins used by HIV to enter human cells. Therewith he
was trying to create the mutation in CCR5 gene that some
people had naturally developed, acquiring HIV immunity.
For these actions, He was sentenced to three years in jail.

6.CONCLUSIONS

Jennifer Doudna is a well-known scientist thanks to her
exceptional achievements. She is the leading figure for the
so called "CRISPR revolution” that allow us to edit ge-
nomes. This accomplishment has a large number of appli-
cations such as genomic diseases treatment. With all this,
we must consider the legal and bioethical aspects related
to make good use of this discovery.
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Analisis de las respuestas a la infeccion por
SARS-CoV-2 en personas con distintos
factores hematoldgicos, bioquimicos y

genéticos

Maria de los Reyes Becerra Pérez, Adriana Ybarra Jungkurth

Resumen— La pandemia causada por la COVID-19 ha llevado a multitud de cientificos alrededor del mundo a trabajar contra-
rreloj con el objetivo de entender mas acerca del avance de la enfermedad. Cada vez mas estudios detallan el mecanismo de
accién y de entrada del SARS-CoV-2 en el organismo, haciendo posible la identificacién de aquellos factores determinantes en
el desarrollo de la infeccion virica y de la enfermedad asociada. En este articulo se comentan algunos de los descubrimientos
mas recientes acerca de las distintas disposiciones genéticas, hematolégicas y bioquimicas individuales que permiten hacer una
distincion en el desarrollo de la enfermedad entre distintos grupos de individuos. Se distingue asi entre mayor o menor suscep-
tibilidad de presentar un cuadro clinico mas grave al contraer el SARS-CoV-2.

Palabras Claves—Anticuerpos, Inmunologia, COVID-19, Sangre, SARS-CoV-2.

1. INTRODUCCION

ace aproximadamente un afo el virus SARS-CoV-2
H aparecio en nuestras vidas y la cambié drasticamente,

desatando asi una alarma mundial al declararse la pan-
demia de la COVID-19 a mediados del 2020. A partir de
entonces, los estudios cientificos relacionados con este vi-
rus han ido creciendo exponencialmente. Los efectos cau-
sados por el SARS-CoV-2 pueden variar de una persona a
otra considerablemente causando desde una infeccion
asintomatica o con sintomas leves hasta una neumonia
grave, insuficiencia respiratoria o incluso la muerte. El en-
tendimiento acerca de la variedad de respuestas es alin una
incdgnita, lo cual motiva a llevar a cabo investigaciones al-
rededor del mundo donde se pretende identificar factores
claves para el progreso de la enfermedad. Asi, se han rea-
lizado tanto estudios hematoldgicos y bioquimicos como
estudios que relacionan el sexo, la etnia y la raza con la
susceptibilidad a infeccion por el SARS-CoV-2.

2. INFECCION POR SARS-CoV-2; FACTORES

A dia de hoy contamos con un gran nimero de estudios
que abordan las diferencias entre predisposiciones y ries-
gos para contraer enfermedades infecciosas en personas
con distintos factores hematoldgicos, empezando por los
pioneros estudios llevados por Helmbold y Vogel en los
afos 60. Las hipdtesis relacionadas a esta asociacion

Maria de los Reyes Becerra Pérez, mrbecper@upo.es.
Adlriana Ybarra Jungkurth, aybajun@upo.es
Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad Pablo de Olavide.

incluyen polimorfismos en grupos sanguineos ABO, la pre-
valencia y distribucién de loci genéticos especificos y la tra-
duccidn de proteinas involucradas en una respuesta espe-
cifica a la infeccion (ej., receptores o proteinas de union a
receptores), en términos de una mayor o menor capacidad
de entrada del virus en su célula diana.

El virus del SARS-CoV-2 entra en la célula gracias a que
la proteina Spike (S) de su envuelta es reconocible por el
receptor ACE2 situado en la membrana celular de las célu-
las humanas. A que se dé esta entrada ademas ayuda la
presencia de la proteasa especifica de serina transmem-
brana 2 (TMPRSS2), que facilita el “priming” o preparacién
de la proteina S. Esta observacion hace que tanto el recep-
tor como la proteasa se conviertan en biomoleculas pro-
metedoras como diana para terapias preventivas [8]. Adi-
cionalmente, también suponen objeto de estudio en
cuanto a la probabilidad de que una persona cuyas protei-
nas se vean afectadas por factores externos pueda ser sus-
ceptible de infeccién. En este articulo trataremos algunos
de los factores que pueden alterar dicha infeccién, muchos
de ellos relacionados con estas proteinas.

2.1. Grupo sanguineo

En 2005, Cheng et al. ya reportaron que la susceptibilidad
de infeccion por el SARS-CoV en un grupo de empleados
sanitarios de Hong Kong estaba influenciado por el sistema
ABO de grupo sanguineo. Dado que en 2020 un estudio
por Lu et al. [11] explica la similitud en estructura del SARS-
CoV con el SARS-CoV-2, no resulta sorprendente que mu-
chos investigadores se planteen la posibilidad de que el
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polimorfismo en el sistema ABO de grupo sanguineo sea
un factor determinante a la hora de contraer el famoso vi-
rus que causa la COVID-19.

En un estudio llevado a cabo por Golinelli et al. [4], en
julio de 2020, se realizd un meta-analisis para estudiar la
probabilidad de pertenecer a un grupo sanguineo distinto
entre pacientes positivos de SARS-CoV-2 comparados a
grupos controles. Ademas, se realizaron analisis de sensiti-
vidad y de subgrupos con el fin de estudiar la heterogenei-
dad y la consistencia de los resultados. Asi, consiguieron
asociar la prevalencia de cada grupo sanguineo con la in-
feccion por SARS-Cov-2: los resultados del estudio sugie-
ren que el grupo A esta asociado con un incremento en el
riesgo de infeccién, mientras que para los miembros del
grupo O este riesgo de infeccion se ve reducido. Los anali-
sis de subgrupo y de sensitividad también mostraron resul-
tados similares, pues se observé que los pacientes positi-
vos parecian pertenecer mas frecuentemente al grupo A
que al grupo O. No se observo relacién ninguna para los
grupos By AB.

El polimorfismo en grupo sanguineo ABO ya se vio re-
lacionado a la infeccion por SARS-CoV entre los aflos 2002
y 2003. Si bien muchos investigadores han defendido que
esta susceptibilidad no se presenta con el SARS-CoV-2,
muchos estudios han reportado la similitud en los meca-
nismos de entrada a la célula humana entre el SARS-CoV 'y
el SARS-CoV-2, apoyandose en la similitud de los recepto-
res ACET y ACE2 que reconocen a ambos virus. La enzima
de conversion de angiotensina | (ACE1) y su mas reciente-
mente descubierta homdloga ACE2 son dos enzimas anta-
gonistas a la ruta RAS que actian de forma complementa-
ria la una a la otra. El rol principal de ACE1 es la conversién
de la angiotensina | a angiotensina Il, siendo la segunda un
péptido que causa vasoconstriccion, fibrosis y proliferacion
celular. Un ratio ACE1/ACE2 elevado protege frente a dis-
funciones endoteliales y patologias vasculares. EI SARS-
CoV-2 entra en las células humanas utilizando el receptor
del SARS-CoV ACE2 y la enzima TMPRSS2 para el “priming”
de la proteina Spike. Debido a esta funcién, se ha descrito
en varios articulos como una baja expresion de ACE2 limita
la receptividad del virus.

Se ha demostrado cémo una variacién cuantitativa en
los niveles de ACE1 puede ser modulada por el locus del
gen para el grupo sanguineo ABO. Adicionalmente, algu-
nos polimorfismos en ABO seleccionados influencian la
respuesta a tratamientos con inhibidores de ACE, pudiendo
contribuir a reducir la transmision del SARS-CoV [9].

Como ya explicaba el estudio de Guillon et al. [10], los
pacientes pertenecientes al grupo O presentan un menor
riesgo de infeccion, bajo la hipdtesis de que los anticuerpos
anti-A y anti-B contribuyen a proteger el organismo de en-
fermedades viricas.

SARS-CoV-2 7%

Anglotensin 17

Angiotensinogen = — L
Angiotensin Il - Q ®
L %% )
ACE Angiotensin | ® -
oo @a ® re)
\ ACE2 ACE2

¥ (' J

X = P, QJ Vasod;\a(ahon O
Respiratory disease ' %‘::;": damage  * Antfibroti
Pneumonia - inflammation ° Vaseular protection D
Lung damage Subpoptosly ACE2
G bpertony downregulation }
"

Fig. 1. Representacion de la ruta RAS (sistema renina-angiotensina)
en donde figuran el receptor ACE1 y ACE2. [8].

El andlisis del estudio por Golinelli et al. [4] confirma
una elevada susceptibilidad ligada al polimorfismo ABO
también para el SARS-CoV-2. En concreto, de sus descubri-
mientos se especula que hay algunos factores de riesgo
para el grupo Ay algunas caracteristicas de proteccion para
el grupo O, posiblemente afectando a la respuesta biolé-
gica del organismo.

De la misma forma, en un estudio llevado a cabo por
Ray et al. [1] se estudid la respuesta ante el SARS-CoV-2
asociando el grupo ABO y los distintos grupos sanguineos
Rh (positivos o negativos). Llegaron a la conclusiéon que
aquellas personas Rh- tienen una mayor proteccién contra
el virus que aquellas personas que son Rh+. Este factor no
se ha llegado a estudiar a fondo, pero se sabe que es me-
nos influyente que los comentados anteriormente.

2.2. Anticuerpos Anti-A

Otros estudios, como el de Dutra et al. [5], han sugerido
que la capacidad de produccion de anticuerpos anti-A, y
no el grupo sanguineo, es la que va a determinar cémo se
va a responder ante el virus. Este anticuerpo se encuentra
presente en los grupos sanguineos O y B, y ausente en los
grupos Ay AB. Para este estudio, se tomaron personas in-
fectadas y se dividieron en 2 grupos: con anti-A y sin anti-
A; se midi6 la produccién de anticuerpos neutralizantes y
de inmunoglobulinas especificas (IgA, IgM e IgG) en ambos
grupos. Observaron que aquellos grupos con el anticuerpo
anti-A mostraron una mejor respuesta ante el SARS-CoV-2
y una menor produccién de IgA, IgM, IgG y anticuerpos
neutralizantes. Como ya explicaba el estudio de Guillon et
al. [10], los pacientes pertenecientes al grupo O presentan
un menor riesgo de infeccion, bajo la hipotesis de que los
anticuerpos anti-A y anti-B contribuyen a proteger el orga-
nismo de enfermedades viricas.

2.3. Otros factores hematologicos y bioquimicos
Se han estudiado también cémo afectan a la infecciéon
otros factores bioquimicos y hematoldgicos (Abdulla et
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al.[2]), entre ellos cabe destacar los siguientes.

Se obtienen unos resultados altamente significativos que
muestran como la leucopenia (baja produccion de globu-
los blancos) ocurre en la mayoria de los pacientes enfer-
mos.

De igual manera, también suelen padecer de linfocito-
penia (baja cantidad de linfocitos en sangre). Esto se debe
a que la infeccién por SARS-CoV-2 va a inducir la sintesis
de citoquinas inflamatorias (L-7 IL-2, IL-6, TNF-a e interfe-
rébn Gamma) dando lugar a lo que se conoce como una
tormenta de citoquinas, provocando la apoptosis de los
linfocitos y, ademas, la atrofia de los érganos linfoides.
Los niveles de ferritina sérica aumentan de manera consi-
derable al producirse la infeccion. Esta proteina tiene un
papel muy importante en la desregulacién de la respuesta
inmunoldgica cuando sus niveles en sangre son elevados y
también tiene una accién proinflamatoria, participando en
la tormenta de citoquinas.

Asimismo, se ha comprobado cémo los niveles de urea
en la sangre y creatinina sérica aumentan en las personas
infectadas, sobretodo en las mujeres, dando lugar a posi-
bles enfermedades renales. Esto es debido a que las células
en los rifones presentan una importante cantidad de re-
ceptores ACE2.

Los altos niveles de dimero-D tienen una relacién alta-
mente significativa con la infeccién por SARS-CoV-2. Este
factor va a ser capaz de afectar al tiempo de coagulacién
en los pacientes. Como consecuencia, los pacientes infec-
tados pueden desarrollar septicemia (una de las principales
causas de coagulacion intravascular diseminada).

2.4. Patologias previas; obesidad

Ciertas patologias, como la obesidad, pueden ser un im-
portante factor de riesgo para aquellas personas que estén
infectadas por SARS-CoV-2. En el caso de la obesidad, Dy-
lan et. al [7] hizo un estudio con ratones donde se vio la
expresion del gen ACE2 y de TMPRSS2 en el pulmon, tra-
quea y es6fago; esta variacion se observd que era depen-
diente de la dieta y del sexo.

En los ratones machos obesos se observd como la ex-
presion de ACE2 aument6 de forma significativa en el pul-
mén y en la traquea. Sin embargo, la expresion en el esé-
fago no vari6 significativamente. También hubo una reduc-
cion significativa de la expresiéon de TMPRSS2 en la tra-
quea.

Por otro lado, en las hembras obesas la expresion de
ACE2 se redujo significativamente en el esoéfago y
TMPRSS2 se redujo en el pulmén y se elevé en la traquea.
Con este estudio se puede observar como en ratones se
encuentran patrones de expresion sexualmente dimorficos
de ACE2 y TMPRSS2. Sin embargo, se desconoce si en los
humanos pasaria de la misma manera, todo seria

estudiarlo.

Lo que si se sabe con seguridad, tras la realizacién de
un meta-analisis, es que la obesidad se encuentra entre los
factores de riesgo mas altos que influyen en el diagndstico
de COVID-19, hospitalizacion, ingreso en UCI y mortalidad;
y que los hombres tienen una mayor mortalidad que las
mujeres (2,5%).

2.5. Infeccion por SARS-CoV-2 en funcién del sexo
Tras varios meses de pandemia se ha observado el patrén
de infeccién y mortalidad del virus, el cual indica que las
personas del sexo masculino parecen tener un 65% mas de
posibilidades de morir por la infeccion de SARS-CoV-2 que
las del sexo femenino. Los datos de la OMS y de cientificos
chinos muestran que del total de casos alrededor de un
1.7% de mujeres XX que contraen el virus fallecen en com-
paracion al 2.8% de los hombres XY. Asimismo, datos de
hospitales de Hong Kong muestran que el 32% de los hom-
bres requieren un cuidado intensivo por infeccién del
SARS-CoV-2, versus el 15% de las mujeres. A pesar de los
datos arrojados por la OMS o por estudios tal vez contro-
vertidos, algunas evidencias cientificas si deben conside-
rarse [8].

Para empezar, el SARS-CoV-2 tiene una alta interac-
cién con el receptor ACE2 humano, que, como ya se ha
descrito, presenta un papel fundamental en la entrada de
la célula durante la infeccion junto a la proteina TMPRSS2.
Pues bien, es interesante recalcar que el gen para ACE2 se
encuentra en el cromosoma X, de esta forma permitiendo
a las personas de sexo femenino potencialmente ser hete-
rocigotas para este gen al poseer dos copias de este cro-
mosoma, en contraste a las personas de sexo masculino,
las cuales al poseer una sola copia del cromosoma X son
evidentemente homocigdticas para este gen. En segundo
lugar, muchos de los genes involucrados en la inflamacion
se encuentran en el cromosoma X, junto a un gran nimero
de otros genes involucrados en la respuesta inmune prima-
ria y secundaria. Adicionalmente, las personas de sexo fe-
menino con heterocigosis en el cromosoma X probable-
mente activen también una ventaja en mosaico y presenten
diferencias ligadas al sexo mas pronunciadas, resultando
en un dimorfismo por sexo, favoreciéndoles a la hora de
contrarrestar la progresion de la infeccion del SARS-CoV-
2. De este modo, la diferencia entre el numero de copias
de genes ligados al cromosoma X involucrados en la res-
puesta inmune y la presencia de genes dedicados a la sus-
ceptibilidad en personas de sexo masculino y femenino po-
siblemente explique la diferencia entre las infecciones por
ambos sexos [8].

La eficiencia del reconocimiento entre el receptor
ACE2 humano y la proteina S del virus, asi como su inter-
accion, son determinantes para una exitosa infeccién y
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receptividad. Recientemente se ha observado que en el
complejo formado por la proteina S y el receptor ACE2
existen unos aminoacidos cruciales para que se dé el reco-
nocimiento en un proceso de homo-dimerizacion. Asi
pues, la funcionalidad de ACE2 es esencial tanto para la ho-
meostasis en los pulmones como para la entrada del virus
en la célula, y, dado que se especula que las mujeres ten-
gan un mayor grado de formacion de heterodimeros que
los hombres, presentan diferentes afinidades por la pro-
teina S del SARS-CoV-2. De forma similar, polimorfismos
de un solo nucleétido (del inglés, SNPs) dentro del gen
TMPRSS2 pueden también presentar un mayor rol en los
polimorfismos que se ven en la poblacion y entre sexos,
proponiendo una hipotesis acerca de la mayor expresion
en hombres XY a favor de la entrada del virus en la célula
al ser el gen TMPRSS2 susceptible a respuesta por hormo-
nas andrégenas. Curiosamente, la caida de estrogenos en
mujeres XX menopausicas afecta a la expresién del gen
TMPRSS2, siendo asi sensible a estas hormonas también
[8].

Lo mas probable es que una combinacién entre los meca-
nismos descritos sea lo que provoque una mayor o menor
influencia sobre la patogénesis, ademas sobre la brecha
que destaca en infecciones en personas de distinto sexo,
considerando también que el locus del gen ACE2 esta lo-
calizado en el cromosoma X. Esencialmente, alelos hetero-
cigdticos ligados al cromosoma X pueden activarse en mu-
jeres XX generando un mosaico de respuestas ventajosas y
un mayor dimorfismo sexual que posiblemente contra-
rreste la infeccion viral, inflamacion local y otras respuestas
severas relacionadas al SARS-CoV-2.

CONCLUSIONES

La pandemia por la COVID-19, causada por el SARS-CoV-
2, constituye una enfermedad compleja, multifactorial y se-
vera en la cual la genética humana, debido a predisposicio-
nes heredadas, posiblemente juegue un papel crucial junto
a comorbilidades preexistentes y condiciones de riesgo ad-
quiridas. Factores no modificables como la edad o el sexo,
junto a factores modificables clasicos como el factores de
riesgo cardiovascular o enfermedades previas, juegan un
papel crucial en el destino de la infeccion por SARS-CoV-2,
de los pronésticos y de la tasa de mortalidad. Asimismo, el
mecanismo de infeccién por SARS-CoV-2, debido a la en-
trada basada en el receptor ACE2, puede estar alterada por
susceptibilidad desarrollada o genética del individuo.
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Autoinmunidad segun el sexo:
;, Somos tan distintos?

Alicia Moreno Pantoja, Violeta Sanchez Carvajal

Resumen— La problematica de las enfermedades autoinmunes hace que sean objeto de estudio para reducir en lo posible sus
efectos. En este articulo se describe la importancia del factor ambiental y se hace distinciéon entre hombres y mujeres para
entender mejor el desarrollo de enfermedades autoinmunes y se resumen las terapias y tratamientos que se estan utilizando

en la actualidad para combatir estas enfermedades.

Palabras Claves— Autoinmune, Factor sexual, Ambiente, Hormonas

1. INTRODUCCION

Existen a dia de hoy, muchas enfermedades que pro-
vocan la necesidad de investigarlas para encontrar
alguna posible soluciéon. Hay enfermedades comunes
o raras a consecuencia de la combinatoria de genética y
medio ambiente. No debemos olvidar las enfermedades
en las que el propio sistema inmune, el cual deberia pro-
teger, destruye a la persona: las enfermedades autoinmu-
nes. Lupus, enfermedad de Addison, Diabetes tipo I, en-
tre otras, son enfermedades autoinmunes conocidas. Sin
embargo, jestas enfermedades se dan con la misma fre-
cuencia en hombres y mujeres? ; Por qué es esto asi?

2. AUTOINMUNIDAD Y ENFERMEDAD AUTOINMUNE
2.1. Factores de riesgo: factor ambiental y genético

Las enfermedades autoinmunes abarcan gran cantidad de
enfermedades donde el sistema inmune ataca a los pro-
pios antigenos, dando lugar a dafio en células y tejidos. El
sistema inmune estd formado por diferentes tipos de célu-
las, que dan lugar a la inmunidad adquirida e innata, las
cuales, pueden agravar las respuestas autoinmunes. Es-
tdn asociadas a genes del antigeno leucocitario humano
(HLA) mediante diferentes mecanismos que presentan
variabilidad genética tanto en la respuesta inmune como
en la capacidad para presentar antigenos.

Anteriormente, se pensaba que este tipo de enfermedades
presentaban una herencia autosémica dominante, pero
ahora se sabe que es debido a la actuacién de los genes
mas comunes del genoma humano. [1]

Los factores ambientales, como en muchas enfermedades,
pueden inducir o no el desarrollo de enfermedades auto-
inmunes. Por un lado, tenemos el ejemplo de gemelos,
donde el factor de riesgo de padecer este tipo de enfer-
medad, no solo se puede explicar mediante la genética,
sino también, por factores ambientales distintos a los que
han estado expuestos. [1]

Por otro lado, estudio en Finlandia, demostr6 que geme-
los dicigoéticos expuestos a los mismos factores ambienta-
les presentaban una mayor correspondencia con esclero-
sis multiple (EM) en los ultimos afios. Ambos casos de-
muestran la importancia de los factores ambientales en

las enfermedades. Los factores ambientales mas comunes
son: exposicion a compuestos quimicos, toxinas, ciertos
componentes de la dieta...[1]

Sin embargo, no podemos olvidar un componente impor-
tante del genoma: la presencia o ausencia del cromosoma
Y, influyendo en el riesgo de padecer alguna enfermedad
de este tipo.

2.2. Factores de riesgo: factor sexual

En muchas enfermedades autoinmunes existen distincio-
nes sexuales. Segun estudios, las mujeres se ven afectadas
con mayor frecuencia respecto a los hombres. Esta dife-
rencia puede ser leve, como ocurre en la EM, o fuerte co-
mo en la cirrosis biliar primaria (CBP).

También se ha observado, que esta frecuencia estd cam-
biando. Por ejemplo, a dia de hoy, el predominio de la
EM en mujeres ha aumentado respecto a unos afios atras.
Esto se puede deber en gran medida, a factores ambienta-
les, como se puede observar en la Figura 1.
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Fig. 1. Frecuencia de enfermedades autoinmunes segun el género.
Se aprecia una clara diferencia entre hombres y mujeres. Siendo las
mujeres, generalmente, las que con mas frecuencia padecen este
tipo de enfermedad.[1]

Ademads, dependiendo de la enfermedad, la gravedad
varia seguin el género. Por ejemplo, la EM, a pesar de ser
mas frecuente en mujeres, es mas grave en hombres.

3. MUJERES Y HOMBRES: DIFERENCIAS EN EL
SISTEMA INMUNE

Genéticamente hablando, existen muchas diferencias en-
tre hombres y mujeres. Un claro ejemplo seria el sistema
inmunolégico. Los hombres tienden a ser mas vulnerables
a enfermedades respecto a las mujeres. Esto podria expli-
carse por la presencia de una mayor reactividad inmuno-
légica en las hembras. Sin embargo, esta gran reactividad
aumenta las posibilidades de padecer una enfermedad
autoinmune. [2]

3.1. Células del sistema inmune

Las células de la linea linfoide (como linfocitos T, linfoci-
tos B y las “natural killers” (NK)) y las de la linea mieloi-
de (como neutréfilos, monocitos, macréfagos, baséfilos y
eosinéfilos) son las células por las que se compone el sis-
tema inmune, como se puede observar en la Figura 2.

Los linfocitos T secretan diferentes citosinas como IL-2,
IL-4, 1IL-10, IFNy y TNFa« que conforman la inmunidad
adaptativa. Los linfocitos B producen los anticuerpos IgM
e IgG y las células NK producen la inmunidad innata.
Aunque el nimero de linfocitos totales sea el mismo en
hombres y mujeres, los hombres tienen una menor canti-
dad de linfocitos T, mientras que las mujeres posmeno-
patsicas tienen menor cantidad de linfocitos B y T cola-
boradores (Th). Estd comprobado que las mujeres tienden
a producir mayor cantidad de anticuerpos, lo que genera-
ria respuestas mas fuertes frente a antigenos. [2]

3.2. Vulnerabilidad de los 6rganos diana

Una enfermedad autoinmune se produce cuando el auto-
ataque produce el dafio de érganos diana. Este tipo de
enfermedad se puede producir sin que sea evidente, por
lo que hay dos problemas: la propia autoinmunidad y la
capacidad que tenga el érgano diana para aguantar el
ataque.

Existen diferencias por género en la capacidad de los 6r-
ganos diana para soportar el dafio. En general, las muje-
res tienen mayor resistencia, debido a propiedades cito-
protectoras por parte de los estrégenos.[4]

3.3. Etapas reproductivas: Pubertad, embarazo y
menopausia

La carga reproductiva puede variar el riesgo a la autoin-
munidad, sobre todo en mujeres.
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Fig. 2. Linajes celulares.

A partir de una célula progenitora pluripotencial se pueden generar
dos tipos celulares cuya potencialidad disminuye, quedando Unica-
mente capacitadas para generar células de un determinado linaje: el
linaje linfoide (célula pluripotencial linfoide) o linaje mieloide (célula
pluripotencial mieloide). Subsiguientes divisiones irdn dando lugar a
un solo tipo celular hasta que la célula sélo es capaz de dar lugar a
un tipo celular especifico. [3]

Durante el embarazo se tiende a inhibir el sistema inmu-
nolégio materno, provocando cambios en la respuesta a la
enfermedad. Segun la enfermedad que sea, con el emba-
razo mejorara, empeorara o no mostrara variacion. [1]
Estudios recientes, han revelado que la transferencia
transplacentaria de anticuerpos de la madre al feto es
muy importante frente a ciertas enfermades. Por ello, es
de especial relevancia la vacunacién materna ya que tiene
efectos protectores durante el embarazo, ademas los cam-
bios inmunitarios que se producen durante la gestacién
no interfieren en la respuesta que el cuerpo experimenta
frente a la vacuna. [6]



3.3.3. Menopausia

Esta etapa se caracteriza por niveles mas bajos de estré6-
genos y progesterona, niveles maximos de la hormona
estimulante del foliculo (FSH), se acaba el ntmero de fo-
liculos y cesa la menstruaciéon. De igual forma, segin el
tipo de enfermedad, la respuesta cambia. En un estudio,
se inform6 sobre la disminucién de la frecuencia de los
brotes en el lupus eritematoso sistémico (LES) con la me-
nopausia, sin embargo, una menopausia temprana se aso-
cia a un mayor riesgo de padecer LES. [7][8]

3.4. Hormonas sexuales en autoinmunidad

Las hormonas sexuales tienen un gran efecto sobre los
linfocitos T y B, células NK, granulocitos y macréfagos.
Intervienen de igual manera en la produccién y liberacién
de citoquinas y proteinas inmunoreguladoras. [9]
Recientes estudios, demuestran que las hormonas sexua-
les esteroideas acttian inhibiendo o activando distintos
componentes del sistema inmune. Es el caso de los linfoci-
tos T, cuya poblacion disminuye durante la menopausia.
Por otra parte, con los monocitos ocurre lo contrario, su
poblacién es mayor durante la menopausia que en edad
reproductiva.

Antiguas investigaciones muestran como la mujer es mds
propensa a padecer enfermades autoinmunes como el
lupus eritematoso o la esclerosis multiple (EM). La dife-
rencia entre hombres y mujeres en este aspecto radica en
las hormonas sexuales, ya que, los niveles altos de estré-
genos favorecen la respuesta humoral y en consecuencia
se generan anticuerpos que reaccioanan hacia los propios
antigenos.[9]

4. Enteropatia autoinmunitaria

Si bien es cierto que, por lo explicado anteriormente, la
mayoria de enfermedades autoinmunes son mas frecuen-
tes en mujeres, no siempre ocurre asi. Un ejemplo es la
enfermedad de enteropatia inmunitaria que se presenta
con mas frecuencia en nifios varones. En esta enfermedad,
el sistema inmunitario destruye células del intestino, pro-
duciendo diarreas graves.

Es una enfermedad hereditaria recesiva ligada a X, causa-
da por mutaciones en el gen FOXP3, localizado en
Xp11.23. Este gen expresa un factor de transcripcion, la
escurfina, que se expresa mayoritariamente en el tejido
linfoide y células CD4+, CD25+. Su funcién es la de regu-
lar la transcripcion de las células T colaboradoras.

Es una enfermedad caracterizada por un prondstico pobre
y una alta tasa de mortalidad en el primer y segundo afio
de vida. [10]

5. Avances en el tratamiento de enfermeda-
des autoinmunes

Ante la problematica existente con las enfermedades au-
toinmunes, es imprescindible el estudio de diferentes so-

luciones. Entre ellas, destacan diferentes terapias que tra-
tan de combatir los sintomas autoinmunes en la medida
de lo posible.

5.1. Terapias

De las terapias mas utilizadas para el tratamiento de en-
fermedades autoinmunes como la enteropatia autoinmu-
nitaria, es el trasplante autélogo de células madre hema-
topoyéticas (TCMH) en el tejido dafiado.

Otra alternativa que todavia estd en estudio, es la terapia
con células T reguladoras, se espera que consiga restaurar
la tolerancia periférica, suprimir la inflamacién y pro-
mover la reparacion de tejidos. [10]

Ademas, suelen combinarse muchos medicamentos. Sin
embargo, debido al riesgo de propagacion al cerebro y a
la médula espinal, el mejor tratamiento es el anteriormen-
te mencionado.

5.2. Inmunosupresion y antiinflamatorios

Los tratamientos convencionales se basan en reducir la
inflamacién, usando inhibidores de la prostaglandina-
ciclo-oxigenasa para una reduccién no especifica.[11]

5.3. Anticuerpos monoclonales

Los anticuerpos monoclonales son una de las terapias
utilizadas en el tratamiento de este tipo de enfermedades.
Para su produccién se utilizan modelos animales, tales
como el conejo o el caballo. El procedimiento por el cual
se obtienen estos anticuerpos, consiste en primer lugar, en
inyectar al animal el patégeno o sustancia frente a la que
se desea obtener inmunoglobulinas. A continuacién, se
extrae el suero del animal y mediante diferentes técnicas
se afslan los anticuerpos. La idea es obtener anticuerpos
mondgenos frente a un tipo de antigeno.

En el caso del trabajo con ratones, se inyecta a estos or-

ganismos el antigeno de interés y posteriormente se aislan
los linfocitos B producidos. Estos linfocitos se fusionan
con células inmortales para que no mueran en cultivo in
vitro, lo que se conoce como hibridomas.[12]
Los anticuerpos monoclonales son administrados via in-
travenosa. No suelen generar efectos secundarios graves,
aunque, podria ocasionar problemas a algunas personas.
[11]

5.4. Analogos del péptido

Rompen la union entre el complejo mayor de histocompa-
tibilidad (MHC) y el autoantigeno-T del receptor de la
célula, lo cual provocaria la respuesta autoinmune. Con-
siste en diferentes drogas que inhiben esta respuesta de
diferentes maneras:

- El péptido puede cegar la presentacion del auto-
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antigeno al sistema inmune. Impidiend que se ac-
tiven los linfocitos T.

- El péptido puede inhibir la proliferacién de los
linfocitos T.

- Puede estimular los linfocitos T colaboradores.

- Estimula la diferenciaciéon de los linfocitos T re-
guladores que detectan al autoantigeno.

- Puede inhibir la tormenta de citoquinas, impi-
diendo la iflamacién y destruccion del tejido. [11]

6.CONCLUSIONES

Las enfermedades autoinmunes son problemas que
afectan a una de cada 10 personas. Pese a su importancia,
al ser tan complejas y heterogéneas es dificil proporcionar
un buen tratamiento a cada paciente. También hay que
destacar que, debido a diferencias en el sistema endocrino
entre mujeres y hombres, hay cambios en la probabilidad
de padecer enfermedades autoinmunes, siendo las muje-
res las que més prevalencia tienen.

Son enfermedades muy peligrosas con una alta mortan-
dad, debido a que nuestro sistema inmune, el cual nos
deberia proteger contra agentes potencialmente dafiinos,
ataca y dafia los tejidos propios.

Nuevas terapias estan siendo estudiadas para el trata-
miento de estas enfermedades, con las que se han mos-
trado ciertos efectos terapéuticos. Pese a que el uso de
inmunosupresores ha sido, durante muchos afios, la tera-
pia mas efectiva para el tratamiento de estas enfermeda-
des, estan asociados a una elevada toxicidad y presenta-
cién de efectos secundarios. Por ello, hoy en dia, una de
las terapias pioneras es la basada en el uso de anticuerpos
monoclonales. Sin embargo, todavia presenta un elevado
coste, por lo que representa un problema en su uso.[13]
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¢;,Para qué sirven las pastillas
anticonceptivas?

M2 Dolores Berdlun Reina

Resumen—Cuando hablamos de pastilla anticonceptiva nos referimos a la pildora anticonceptiva oral combinada (PAOC). Es
un tratamiento hormonal que suprime la produccién de progesterona y estradiol administrando analogos sintéticos. Su funcién
mas conocida, como bien dice su nombre, es evitar el embarazo. No es tan popular su uso frente a algunas enfermedades,

pero si son muy eficientes.

Palabras Claves— Endometriosis, Etinilestradiol, Mioma, Progestageno, Sindrome de ovario poliquistico.

1. INTRODUCCION

I dia 11 de mayo de 1960 se aprobd la venta de Enovid

en EEUU, el primer anticonceptivo oral, que se empezé

a comercializar el 18 de agosto de ese mismo afo. [1]

La aparicién de este medicamento que evita el emba-
razo produjo un cambio en la investigacién farmacoldgica,
asi como en la forma de vivir la sexualidad y la reproduc-
cién en la sociedad.

Su aparicién se debe a la experimentacion por parte de
Russell Marker de las sapogeninas, un grupo de esferoi-
des vegetales. Descubrié un proceso quimico que trans-
formaba la sapogenina diosgenina en progesterona, lo
que abria la puerta a la sintesis de esta hormona para su
uso comercial. A las reacciones necesarias, en quimica se
las llaman degradaciones, y en concreto esta, tomaba el
nombre de “Marker Degradation”. [2]
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Fig. 1. Marker degradation. Serie de reacciones quimicas que
permiten la formacion de progesterona a partir de diogesnina. [12]

Desde entonces, los laboratorios han puesto sus es-
fuerzos en encontrar otras hormonas sintéticas para me-

M? Dolores Berdun Reina. Universidad Pablo de Olavide. mdbe-
rrei@alu.upo.es.

jorar el efecto farmacoldgico, pero sobre todo para dismi-
nuir los efectos secundarios que producen. [2]

En Espafia no fue hasta el 7 de octubre de 1978 cuando
se legalizé la comercializacion y el uso de la pildora anti-
conceptiva, 18 afos después. [3]

2. PILDORA ANTICONCEPTIVA ORAL COMBINADA

2.1. Composicion

La pildora anticonceptiva oral combinada (PAOC) con-
tiene etinilestradiol y un progestageno. El etinilestradiol es
un estrégeno que actia de manera similar al estradiol. Su
funcién en el organismo es regular la hemorragia y evitar
la formacién del foliculo inhibiendo la hormona estimula-
dora del foliculo (FSH).

Los progestagenos sintéticos actian de la misma forma
que la progesterona. La mayor parte del efecto anticon-
ceptivo se debe a este compuesto, ya que suprimen la
accion de la hormona luteinizante (LH) y con ella la ovula-
cion.

¢) Progesterona

d) Levonorgestrel

Fig. 2. a) Estradiol. Molécula natural. [13] b) Etiniles-
tradiol. Estrogeno sintético. [14] c) Progesterona.
Molécula natural. [15] d) Levonorgestrel. Progesta-
geno sintético mas utilizado. [16]
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Existen pildoras que solo contienen progestina y tam-
bién actuan evitando la ovulacién, pero se usa en mucha
menor poblacién que la pildora combinada. Es muy reco-
mendada en pacientes que tienen contraindicaciones para
el estrogeno. [4]

Los progestagenos mas utilizados son: clormadinona,
desogestrel, dienogest, drospirenona, ciproterona, gesto-
deno, norelgestromina, noretisterona, norgestimato, nor-
gestrel y levonorgestrel. Este Ultimo es el mas utilizado en
la actualidad debido a sus pocos efectos adversos. [5]

2.2. Mecanismo de accion

Para entender cdémo actlan las PAOC tenemos que ver
lo que se conoce como eje hipotalamico-hipofisiario-
gonadal. El hipotdlamo secreta la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH). La funcién de esta hormona es
activar la secrecién de LH y FSH de la pituitaria anterior. La
LH se encarga de estimular la ovulacién. La FSH se encar-
ga de la maduracién de los 6vulos. Ambas promueven la
secrecion de progesterona y estrogenos por parte de los
ovarios. Lo que ocurre es que estas Ultimas inducen una
retroalimentacion negativa, inhibiendo los dos pasos an-
teriores para regular las cantidades hormonales. [6]

HIPOTALAMO

> — -

X S5 X
\ GnRH
'—POFISICl

B jf N X
LH FSH

Estrégenos Progesterona

Fig. 3. Eje hipotalamico-hipofisiario-gonadal.
Realizado con biorender.com

La retroalimentacién negativa del progestageno actua
en el hipotalamo y reduce los pulsos que liberan la GnRH.
Asi disminuyen la LH y la FSH del organismo, el foliculo no
se desarrolla y se produce una disminucién de estradiol.
Se detiene el pico de LH que es el que se encarga de la
liberacién del foliculo, y no se da la ovulacion.

El estrogeno también inhibe el desarrollo del foliculo
por la retroalimentacién negativa que ejerce sobre la pi-
tuitaria anterior paralizando la produccién de FSH.

Otro mecanismo de accidn para prevenir el embarazo
es la capacidad de la progesterona, en este caso de los
progestagenos sintéticos, para modificar la mucosa cervi-

cal y que asi los espermatozoides no lleguen al tracto ge-
nital superior. [7]

Lo que hacemos con este medicamento es, con canti-
dades controladas de ambas hormonas, inhibir el eje.
Ademas, el cuerpo deja de producir progesterona y estro-
genos de forma propia, incorporando solamente la dosis
diaria de cada pastilla.

Se administran en dosis diarias con diferentes cantida-
des hormonales, por eso es importante seguir el orden
que viene en el blister. Asi simulan las variaciones hormo-
nales naturales a lo largo del ciclo reproductivo mante-
niendo los picos de estradiol y progesterona que dan lu-
gar a la menstruacion.

3. FUNCIONES

El objetivo conocido de tomar la pildora anticoncepti-
va, como bien dice su nombre, es la anticoncepcion. Pero
el 14% de las mujeres la toman con fines terapéuticos.
Entre ellos encontramos alteraciones relacionadas con la
menstruacion como el sindrome premenstrual, el dolor
menstrual, la propia menstruacion irregular, los miomas, el
hipogonadismo femenino, el sindrome de ovario poliquis-
tico y la endometriosis. Esto se produce por desajustes
hormonales, asi que lo que hacen estos medicamentos es,
al paralizar la produccién de hormonas propias y adminis-
trar la cantidad que consideramos correcta, corregir de
forma total o parcial estas enfermedades. [7]

3.1. Sindrome de ovario poliquistico (PCOS)

El sindrome de ovario poliquistico es la disfuncién en-
docrino-metabdlica mas comun en las mujeres, afectando
casi al 10%. Para que te detecten esta enfermedad debes
tener dos de las tres siguientes afecciones: hiperandroge-
nismo, oligoovulacién y presentar ovarios poliquisticos.

El hiperandrogenismo consiste en la produccidon exce-
siva de androgenos por parte de la mujer, mayoritaria-
mente en las mas jovenes. Va asociado a una menstrua-
cion irregular. Esto lo relaciona con la oligoovulacién, que
hace referencia a un trastorno en el que se ovulan pocas
veces al afio.

Al tener mas cantidad de andrégenos, se estimula la
secrecion de LH y crece la sensibilidad a la FSH, aumen-
tando el nimero de foliculos, dando el aspecto que de-
termina su nombre. [8]

Los anticonceptivos orales son la primera opcion en el
caso de esta patologia ya que suprimen la secreciéon de
LH, disminuyendo la biosintesis de andrégenos ovaricos y
manteniendo un ciclo reproductivo completo, paliando asi
también la oligoovulacion. [8]

3.2. Endometriosis

La endometriosis es una enfermedad que consiste en la
formacion de endometrio fuera del Utero. El sintoma mas
comun es dolor de forma ciclica y cronica, asociado al
ciclo reproductivo. Puede llegar a causar hasta infertilidad.

Las pastillas anticonceptivas se utilizan como trata-
miento ya que regulan las cantidades hormonales del or-
ganismo, provocando también un control en la formacion
del endometrio. Crean un estado hipoestrogénico que
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suprime la proliferacién de las células endometriales. Ac-
tdan disminuyendo la menstruacién retrograda e indu-
ciendo un estado de pseudoembarazo. [9]

3.2. Miomas

Los miomas uterinos son tumores que se pueden for-
mar en cualquier parte del sistema reproductor femenino.
Estan formados por tejido muscular, por miocitos. Las pas-
tillas anticonceptivas disminuyen el tamafio de los mio-
mas, no los cura, pero mejora la situaciéon en la que se
encuentran.

La progesterona favorece el crecimiento de estos tu-
mores, por lo que, al tomar este medicamento, el orga-
nismo deja de producir progesterona propia y comienza a
adquirir la cantidad que se administra de forma artificial.
Si esta cantidad es mas baja el tamafio del mioma dismi-
nuye. [10]

4. EFECTOS SECUNDARIOS

La mayoria de los efectos adversos de las PAOC son leves
o desaparecen al cambiar de combinacién hormonal. Los
efectos leves mas comunes son dolor de cabeza, nauseas,
sensibilidad en los senos, aumento del flujo vaginal y au-
mento de peso. Los efectos mas graves son coagulos de
sangre, inflamacion del higado, inflamacion del pancreas y
ataque al corazon. [7]

4.1. Anticonceptivos y tabaco

Este medicamento aumenta el riesgo de tromboembolis-
mo venoso, lo que provoca algunos de los efectos secun-
darios anteriores. Al combinarlo con el tabaco, aumenta
de forma exponencial el riesgo cardiovascular.

El tabaco en si es una droga que provoca un aumento
en el riesgo de sufrir muchas enfermedades. Algunos de
sus efectos son incrementar la frecuencia cardiaca y la
tensién arterial. Al unirse esto al efecto de las pastillas
anticonceptivas, el riesgo total de padecer problemas car-
diovasculares. [11]

5. CONCLUSIONES

Las pastillas anticonceptivas a pesar de ser un medica-
mento reciente, ha tenido un gran impulso en la industria
farmacéutica debido a la repercusion que supone en la
sociedad. Hay un gran abanico de posibilidades a la hora
de escoger el tratamiento, segun las necesidades de cada
paciente. En el campo de la farmacia es un tema un poco
obsoleto, ya que hay muchas variantes de los progesta-
genos sintéticos que se afaden; pero ahora han comen-
zado algunas instituciones a buscar sustitutos del etiniles-
tradiol, para poder continuar con su mejora.

En el campo de la medicina, como hemos visto, es un tra-
tamiento fundamental para paliar sintomas de algunas de
las enfermedades mas comunes del ciclo reproductivo
femenino, aunque hayan ganado su fama por el efecto
anticonceptivo.
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Dengue virus: preparados, listos, ¢;ya?

Andrea Aguado Marin

Resumen—EI| Dengue es una enfermedad virica propia de las regiones tropicales y subtropicales del planeta. Habitualmente,
sus sintomas no son preocupantes, pero una de cada veinte personas que lo padece, sufre complicaciones dado a la vertiente
mas grave de la enfermedad. A consecuencia de la subida de temperatura global causada por el cambio climatico, cada vez es
mas frecuente la aparicion de casos en paises fuera del area endémica, problema que va in crescendo ¢ Estamos realmente
preparados para combatir al dengue a escala global? En este articulo se desarrollan las diferentes propuestas de distintos
grupos de investigacion que trabajan en la sintesis de nuevos farmacos contra la enfermedad.

Palabras Claves— Dengue, Serotipo, Vacuna, Viricida, Zinc.
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1. INTRODUCCION

a llegada de una enfermedad extranjera a un pais

desarrollado, y méas cuando ésta procede de un lugar

que no lo es, siempre es causa de una preocupacion
extrema entre su poblacion. No muy lejos queda el brote
de ébola, cuya llegada a territorio americano y europeo
hizo saltar todas las alarmas, a la vez que ocupd todas las
portadas durante semanas.

Eso si, si algo se puede sacar como provecho a este  tipo
de situaciones, es la aceleracion con la que se sinteti-
zan nuevos farmacos para la erradicacion de estas enfer-
medades.

El dengue, infeccion causada por un virus y transmitida a
través de un mosquito (normalmente perteneciente a la
especie Aedes aegypt), es comin en las areas mas
subtropicales y tropicales de nuestro planeta. Concreta-
mente, esta estrechamente relacionado con cuatro seroti-
pos de flavivirus especificos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4. [1].

Hace unos meses, la ONU (Organizacion de las Na-
ciones Unidas) lanzaba una alerta mundial dado al ele-
vado incremento de brotes de dengue alrededor del
mundo. La causa de esto reside en la estrecha relacion de
la afeccion con la subida de la temperatura global debida
al cambio climético, lo que, segun las estadisticas no au-
gura un decrecimiento de su propagacién (sino mas bien
lo contrario) [2]. De esta manera, si bien en 1970 esta en-
fermedad era propia Unicamente de siete paises, ahora es
endémica en 128, encontrandose casos, actualmente, en
paises europeos como Espafia. Ante toda esta problemati-
ca, se ha propulsado la investigacién farmacoldgica con el
fin de combatirla y, al menos, reducir su gravedad.

2. MECANISMO DE ACCION DEL DENGUE VIRUS

El dengue virus es un fago cuya dotacién genética es de
tipo ssRNA positivo. Para la replicacion de esta, cuenta
con una proteina viral, NS5, que contiene tanto actividad

Andrea Aguado Marin, estudiante del Grado en Biotecnologia, Univer-
sidad Pablo de Olavide. aagumar@upo.es.

metiltransferasa como polimerasa (siendo una enzima con
accion RNA polimerasa dependiente de RNA, también
conocida como RdRp), siendo ambas cruciales para el
proceso de replicacién viral [3].

Una vez que este acido ribonucleico es replicado, el virus
ha de realizar un ensamblaje estructural y un empaque-
tamiento de este material genético dentro de la capsida.
Para ello, depende del procesamiento de una poliproteina
viral en tres: proteina C, prM y E. Las tres seran
componentes principales de la capsida, la premembrana y
la envoltura del viridn, respectivamente. Asimismo, para
que se lleve a cabo el ensamblaje de manera efectiva, se
requiere de un péptido no estructural virico conocido co-
mo NS2A. Este, también cobra importancia a la hora de
realizar el empaquetamiento del material genético. Tanto
en un caso como en otro, contribuye en la sefalizacién
para el inicio de ambos [4].

Assembly site

Replication Complex

Cytosol

Figura 1: Mecanismo de formacion del virion dengue virus [4]

25



3. SINTOMATOLOGIA Y TRATAMIENTO ACTUAL

La mayoria de los sintomas pertenecientes a la afeccidn
leve de esta enfermedad, son comunes a otras enferme-
dades, lo que puede generar confusion. Entre ellos encon-
tramos dolores en cabeza, huesos, articulaciones, muscu-
losu ojos; asi como vémitos o naulseas. Ademas, como
consecuencia de la infeccién, pueden surgir sarpullidos en
la epidermis del sujeto.

AUln asi, 1 de cada 20 individuos que enferma de dengue,
desarrolla la vertiente grave de la enfermedad. Esta se
caracteriza por aparicion de hemorragias graves en el
cuerpo del paciente, asi como dificultad respiratoria, acu-
mulacién de liquidos o extravasacion de plasma. Esta
compliacién es extremadamente compleja, pues resulta
ser potencialmente mortal para el individuo que la sufre.
Es por ello por lo que reconocer los primeros sintomas de
esta infeccion virica cobra una importancia mayor, pues
esta accion puede evitar las dificultades que derivan a la
sintomatologia aguda o vertiente grave de la enfermedad

[5].

Dolor muscular Sarpullido

Nauseas o vomitos

Dolor en las
articulaciones

Figura 2: sintomas pertenecientes a la infeccion leve del virus [6].

Actualmente, no existe ningn medicamento especifico
contra el dengue. En lo que a su tratamiento se refiere, se
recomienda el uso de analgésicos para calmar el dolor, asi
como se prohibe el uso de farmacos que contengan aspir-
ina. La causa de esto ultimo reside en que, en caso de
hemorragia, no harian otra cosa que incrementar el san-
grado, lo que resultaria en un agravamiento de la enfer-
medad.

La falta de un tratamiento especifico, sumado a la relacion
directa de la afeccidon con el cambio climatico, ha hecho
saltar todas las alarmas. Se prevee un incremento no con-
trolado de la afeccion a nivel global, por lo que cada vez
corre mas prisa el poder sintetizar nuevos farmacos para

poder tratarlo. De esta manera, diferentes grupos de in-
vestigacion se estan haciendo cargo de la causa, avanzan-
do sus investigaciones como se relata a continuacion.

4. DENGUE VIRUS Y ZINC

Estudios recientes han demostrado la presencia de un
sitio de unidén a zinc dentro de la proteina virica NS5, con-
cretamente en su region polimerasa (RdRp). La existencia
de esto ultimo, manifiesta el papel crucial de este
microelemento en la regulacién del polipéptido y, como
consecuencia, en la replicacién del material genético del
dengue virus. De esta manera, un descenso de la
concentracién de Zn en el medio, provoca una inhibicién
del dengue virus.

Para poder provocar las condiciones requeridas en
organismos humanos con el fin de crear un farmaco de
combate contra la enfermedad, se estan llevando a cabo
diversas investigaciones con diversos agentes inhibidores
de Zinc. Entre ellos, se encuentra el TPEN (abreviatura
para N,N,N’N’-tetrakis(2-piridinilmetil)etanodiamina), un
agente quelante cuya accién sobre el compuesto de
interés lo inactiva.

Figura 3: Representacion gréfica de la estructura 2D del compuesto
quimico TPEN [7].

De este modo, ha sido posible demostrar como la
quelacion del zinc afecta, de forma directa, a los primeros
estadios del ciclo de vida del virus debido a la inhibicién
de su replicacion. Asimismo, mediante técnicas como
RNA-seq, se ha comprobado como esta técnica también
afecta de forma indirecta a este proceso, pues conduce a
la activacién de una respuesta especifica de bloqueo para
la replicacién de material genético exégeno [8].
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5. VIRICIDAS

Numerosos venenos de serpiente, concretamente los
pertenecientes a la familia Viperidae, contienen proteinas
sPLA; de tipo gllA homélogas a las que se encuentran en
los seres humanos. La importancia de estas se encuentra
en como estan implicadas en multiples procesos bioldgi-
cos, de manera que este factor hace que puedan inter-
venir en el ciclo de mdltiples virus, ayudando a invalidar-
los.

Concretamente se ha evaluado la actividad antiviral de
dos formas de la sPLA2 ofidica: Mt-1 (variante catalitica-
mente activa) y Mt-1l (cataliticamente inactiva) contra el
virus del dengue. Asimismo, también se compard la Ac-
tividad viricida de la variante activa con la inactiva.

Tras el andlisis de resultados, se concluy6 en que solo Mt-|
es poseyente de actividad viricida contra los diferentes
serotipos de DENV. El mecanismo implicado en este efec-
to esta ligado a la actividad de sPLA2 de serpiente, que
ejerce un efecto hidrolitico sobre la envoltura del virus
que la proteina humana no consigue. De esta manera,
esta proteina consigue acabar con el dengue virus [9].

Dado que las proteinas no son buenos candidatos para
ser usados como farmacos (se absorben mal a través de la
membrana celular y son metabolizadas muy rapidamente,
entre otras razones), se estd tratando de disefar pep-
tidomiméticos que reemplacen a Mt-I. De este modo, la
industria farmacéutica comienza a testar la sintesis de
farmacos antivirales contra el dengue virus a partir de esta
proteina.
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Figura 4: Accion antiviral de Mt-1 en diferentes tijpos de virus [9].

6. UNA VACUNA CONTRA LA INFECCION

6.1.Mecanismo de accién

CYD-TDV, la Unica vacuna que se ha llegado a aprobar
para desarrollar resistencia a este agente, hace uso de
dengue virus atenuados para conseguir esta meta.
Igualmente, entre sus caracteristicas cabe a destacar su
tetravalencia, dado a que el dengue es provocado por
cuatro serotipos del flavivirus causante: DENV1, DENV2,
DENV3 y DENV4.

CYD-TDV: consideraciones clinicas para la
prevencion del virus del dengue

Refuerza la respuesta inmunolégica provocada por
todos los serotipos del dengue virus, con altas tasas
de seropositividad para los mismos después de cada
dosis.

Proporciona una proteccion eficaz contra la disfucién
de cuerdas vocales (VCD) en nifios, con una eficacia
también alta en adultos

A su vez, proporciona una proteccién eficaz ante una
infeccién severa de dengue y su consecuente hospita-
lizacion

Se recomienda que aquellos paises con una alta tasa de
afectados por el virus introduzcan CYD-TDV como parte
de su estrategia para prevenir la enfermedad y reducirla
en estos mismos

Tabla 1: Argumentos a favor del uso de esta vacuna en los paises
endémicos para el virus [10].

Los flavivirus atenuados, una vez llegan a infectar a la cé-
lula huésped, comienzan a sintetizar sus proteinas prM y
E, componentes de la pre-membrana y envoltura del vi-
rion. Al ser atenuados, estos virus no produciran la enfer-
medad, pero si las proteinas mencionadas. De este modo,
el organismo generara anticuerpos contra el virus por
medio del reconocimiento de estas estructuras, por lo que
estara ya preparado para futuras infecciones [10].

CYD-TDV es una vacuna liofilizada. De esta manera, para
su sintesis, virus previamente atenuados son congelados
para sufrir posteriormente una sublimacion, con el fin de
separar el agua del producto. Como consecuencia, se
consigue obtener el resultado deseado sin pasar por el
estado liquido [11]. Esta caracteristica del farmaco permite
una conservaciéon y estabilidad del mismo sin necesidad
de adicién de adyuvantes o conservantes (que provocan
que su efectividad disminuya, algo que se ha comprobado
experimentalmente) [11].

6.2. Selectividad en la poblacién

CYD-TDV se aplica desde hace cuatro afios en paises de
Asia y América donde la infeccion causada por el dengue
virus se desarrolla de manera habitual. Adn asi, su
administracion esta sujeta a un rango de edad, compren-
dido entre los 9-45 afios, por lo que deja a un gran sector
de la poblacion desprotegido contra el mismo. Asimismo,
esta es realizada en tres dosis, entre las cuales ha de
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habler un tiempo ajustado de seis meses.

AUn asi, esta vacuna solo puede ser aplicada en aquellos
individuos que hayan sido infectados previamente por
alguno de los serotipos del virus. La razén de esto reside
en que estos sujetos presentan una alta probabilidad de
desarrollar la infecciéon de forma severa como consecuen-
cia a la vacunacion. Esta contraindicacion se debe a que
estos no tienen preformada defensa alguna contra la
enfermedad. De esta manera, al ser introducidos los virus
en el organismo de dichos individuos, aun siendo estos
atenuados, no cuentan con una respuesta immune sufi-
ciente a la virulencia de los agentes ex6genos (tabla 2) [6].

Condiciones de vacu-
nacion del individuo

Dengue severo tras la
vacunacion (%)

Infeccion  previa por 0,37%
dengue virus
Sin infeccién previa 48,32%

Tabla 2: Desarrollo de dengue severo tras la
vacunacion en una poblacion 18265 individuos,
todos comprendidos entre los 9 a los 16 afios de edad [12].

7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS DE FUTURO

Pese a que la investigacion para encontrar farmacos efec-
tivos contra este virus esté en desarrollo, no se moviliza lo
suficiente rapido como para lograr frenar su avance. Cada
vez es mas comun el desarrollo de plagas de esta enfer-
medad en los diferentes paises donde es endémica, asi
como se siguen sumando cifras a la cantidad de fallecidos
a su costa.

Paralelamente, la temperatura global continta elevandose
sin freno alguno. Esto tendrd como consecuencia el esta-
blecimiento del medio 6ptimo para el desarrollo del vec-
tor en nuevas zonas pertenecientes a territorio norteame-
ricano y europeo. De esta manera, finalmente, el virus del
dengue seré usual en paises desarrollados como Estados
Unidos, Espaiia e Italia.

La industria farmacéutica y los diferentes proyectos dentro
de ella requieren de una financiacién para poder conti-
nuar desarrolldndose. De este modo, quiza la llegada de la
enfermedad a paises desarrollados sea el impulso necesa-
rio para que se comience a invertir en investigaciones
relacionadas con la erradicacion del mismo. Aun asi, si los
hechos se acontecen del modo redactado, ya se estara
luchando contra una amenaza real, en lugar de prevenirla.

Distintas organizaciones mundiales como la OMS (Organi-
zacion Mundial de la Salud) o la ONU (Organizacion de las
Naciones Unidas), llevan advirtiendo de este peligro des-
de afos atrés. Parece que al ser humano le gusta trabajar
bajo presion, y este problema no es mas que una muestra
de ello.
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Papel de la microbiota intestinal en la
Inmunidad

Maria Escafno Maestre y Elena Garcia Diaz

Resumen—El tracto gastrointestinal alberga una comunidad microbiana altamente compleja que se comunica activamente
con el sistema inmune afectando significativamente la salud del huésped tanto de forma positiva como de forma perjudicial al
generarse una alteracién en el equilibrio que compone la microbiota intestinal, ya sea por cambios medioambientales, mala
alimentacion, uso inadecuado de antibidticos, entre otros. Estos Ultimos afios ha aumentado el nimero de investigaciones
sobre esta cuestion, produciéndose nuevas terapias y tratamientos para aquellos pacientes que padezcan de enfermedades
relacionadas u ocasionadas debido al desequilibrio de la microbiota intestinal. Actualmente, se esta cuestionando si el eje
intestino-pulmoén esta altamente relacionado con la sintomatologia que presentan los pacientes de la COVID-19, pudiendo

aclarar las, todavia presentes, incognitas de este virus.

Palabras Claves — Microbiota, inmunomodulacién, inmunidad innata, inmunidad adaptativa, disbiosis.

1. INTRODUCCION

Desde una  perspectiva  inmunoldgica, los

microorganismos son vistos como patdgenos por el
sistema inmune del huésped que los reconoce y los
elimina. Sin embargo, la mayoria de las bacterias
intestinales no son patdégenas y, cohabitan con los
enterocitos en una relacién simbidtica. Los comensales
intestinales ayudan  predominantemente en el
metabolismo de nutrientes y farmacos, la prevencién de
la colonizacién de microorganismos patégenos y en la
funcién de barrera intestinal.

La microflora intestinal colectiva humana estd compuesta
por més de 35000 especies bacterianas lo cual supone mds
de 10 millones de genes no redundantes en el microbioma
humano.

El interés en la microbiota intestinal ha aumentado en los
dltimos afios dentro de la comunidad cientifica pues los
microbios intestinales han sido asociados con una gran
variedad de enfermedades humanas desde enfermedades
inflamatorias intestinales, el sindrome del intestino
irritable y enfermedades metabdlicas como la obesidad y
la diabetes hasta enfermedades que afectan al
neurodesarrollo.

Gracias a las nuevas tecnologias 6micas, ha aumentado el
nimero de investigaciones para el tratamiento de estas
enfermedades relacionadas con el desequilibrio de la
microbiota, generando asi, nuevas terapias.

2. MICROBIOTA INTESTINAL NORMAL

2.1. Composicion

La microbiota intestinal saludable esta constituida
principalmente por los filos Firmicutes y Bacteroidetes,

seguidos de los filos Actinobacteria y Verrucomicrobia.
espaciales en la distribucién a nivel de género y mas alla.

Viajando desde el eséfago al recto, hay una diferencia
sefialada en diversidad y ntimero de bacterias que van
desde 101 por gramo de contenido en el eséfago y el
estomago a 1012 por gramo de contenido en el colon y el
intestino.

La figura 1 representa la diversidad temporal de la
microbiota intestinal desde el es6fago hasta el colon.

Esdfago pH < 4.0 -
Estémago pH = 2

Streptococtus, Lactobociliss,
Prevotel, Enterococcus,
Helicobacter pyiort

Intestino delgado
pH=57
, Lactobacilius,

-Proteabacterls, Enteracoccus

Fig 1. Distribucion normal de la flora intestinal

2.2. Géneros Dominantes en las Distintas Partes
Streptococcus es el género dominante en el eséfago,
duodeno y yeyuno mientras que en el estémago es
Helicobacter. Helicobacter determina todo el entorno
microbiano de la flora gastrica, es decir, cuando
Helicobacter pylori (H. pylori) habita el estémago como
comensal, hay una rica diversidad constituida por otros
géneros dominantes como Streptococcus (mas dominante),
Prevotella, Veillonella 'y Rothia [1]. Esta diversidad
disminuye cuando H. pylori adquiere un fenotipo
patogeno.
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Los filos predominantes en el intestino grueso son
Firmicutes 'y Bacteroidetes. En el intestino grueso se
encuentran mas del 70% de todos los microbios que
habitan en el cuerpo por ello cuando se habla de la flora
intestinal en el contexto de enfermedad generalmente se
refiere a la flora colénica.

El colon humano alberga también patégenos primarios
como Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio
cholera y Escherichia coli (E. coli), y Bacteroides fragilis, pero
en una abundancia menor [1].

La baja abundancia del filo Proteobacteria junto con la alta
riqueza de géneros caracteristicos como Bacteroides,
Prevotella 'y Ruminococcus caracterizan una microbiota
intestinal saludable[1].

Ademads de la diferencia longitudinal desde eséfago hasta
intestino grueso previamente comentada, existe una
diferencia axial desde el lumen hasta la superficie mucosa
del intestino. Mientras que Bacteroides, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriacae, Enterococcus, Clostridium,
Lactobacillus y Ruminococcus predominan en el lumen, en
la mucosa intestinal predominan los géneros Clostridium,
Lactobacillus, Enterococcus y Akkermansia [1].

Por otra parte la flora intestinal puede clasificarse en tres
tipos de enterotipos, combinaciones de diferentes tipos y
cantidades de bacterias. En el enterotipo 1 hay una gran
abundancia de Bacteroides, se trata de bacterias que tienen
un amplio potencial sacarolitico para lo cual presentan
genes que codifican para enzimas como proteasas,
hexoaminidasas y galactosidasas y les permiten obtener
energia a partir de carbohidratos y proteinas. En el
enterotipo 2 predomina Prevotelln que se encarga de
degradar las glicoproteinas mucinas que recubren la capa
mucosa intestinal. También llevan a cabo la sintesis de
timina y folato. El enterotipo 3 estd constituido por
Ruminococcus que esté relacionado con la degradacion de
mucina y el transporte de azticares a través de la
membrana.

2.3. Funciones

Entre las principales funciones de la microbiota intestinal
destacan el metabolismo de nutrientes, el metabolismo de
xenobiéticos y drogas, la proteccién antimicrobiana, la
inmunomodulacién y la integridad de la barrera intestinal
y la estructura del tracto gastrointestinal.

2.3.1. Inmunomodulacién

La microbiota intestinal ~ contribuye a la
inmunomodulacién del intestino en conjunto con los
sistemas inmunes innatos y adaptativos.

El sistema inmune adaptativo, formado por linfocitos Ty
B, interactia con esta comunidad microbiana para
prevenir la invasién microbiana y la patogénesis y las
respuestas inmunes perjudiciales hacia ellos mismos.
Dentro del intestino hay una gran cantidad de antigenos
dietéticos y microbianos que pueden estimular
continuamente  los  linfocitos  intestinales.  Esta

estimulacién constante promueve procesos inmunes para
mantener una interaccién beneficiosa con la microbiota,
pero también puede promover respuestas frente a
patoégenos.

Las células presentadoras de antigenos (APCs) se
encuentran a lo largo de todo el intestino pero se
concentran en la ldmina propia y en los tejidos linféticos,
placas de Peyer y los ganglios linfaticos mesentéricos. Las
principales APCs son las células dendriticas (DCs) que
regulan las respuestas inmunes hacia la microbiota. Las
poblaciones de DCs mads importantes en el intestino son
CD103+CD11b-,CD103+CD11b+ y
CD103-CD11b+CX3CR1 + [2].

La mucosa intestinal y la capa de células epiteliales
separan fisicamente la mayoria de los microbios
comensales y evitan la libre interaccién de estos con las
DCs en la ldamina propia y las placas de Peyer. Las DCs
CD103+ adquieren antigenos a través de: células
epiteliales especializadas llamadas células M, del
transporte de antigenos a través de las células
caliciformes, de microbios invasores, e incluso de
CD103-CD11b+CX3CR1+ [2]. Estas células dendriticas
expresan constitutivamente altos niveles del receptor de
quimioquinas CCR7 que les permite transportar
antigenos microbianos o dietéticos a los ganglios
linfaticos mesentéricos para la activacién de células T.

Las células CD103-CD11b+CX3CR1+ pueden captar
directamente microbios intestinales enviando
proyecciones celulares a través de la capa celular epitelial
[2]. Estas células dendriticas no son migratorias en
condiciones normales ni expresan CCR7, pero cuando la
microbiota estd alterada se produce la sobreexpresion de
CCR7 y el desplazamiento de estas a los ganglios
linfaticos mesentéricos.

Estas poblaciones de células son necesarias para inducir
diferentes respuestas dependientes de células T. Las DCs
CD103+
reguladoras (Treg) mediante la secrecién de moléculas
como 4cido retinoico y TGF- 8. Las CD103+CDb11- son
necesarias para las respuestas dependientes de Thl,
mientras que las CD103+CDbl1l+ para las respuestas
Th17 [2]. Las células dendriticas CD103-CD11b+CX3CR1+
son capaces de inducir respuestas tanto de Th1l como de

inducen la diferenciacion de células T

Th17 y son necesarias para respuestas de Th17 especificos
de bacterias filamentosas segmentadas (SFB).

Las células linfoides innatas de tipo 3 que expresan CCR6
(CCR6 ILC3) son APCs que tienen un papel importante en
la homeostasis intestinal inmunolégica mediante la
presentaciéon de antigenos intestinales a través de sus
MHCH-II a células T efectoras induciendo su apoptosis en
lugar de proliferaciéon [2]. Por lo tanto, las células CCR6
ILC3 presentan una funcién inmunosupresora en el
intestino.
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Fig 2. Células que presentan antigenos importantes en el intestino.

Una compleja combinacién de sefiales procedentes de las
células dendriticas, los microbios intestinales y las células
epiteliales intestinales determina las respuestas de las
células T. Los microbios comensales inducen muchas de
las células T especificas de antigenos, entre ellas las
células Thl7. Esta poblacion de células es activada
especificamente por SFBs presentadas por las DCs a
través de sus MHC II provocando la liberacién de
citoquinas, IL-17 e IL-22, que a su vez que desencadenan
la secreciéon de inmunoglobulinas A (IgAs) en la mucosa
por parte de las células plasmaticas. Por otro lado, los
microbios comensales inducen la activacién de los
linfocitos Tregs que desempefian un papel importante en
la prevencién de la inflamacién patogénica.

Comensales como SFB estdn relacionados con
enfermedades autoinmunes, se producen respuestas
inapropiadas contra autoantigenos, debido a la presencia
de epitopos en los organismos comensales que imitan a
autopéptidos como es el caso de péptidos presentes en
integrasa del género Bacteroides.

Ademas, los microbios comensales expresan y secretan
moléculas capaces de degradar citoquinas inflamatorias
como mecanismo para mantener la tolerancia en el
intestino; es el caso de Helicobacter hepaticus que puede ser
un comensal de la microbiota tranquilo pero si el
hospedador presenta bajos niveles de citoquina
anti-inflamatoria IL-10 produce un gran polisacarido que
induce la liberaciéon de IL-10 sin su correspondiente
incremento de citoquinas proinflamatorias provocando
respuestas anti-inflamatorias.

Sin embargo, no hablamos de moléculas especificas de
estos organismos dnicamente sino que también moléculas
comunes como ATP capaz de desencadenar respuestas
dependientes de Th17 limitando la accién de anticuerpos
en el hospedador que a su vez afectan a la composicién de
la microbiota intestinal. Por ejemplo, estos microbios
intestinales, entre ellos la levadura Saccharomyces boulardii,
producen proteasas que destruyen IgAs, citoquinas
pro-inflamatorias y otras proteinas del hospedador.

Los microbios comensales metabolizan componentes de la
dieta del hospedador produciendo metabolitos: acidos
grasos de cadena corta, aminodcidos como triptéfano y
arginina, flavonoides y poliaminas, que inducen
respuestas dependientes de Treg disminuyendo Ia
inflamacién.

3. TERAPIAS

La microbiota intestinal se comporta adecuadamente
gracias a una correcta homeostasis, pero cuando se rompe
este equilibrio ya sea por mala alimentacién, estrés o uso
inadecuado de antibiéticos, se genera la llamada disbiosis.
La disbiosis puede presentarse como una pérdida de
de

aumento

ciertos
de

diversidad microbiana, pérdida
microorganismos  beneficiosos 0
microorganismos patégenos [3].

La alteraciéon de la microbiota desencadena el desarrollo
de

inflamatorias crénicas, disfuncién metabdlica e incluso

enfermedades autoinmunes, enfermedades
cancer. Actualmente, para solventar o mejorar estas
afecciones se realizan, a continuacién, las siguientes

terapias.

3.1. Dieta

Una dieta personalizada, como por ejemplo, que sea rica
en grasas fomenta el crecimiento especifico de una
microbiota intestinal proinflamatoria cambiando asi la
permeabilidad intestinal y por consiguiente promoviendo
un aumento de los lipopolisacaridos circulantes los cuales
son beneficiosos ya que pueden regular la respuesta
inmune.

3.2. Prebiéticos y probiéticos
Los prebidticos son alimentos que estimulan el
crecimiento de bacterias beneficiosas, los cuales son
administrados normalmente junto a una dieta especifica
para la mejora de la microbiota intestinal.
En cambio, los probidticos son cepas microbianas vivas
que proporcionan beneficios para la salud ya que pueden
modular y recuperar el equilibrio de la microbiota
intestinal gracias a sus actividades antimicrobianas y
antiinflamatorias. Pero el uso excesivo o inadecuado de
estos pueden causar bacteriemia, sepsis o endocarditis en
pacientes con inflamaciones graves en 6érganos digestivos,

por lo que es necesario usar cantidades especificas [4].

3.2. Trasplante fecal
Es la terapia basada en el injerto de suspension
homogeneizada de heces de un paciente sano con el
objetivo de curar una enfermedad especifica.
Actualmente, se realiza trasplante alogénico aunque
suelen ser parientes cercanos para obtener un ambiente
microecolégico parecido al del receptor. También se
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puede obtener el material mediante un banco de
microbiota fecal centralizado.

El emparejamiento del enterotipo bacteriano entre
donante y receptor es realizado mediante anélisis
metagendmico.

El trasplante fecal es administrado por sonda nasogéstrica
o nasoduodenal, enema o colonoscopia.

Esta terapia se estd realizando en canceres del sistema
digestivo aunque recientemente se estd probando en
melanomas y cédncer de mama. A continuacién vemos
algunos ejemplos donde se aplica este tipo de terapia:

> Infeccién por Clostridium_difficile; Es la causa

mas comun de diarrea asociada a antibidticos.
Este tipo de infeccién es bastante frecuente en
pacientes con cancer ya que presentan disbiosis
intestinal ya sea por recibir quimioterapia,
inmunodeficiencia o por el uso prolongado de
antibidticos de amplio espectro.

Se ha demostrado que el uso del trasplante fecal
tiene alrededor de un 90% de eficacia, ademas de
restaurar la diversidad microbiana y sus
metabolitos.

Ciancer de pdncreas: Se ha encontrado una
desregulacién en la microbiota intestinal cuando
estd presente este tipo de cancer, habiendo un
aumento de Aggregatibacter actinomycetemcomitans

y Porphyromonas gingivalis y un descenso de

Fusobacterias y del género Leptotrichia [5].

Hay evidencias que el tratamiento basado en el
trasplante fecal puede controlar el cancer de
péancreas.

Higado: Debido a la conexién de la vena porta
hepatica con el tracto gastrointestinal, hace que la
microbiota intestinal libere toxinas o productos
bacterianos como &cido desoxicélico. Por ello
muchas de las enfermedades hepaticas estan
asociadas a las disbiosis intestinales debido a este
eje intestino-higado.

El trasplante fecal ha sido beneficioso tanto para
mejorar lesiones hepéticas como para mejorar la
hepatitis B crénica.

Los resultados anteriores revelan que este tipo de terapia
para canceres relacionados con la disbiosis intestinal u
otras complicaciones, tiene un gran potencial y eficacia
siendo asi posible mejorar la eficacia de la inmunoterapia.

4. LA MICROBIOTA INTESTINAL Y EL SARS-CoV-2

Sabemos que el SARS-CoV-2 genera principalmente
infeccion pulmonar debido a la unién de sus
glicoproteinas S con los receptores ACE2 que se
encuentran en la membrana de las células epiteliales
alveolares. Ademas, los enterocitos del intestino delgado
también muestran receptores ACE2, pudiéndose

relacionar con el hecho de que algunos pacientes
presentan diarrea y también se ha detectado el virus en
las heces de algunos pacientes. Estos eventos apuntan
hacia una posible afectacién en el eje intestino-pulmoén
por la microbiota intestinal [6].

Los metabolitos y estructuras microbianas intestinales
pueden circular a través de la sangre y actuar sobre los
pulmones, siendo demostrado que si existen cambios en
la composicion de la microbiota estd asociado a
infecciones respiratorias.

Ademas, este eje es bidireccional, es decir, si se produce
una inflamacién en los pulmones puede afectar a la
microbiota intestinal.

Si ocurre un desequilibrio general de la microbiota
intestinal sucede la llamada disbiosis intestinal la cual
presenta personas de edad avanzada, inmunodeprimidos
o diabéticos de tipo 2. Todos ellos son personas de alto
riesgo para el SARS-CoV-2, dando ejemplo como la
disbiosis intestinal influye a la manifestacién clinica del
COVID-19.

Por tanto, sabemos que hay una relacién entre el
SARS-CoV-2 y la microbiota intestinal, pudiendo esta
modular en el caso de los pacientes que contengan
disbiosis para mejorar la respuesta inmune general. Una
de las posibles terapias es la dieta personalizada que
incluya prebibticos y probidticos.

5. CONCLUSIONES

La microbiota intestinal saludable estd formada
esencialmente por Firmicutes y Bacteroidetes aunque esta
varfa temporal y espacialmente. Entre las funciones mas
importantes que desempefia estdn el metabolismo de
xenobidticos y drogas, la inmunomodulacién, la
protecciéon antimicrobiana y la integridad de la barrera
intestinal y la estructura del tracto gastrointestinal.

Cabe destacar su papel en la inmunomodulacién
provocando la estimulacién del sistema inmunolégico del
hospedador con el objeto promover respuestas frente a
patégenos mediante la produccién de inmunoglobulinas
A o0 la activacién de linfocitos T reguladores para lo cual
es muy importante la intervencion de las células
presentadoras de antigenos. Gracias a esta relevante
funcién ha sido posible el descubrimiento de su relacién
con otras enfermedades provocando asi nuevas
posibilidades de tratamiento e incluso generando
hipétesis, que no existian, en relacién a infecciones
viricas como las que nos atafien actualmente.
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La fibrosis quistica: etiologia, cuadro clinico y
tratamiento

Ariadna Crespo Gonzalez y Teresa Porras Garcia de Blanes

Resumen—La fibrosis quistica es una enfermedad genética, cominmente conocida por las complicaciones respiratorias,
provocada por mutaciones en el gen cftr, que codifica para un canal de cloro y bicarbonato presente en epitelios secretores.
Sin embargo, esta enfermedad afecta a muchos otros érganos, llegando a producir problemas de malnutricién e infertilidad en
muchos pacientes. Se proponen varios tipos de tratamientos para la fibrosis quistica, desde farmacos que actuan sobre la
propia proteina hasta métodos mas novedosos como la terapia génica y la edicién del genoma, los cuales requieren aun de
investigacién y mas estudios que aseguren la maxima eficacia y seguridad.

Palabras Claves— Fibrosis quistica, CFTR, Cloruro de Sodio, Pseudomonas, EPOC

1. INTRODUCCION

a fibrosis quistica (FQ) es una enfermedad hereditaria
Lautosémica recesiva grave que se caracteriza por una

afectacién de todas las glandulas exocrinas del orga-
nismo, de ahi que su cuadro clinico sea muy amplio. Su
fenotipo mas conocido es el de enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), aunque también puede pre-
sentar pancreatitis exocrina, secrecién anormal de las
glandulas sudorfparas y disfuncién urogenital.

El impacto de esta enfermedad varfa de unos paises a
otros dependiendo de la etnia predominante de ese pafs.
La incidencia en la poblacién europea varia de 1/1400 a
1/3500 nacidos, presentandose en una frecuencia mucho
mas baja en los continentes asiatico y africano [1].

En este articulo se revisara la proteina CFTR y los tipos
de mutaciones que provocan la FQ. Ademas, se dara una
visién general de los tipos de fenotipos que puede presen-
tar un paciente y los posibles tratamientos.

2. PROTEINA CFTR Y MUTACIONES

2.1. Estructura

El regulador de la conductancia transmembrana en fibro-
sis quistica (CFTR) es una glicoproteina de 1480 aminoa-
cidos y un peso molecular de 170 KDa. Esta integrado en
la superfamilia de transportadores ABC (ATP-Binding
Cassette) y presenta 5 dominios: 2 dominios transmem-
brana (TM1, TM2) constituidos por 6 alfa hélices cada
uno, 2 dominios de unién nucleétido citoplasmatico
(NBD1, NBD2) y un dominio regulador R (fig.1). Este
ultimo es fundamental para la activaciéon de CFTR, gra-
cias a su fosforilacién por la proteina quinasa dependiente
de AMPc (PKA); por otra parte, la hidrélisis de ATP en
los dominios NBD1 y NBD2 sera fundamental para la
apertura y cierre del canal, provociandose la apertura
cuando ocurre la dimerizacién de ambos dominios [2].
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Fig. 1. Estructura del canal CFTR. En la figura se observan los
dos dominios transmembrana, los dominios de unién de ATP y
el dominio regulador [3].

2.2. Funciones del canal

La proteina CFTR se expresa en el lumen de epitelios
secretores y de absorcién como son las vias areas, el pan-
creas exocrino, la via biliar, el aparato genital masculino,
el intestino y las glandulas sudoriparas. Su funcién prin-
cipal consiste en el transporte de cloruro a la porciéon
luminal de las membranas. Ademads, interviene en la re-
gulaciéon de otros canales de transporte iénico como el
canal de Na* epitelial (ENaC) y participa en la regulacién
del pH extracelular transportando bicarbonato [4].

2.3. Mutaciones en el CFTR

El gen cftr esta localizado en el cromosoma 7 (posicién
7q31) con una longitud de 250 kb y constituido por 27
exones. Se han detectado mas de 1900 mutaciones en el
gen que afectan el plegamiento, la localizacion o la activi-
dad del canal. En la actualidad, se clasifican las posibles
mutaciones del gen en seis tipos, en funcién del meca-
nismo por el que causan la enfermedad [5]:

» Clase I: mutaciones que generan un codén de parada
prematuro en el ARN mensajero originando una pro-
teina truncada no funcional. Ejemplo: Gly542X.

Clase II: mutaciones que dan lugar a una proteina
mal plegada y que se elimina en el reticulo endo-

>
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plasmico antes de llegar a la superficie de la célula.
En este grupo se encuentra la mutacién mas comin,
AF508, basada en la eliminacién de un residuo de fe-
nilalanina en la posicién 508 dentro del dominio.

» Clase III: mutaciones que afectan a la activacion del
canal. Las proteinas consiguen plegarse y llegar a la
superficie celular, pero no funcionan de manera ade-
cuada.

» Clase IV: mutaciones que provocan una disminucién
de la conductibilidad de iones a través del canal.

» Clase V: se codifican menos cantidad de proteina, lo
que resulta en un menor nimero de canales CFTR in-
sertos en membrana. Presentan funcién, pero a un ni-
vel menor de lo normal.

» Clase VI. mutaciones que afectan a la estabilidad de
la proteina, acortando su vida media y que pueden
provocar desregulacion de los canales vecinos al
CFTR.

3. CUADRO CLiNICO

3.1. Fenotipo pulmonar

El moco es una sustancia viscosa que hidrata y protege el
revestimiento de las vias aéreas pero en la FQ, el moco es
anormalmente grueso y pegajoso. Este moco puede blo-
quear las vias aéreas, derivando a problemas severos de
respiraciéon e infecciones bacterianas en los pulmones por
Pseudomonas aeruginosa.

Puesto que las condiciones de hidratacién de este moco
dependen de las concentraciones de Cl, Na*, HCOs y
agua, la actividad del canal CFTR resulta fundamental.
En condiciones no patolégicas, el canal CFTR permite
transportar cloruro y bicarbonato desde el interior celular
hacia el moco, provocando que también salga Na*y agua,
dando lugar a la hidratacién del mismo. El bicarbonato
favorece que el lumen tenga un pH bdsico, que facilita la
activacion de la proteina SPLUNC1. Esta proteina blo-
quea el canal de reentrada de sodio ENaC, de forma que
no se favorece ni la entrada de sodio ni la entrada de agua
hacia el interior celular, por lo que el moco sigue teniendo
una viscosidad adecuada [6].

La FQ se caracteriza por la alteraciéon del canal CFTR
por lo que, en condiciones patoldgicas, no se ve favoreci-
da la salida de cloruro ni bicarbonato. Tampoco se produ-
ce la salida de sodio ni la de agua, por lo que el moco se
vuelve ain mas viscoso. Al no salir bicarbonato, el pH se
acidifica y la proteina PLUNC no se activa (fig.2). Como
consecuencia, se produce la reentrada de Na* y agua des-
de el moco hacia las células, acentuando ain mas la des-
hidratacién del moco.

3.2.Fenotipo pancreatico

La FQ en el pancreas exocrino se caracteriza por la obs-
trucciéon de los conductos pancreaticos debido a que el
moco es mas espeso. Ademas, el fallo en la secrecion de
bicarbonato generard un problema en la neutralizacién
del quimo acido procedente del estémago, impidiendo la
correcta activaciéon de las enzimas pancreaticas [7]. Estos
dos hechos (obstruccién y no neutralizacion) impiden la
llegada de las enzimas pancredticas necesarias para la

digestion (lipasa, amilasa, tripsina) asi como su activaciéon
en el duodeno, generando un sindrome de malabsorcion
y malnutricion.

Dado a que se genera una obstruccién de los conductos
pancreaticos se puede derivar una pancreatitis crénica
que afecte al pancreas endocrino. Asi pues, se desencade-
na una bajada de la secrecién de insulina que puede cau-
sar una forma de diabetes conocida como diabetes melli-
tus relacionada con fibrosis quistica (CFRDM): en alrede-
dor del 35% de los casos de FQ que llegan a la edad ado-
lescente y adulta se produce esta complicacion [8].
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Fig. 2. Funcionamiento del canal CFTR en condiciones de FQ.
Figura adaptada [9].

3.3. Fenotipo intestinal

A nivel intestinal, se encuentran las glandulas de Brun-
ner, que participan en la neutralizacion del quimo acido
mediante la secrecidn de bicarbonato mediada por el
canal CFTR. Sin esta neutralizacién, las enzimas digesti-
vas no funcionan efectivamente y, ademas, la ausencia de
un fluido que hidrate la luz intestinal puede afectar al
entorno luminal. Por otro lado, la acumulaciéon de moco
anormal causa la produccién de un meconio anormal-
mente denso que puede derivar, en neonatos, en un sin-
drome conocido como ileo meconial 0 en un prolapso
rectal [10].

3.4. Fenotipo genital

Los vasos deferentes son muy sensibles a los fallos del
canal CFIR, de ahi que el 95% de los varones con FQ sean
infértiles [11]: en la FQ se produce un bloqueo de los
vasos deferentes por la formacién de un moco mas espeso
y acido, dando lugar a la azoospermia (ausencia de es-
permatozoides en semen). En las mujeres, la infertilidad
se produce por espesamiento del moco cervical, lo que
conlleva problemas en la fecundacién. Sin embargo, la
repercusion es menor en este caso y, por tanto, el porcen-
taje de mujeres fértiles con FQ es mayor [12].

3.5. Fenotipo en glandulas sudoriparas

En condiciones no patolégicas, el canal CFTR favorece la
reentrada de cloruro a las células epiteliales de la glandu-
la y, por consiguiente, la reabsorcién de sodio para equili-
brar las cargas eléctricas. Sin embargo, cuando la funcién
del CFTR es defectuosa o no estd presente como en la
fibrosis quistica, el cloruro del lumen no se reabsorbe,
dificultando la reabsorcién de sodio. Como consecuencia,
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el sudor de los pacientes con FQ presenta una mayor
concentracién de sales, siendo esta la base del test del
sudor usado para el diagnéstico de FQ [13].

4. TRATAMIENTOS
4.1. Lumacaftor/ivacaftor

Comercializado en Espafla como Orkambi, es un medica-
mento utilizado en pacientes que presentan la mutacion
genética F508del. Este medicamento se utiliza unicamente
en pacientes que presentan la mutacién en ambos alelos.
Contiene los principios activos de Lumacaftor e Ivacaftor:
el lumacaftor aumenta el nimero de proteinas CFTR en la
superficie celular mientras que el ivacaftor aumenta la
actividad de las proteinas CFTR defectuosas. Esto hace
que la mucosidad y los jugos digestivos sean menos espe-
sos. Los estudios realizados en pacientes de distintos
rangos de edad muestran la eficacia de Orkambi en el
tratamiento de la patologia, ya que hubo una gran mejora
en el funcionamiento de la proteina CFTR y en la calidad
de vida de los pacientes.

Orkambi tiene efectos adversos, entre los que se desta-
can los hepaticos (principalmente aumento de transami-
nasas), intestinales y respiratorios, considerados en gene-
ral leves o moderados. La Agencia Europea del Medica-
mento, por tanto, autorizd su uso para los pacientes con

FQ [14].

4.2. lvacaftor

Comercializado en Espafia como Kalydeco, se usa en mo-
noterapia para tratar la fibrosis quistica en pacientes a
partir de dos o mas afios de edad que presentan una de
las nueve mutaciones en el gen que codifica la CFTR. Las
mutaciones son: G551D, G1244E, G1349D, G178R, G551S,
S1251N, S1255P, S549N y S549R, también conocidas como
mutaciones de apertura del canal. También se utiliza
como tratamiento para pacientes con fibrosis quistica
mayores de 18 afios que presentan la mutacion R117H en
el gen CFTR.

El principio activo del ivacaftor aumenta la actividad
de la proteina CFTR defectuosa, esto hace que el moco y
los jugos digestivos sean menos espesos, ayudando a ali-
viar los sintomas de la enfermedad.

Se realizaron estudios sobre los beneficios de este me-
dicamento en pacientes que presentaban todas las muta-
ciones anteriormente descritas y se demostro que se pro-
ducia una mejora en la funciéon pulmonar de los pacientes
comprendidos en varios rangos de edad.

También se vio que Kalydeco combinado con tezacaf-
tor es eficaz en pacientes que presentan la mutacion
F508del de ambos progenitores o la mutacion F508del de
uno de los padres y las mutaciones P67L, R117C, L206W,
R352Q, A455E, D579G, 711+3A—G, S945L, S977F,
R1070W, D1152H, 2789+5G—A, 3272 26A—G o
3849+10kbC—T.

Se ha demostrado que el uso de este medicamento, tan-
to solo o junto con tezacaftor mejora la funcién pulmonar
en pacientes que presentan mutaciones especificas, mos-
trando también un perfil de seguridad aceptable. La
Agencia Europea del Medicamento ha autorizado tanto

ivacaftor como la combinacion ivacaftor/tezacaftor; no
obstante, también indicé que los datos sobre los efectos a
largo plazo del medicamento son limitados.

4.3. Lumacaftor

El lumacaftor, también conocido como VX-809 es un co-
rrector de CFTR, que mejora el procesamiento y la madu-
racion del CFTR en la célula. Se ha demostrado que, in
vitro, el lumacaftor corrige el plegado y procesamiento de
CFTR en las células mutacionales F508del; también se ha
visto que aumenta las secreciones de cloruro en las célu-
las epiteliales bronquiales humanas. Las pruebas llevadas
a cabo en pacientes demostraron que es efectivo, pero su
accion frente a la enfermedad es mucho mayor si se com-
bina con ivacaftor [15].

4.4, Ataluren

El ataluren es un fAirmaco empleado en enfermedades cau-
sadas por la aparicién de codones de parada prematuros
entre las que se incluye la distrofia muscular de Duchenne
[16]. Sin embargo, su uso en la FQ resulta controvertido
debido a un ensayo en el que su empleo como tratamiento
no demostro6 eficacia en aumentar la capacidad respiratoria
de los pacientes [17]. Recientemente, se realizd otro ensayo
con el objetivo de clarificar si el uso del ataluren presentaba
beneficios en los pacientes de FQ, demostrando que no
habfa resultados beneficiosos tras su administracién [18].

4.5.0Otros tratamientos

Existen otros tratamientos bajo investigacion cientifica que
persiguen el objetivo de mejorar la hidrataciéon del moco en
los pacientes sin actuar sobre el canal CFTR. Un ejemplo de
ello es el uso de bloqueantes del canal ENaC, que como ya ha
sido mencionado, en personas con FQ se encuentra sobreac-
tivado, retirando iones de Na* del moco y, como consecuen-
cia, provocando la salida de agua de su composicién; otro
ejemplo lo constituyen los activadores de otros canales de
cloro alternativos, es decir, canales de cloro presentes en la
membrana de las células de epitelios secretores que no son
codificados por el gen cftr [19].

En lo que respecta a la terapia génica (el uso de un ADNc
sin mutaciones que permita ser usado para la transcripcion
de canales CFTR funcionales) no se ha conseguido una bue-
na eficacia ya que los sistemas de vectorizacién utilizados
para transportar la molécula de ADN, como virus y liposo-
mas, no ofrecen buenos resultados [20]. La ediciéon génica
(la reparacion de la mutacién en el propio ADN celular) atin
permanece en sus inicios como propuesta terapéutica y, en
el caso de la FQ, aunque ofreceria una solucién que perdu-
raria en el tiempo, no se han realizado suficientes estudios
para asegurar su éxito en modelos animales ni en personas
[21].

5. CONCLUSIONES

La fibrosis quistica afecta a la proteina CFTR, hay nume-
rosas mutaciones que afectan a la proteina en cuestion y
se han clasificado en seis tipos, en funcién del mecanismo
por el que causan la enfermedad. Todas estas mutaciones
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afectan a distintos aparatos y sistemas, aunque pueden
expresarse con fenotipos mas o menos graves.

A lo largo de los afios se han desarrollado varios tra-
tamientos, desde medicamentos para mejorar la funcién
de la CFTR, hasta terapia génica. A pesar de que estas
técnicas mas sofisticadas en principio deberian dar mejo-
res resultados, los tratamientos mds efectivos para esta
enfermedad actualmente son aquellos que centran en
aumentar la actividad de CFIR para paliar su mal fun-
cionamiento (ivacaftor) o la combinaciéon de estos con
otros que mejoran el procesamiento y la maduracién del
CFTR en la célula (lumacaftor/ivacaftor).
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Ibuprofeno vs indometacina en el tratamiento
del ductus arterioso persistente

Rocio Bayo Felicio

Resumen—EI ductus arterioso es una estructura vascular que se encarga de conectar la aorta descendente proximal con la
arteria pulmonar principal. El conducto arterioso persistente es una estructura vascular fetal responsible de una de las
cardiopatias congénitas mas comunes en recién nacidos. Como norma general, se trata con inhibidores no selectivos de la
enzima ciclooxigenasa, como la indometacina. En este articulo, trataremos de determinar la efectividad y seguridad del
ibuprofeno comparado con la indometacina. El ibuprofeno ha conseguido mostrar una mayor seguridad y una menor aparicion

de problemas renales.

Palabras Claves— Ductus arterioso persistente, Cardiopatia congénita,

ciclooxigenasa.

Ibuprofeno, Indometacina, Inhibidores de

1. INTRODUCCION

| ductus arterioso es una estructura vascular que se

encuentra durante el periodo fetal conectando la aorta

proximal con la arteria pulmonar principal. Cuando el
ductus arterioso no se cierra después del nacimiento se
produce una situacién conocida como el ductus arterioso
persistente, una de las cardiopatias congénitas mas co-
munes en recién nacidos, que se observa en la figura 1.
Este cierre es esencial para la vida del neonato y se suele
producir espontaneamente en los recién nacidos a tér-
mino, antes de las 72 horas posteriores al nacimiento. No
obstante, en los prematuros este cierre se puede prolon-
gar hasta pasada la primera semana de vida, incluso mas
si ha necesitado ventilacion mecanica. Esta apertura pro-
voca que el corazon se vea obligado a trabajar mas de lo
necesario, aumentando asi la presién arterial en los pul-
mones, provocando efectos nocivos en el sistema respira-
torio inmaduro de los neonatos prematuros. [1],[2],[3]

Normal circulation Abnormal circulation

P
|

O

Closed Patent
ductus ductus
arteriosus arteriosus

Heart
Fig. 1. Diferencia entre el ductus arterioso cerrado y abierto.[3]
Cuanto menor es el peso del bebé prematuro, mayor

es la probabilidad de sufrir esta enfermedad, porque se
requiere mas tiempo para el cierre del conducto arterioso.

Rocio Bayo Felicio. Universidad Pablo de Olavide. rbayfel@alu.upo.es.

Puede afectar hasta a un 80% de los recién nacidos con
muy bajo peso al nacer y al 70% de los que nacen antes
de concluir las 28 semanas de gestacion. El ductus arte-
rioso persistente provoca complicaciones como insufi-
ciencia cardiaca, disfuncién renal y enfermedades pul-
monares crénicas. Por todo esto, el cierre de el ductus
arterioso es esencial para la vida extrauterina.

Hay dos factores muy importantes que contribuyen al
cierre, el primer factor es el aumento de la presién parcial
de oxigeno en sangre arterial y el segundo factor es el
cierre del flujo placentario. Para tratar este problema se
pueden utilizar el cierre farmacoldgico o cierre quirtrgico,
pero este Ultimo solo se utiliza en casos en los cuales el
cierre farmacoldgico se encuentra contraindicado.
(11,141,151

En vista a lo expuesto con anterioridad, en el trata-
miento del ductus arterial persistente es de vital im-
portancia encontrar un tratamiento farmacoldgico que no
provoque dafios al paciente, o en su defecto que
provoque el menor dafio posible. Por ello, para evitar el
cierre quirargico se recurria al tratamiento con indome-
tacina. Sin embargo, en este articulo vamos a descubrir
los beneficios del tratamiento de esta enfermedad con el
ibuprofeno, que reduce los dafos posteriores al trata-
miento.

2. EPIDEMIOLOGIA

AUn no se comprenden los factores que provocan el
ductus arterioso persistente, pero queda claro que esta
incidencia aumenta con la prematuridad. En los nacidos a
término ocurre esporadicamente y en algunos casos in-
fluidos por factores genéticos, o por infecciones prena-
tales. Es por ello que la incidencia, si no hablamos de
prematuridad, es de solo 1 de cada 2000 nacidos, lo cual
supone entre el 5% y el 10% de las cardiopatias congéni-
tas. [2],[6]

Sin embargo, la incidencia en recién nacidos prema-
turos es considerablemente mayor, entre el 20% y el 60%,
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esto se debe a la inmadurez para realizar ciertos me-
canismos. El retraso en el cierre de los recién nacidos
prematuros estd inversamente relacionado con la edad
gestacional y el peso al nacer. Esta patologia en neonatos
gue pesan menos de 1200g, puede afectar hasta al 80%,
mientras que, si pesan menos de 2000 g el porcentaje
disminuye hasta el 40%. En la siguiente tabla [figura 2], se
muestra la incidencia en varios rangos de peso, observan-
do la relacién inversa, mencionada anteriormente. A lo
largo de los afios, podemos ver que varian muy poco los
porcentajes. [2],[4]

Epoch
1987-1988 1993-1994 1999-2000
501-750¢ R 55 50
751-1,000g H 46 37

1,001-1,500¢ 17 17 17
Adapted from references 9and 10

Birth weight

Fig. 2 Incidencia del conducto arterioso persistente por peso al na-
cer, para neonatos nacidos en la Res de Investigacion Neonatal del
NICHD por épocas (%) [2]

3. TRATAMIENTO DEL DucTUS

En la actualidad, hay multiples métodos para tratar y pre-
venir el ductus arterioso persistente. Los tres métodos
principales son: restriccion de liquidos, tratamiento farma-
colégico y tratamiento quirdrgico. Sin embargo, existe
mucha variedad en cuanto a como y cuando tratar la en-
fermedad. [2],[4]

3.1. Tratamiento Farmacoldgico

El tratamiento farmacoldgico se centra actualmente en
inhibidores no selectivos de la enzima ciclooxigenasa. La
ciclooxigenasa esta implicada en la conversiéon del acido
araquidénico en prostaglandinas, tromboxano y pros-
taciclina. Mas concretamente, la indometacina y el ibu-
profeno son los mas usados, puesto que promueven el
cierre hasta en un 70-93%. La funcién de estos farmacos
es disminuir las concentraciones de la prostaglandina, que
tiende a mantener abierto el ductus arterioso. [1],[2],[7]

3.1.1 Ibuprofeno

El ibuprofeno es uno de los inhibidores no selectivos de la
enzima ciclooxigenasa, utilizado en el tratamiento del
conducto arterioso persistente. Cuando hay que tratar a
neonatos prematuros con esta afeccidn, una de las op-
ciones mas seguras y efectiva es el ibuprofeno oral, sin
embargo, no es la via mas usada porque el tracto gas-
trointestinal mal perfundido de los prematuros no fa-
vorece la absorciéon de los medicamentos administrados
por via oral. Sin embargo, y a pesar de existir pocos estu-
dios al respecto, en aquellos que se han podido realizar se
concluye que una alta dosis de ibuprofeno oral obtiene
mayor probabilidad de cierre que una dosis estandar de
ibuprofeno intravenoso. [8],[9]

Este antiinflamatorio no esteroideo ha resultado ser tan
eficaz como la indometacina para el cierre del conducto
arterial persistente. El ibuprofeno aporta ventajas como la

disminucion de efectos renales adversos o un menor ries-
go de enterocolitis necrotizante. También, el ibuprofeno
tiene un impacto menor en el flujo sanguineo cerebral y el
mesentérico, viendo asi reducido los efectos sobre el de-
sarrollo neuroldgico. [1],[2],[9]

Respecto a las dosis, la mas recomendada para el cierre
de la comunicacion es de 20 mg/kg/dia, siendo la dosis
maxima de 40 mg/kg/dia. Para administrar esta dosis se
realizan 3 tomas con intervalos de 24 horas. La adminis-
tracion intravenosa dura 15 minutos. [1],[8]

3.1.2 Indometacina

La indometacina es un inhibidor no selectivo de la enzima
ciclooxigenasa, es un medicamento que se usa para tratar
el dolor muscular y éseo en adultos. Esto aplicado en
neonatos prematuros produce el cierre del ductus arterio-
so persistente. Sin embargo, no mejora la discapacidad a
largo plazo ni los problemas neuroldgicos. [1], [10]

Como resultado de algunos estudios se ha descubierto
que el tratamiento temprano, antes de las 72 horas, dis-
minuye la probabilidad de desarrollar enfermedades pul-
monares cronicas, enterocolitis necrotizante y la nece-
sidad de intervencion quirdrgica. La indometacina presen-
ta una desventaja, eleva los valores séricos de creatinina
provocando mas dafio renal que el ibuprofeno. Algunos
estudios han demostrado que puede ser menos eficaz en
el cierre en recién nacidos con pocas semanas de
gestacion. Para lograr la reduccién en la tasa de fracaso
del cierre ductal, se ha estudiado la administracién de un
ciclo prolongado, de 6 a 8 dosis en lugar de 2 a 3 dosis
que es lo habitual. La dosis normal mas habitual es de 0,2
mg/kg/cada 12-24 horas, esta cantidad la tomara durante
tres dias seguidos. Se administra via intravenosa durante
20-30 minutos. [4],[11],[12]

3.2 Tratamiento Quirurgico

El tratamiento quirirgico de un conducto arterioso persis-
tente implica normalmente ligadura o combinacion de
ligadura y divisién del ductus arterioso. Para ello se utili-
zan clips quirdrgicos o suturas no absorbibles. Se suele
realizar una cirugia toracoscopica asistida por video, pero
a veces es necesario la ligadura abierta. El tratamiento
quirtrgico solo se realiza en casos de fracaso con el
tratamiento farmacoldgico o porque no pueden ser trata-
dos farmacoldgicamente. Esto se debe a que el trata-
miento quirdrgico supone un mayor riesgo de displasia
broncopulmonar, deterioro neurosensorial y retinopatia
del prematuro grave. Ademas, hay complicaciones duran-
te la operacion como hemorragia, neumotoérax e infec-
ciones. [2],[6],[13]

4. COMPARATIVA IBUPROFENO-INDOMETACINA

Como se ha podido comprobar, en el tratamiento farma-
colégico siempre se ha usado la indometacina, pero en
los Ultimos estudios se ha demostrado que el ibuprofeno
tiene la misma eficacia. Sin embargo, se ha descubierto
que el ibuprofeno tiene una menor incidencia de efectos
secundarios. En la figura 2, se puede comprobar las
diferencias principales entre los dos tratamientos. [14]
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Mortalidad
neonatal

Mortalidad
deRRN

Hemorragia  Enterocolitis

Seguridad intravenricular  necrotizante Sepsis Oliguria

Ibuprofeno 9% 2% 9% 0%

(n=11)

66,7% 0% 0%

Indometacina 2.2% 0%

(n=18)

27,8% 22,2% 63,6% 0% 0%

Fig. 3 Variables de seguridad del ibuprofena y la indometacina [14]

Ademas, como estan tratando a recién nacidos pre-
maturos, las dosis también tienen mucha importancia [Fi-
gura 4]. Se intenta reducir el tiempo de tratamiento y el
numero de dosis para evitar que los dafios se agraven en
el tiempo. En muchos casos, incluso las horas son impor-
tantes, por la inmadurez que presenta el organismo del
paciente. Cuanto antes se trate mejor sera su posterior
recuperacion.

Indometacina (mg/kg/dosis) Ibuprofeno (mg/kg/dosis)
Edad Inicio <48 2-7 >7
tratamiento horas dias dias 12 dosis 10
12 dosis 0,20 0,20 0,20 22 dosis 5
22 dosis 0,10 0,20 0,25 32 dosis 5
32 dosis 0,10 0,20 0,25

Se administra

Se administra cada 12 horas via EV cada 24 horas via EV.

Fig. 4 Comparativa entre las dosis de ibuprofeno y de indometa-
cina en el tratamiento del ductus arterioso persistente. [15]

5. CONCLUSIONES

El conducto arterioso persistente es una enfermedad que
afecta a muchos neonatos prematuros o de bajo peso,
pudiendo ocasionarles grandes problemas, llegando a
producir la muerte. Una opcién seria la cirugia, aunque
guedaria relegada, como ya se ha comentado, a un se-
gundo plano cuando las opciones farmacolégicas no es-
tuviesen indicadas.

Por su seguridad, en los Ultimos afios se ha centrado la
investigacion en el tratamiento farmacoldgico. Principal-
mente, se ha usado la indometacina para el tratamiento
de esta patologia, sin embargo, en recientes estudios se
ha comprobado la eficacia del ibuprofeno en el trata-
miento del ductus arterioso persistente. En numerosos
estudios se ha probado la eficacia del ibuprofeno e inclu-
so se ha comparado con la eficacia de la indometacina.
Como hemos podido comprobar en este articulo, aparen-
temente la eficacia de ambos es similar. No obstante, han
podido comprobar que el ibuprofeno reduce los efectos
secundarios del tratamiento, sobretodo reduce los pro-
blemas renales. Por todo esto, el ibuprofeno se esta pos-
tulando como el tratamiento a seguir para tratar dicha
enfermedad por encima de la indometacina y de la ciru-
gia. Aunque estan investigando para realizar el tratamien-

to de forma oral, a dia de hoy, el tratamiento mas apro-
piado seria el ibuprofeno administrado de manera intra-
venosa.
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Desalinizacion de agua de mar

Celeste Maria Quirés Quiros

Resumen—EI| aumento de la poblacion y la mejora de su nivel de vida ha provocado una demanda de agua creciente y
generalizada en toda la humanidad. Esto, unido a la expansién de las actividades agricolas e industriales, ha generado una
sobreexplotacion de los recursos disponibles de agua dulce y ha forzado la busqueda de nuevas soluciones para cubrir esta
necesidad. Durante los Gltimos afnos se han construido numerosas plantas de desalinizacion de agua de mar para aumentar los
recursos hidricos disponibles, y se prevé que la construccion de nuevas plantas de desalinizacion aumente en un futuro proximo.
En esta revision se analizaron las ventajas e inconvenientes de varios procesos para la desalinizacion, con énfasis en los que
representan menor consumo energético, bajos costos y menor impacto ambiental, ademas, del posible papel de los materiales
avanzados y las tecnologias innnovadoras como solucién tecnoldgica a la escasez mundial de agua.

Palabras Claves— Estrés hidrico, Desalinizacion, Osmosis inversa, Permeado, Salmuera.
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1. INTRODUCCION

a escasez de agua es uno de los desafios mundiales

mads graves de nuestro tiempo. En la actualidad, mds

de un tercio de la poblacién mundial vive en paises con
estrés hidrico y para 2025 se prevé que esta cifra aumente
a casi dos tercios [1]. El reto de proporcionar agua potable
abundante y segura se complica atin mds por el creci-
miento de la poblacién, la industrializacién, la contamina-
cién de los recursos de agua dulce disponibles y el cambio
climatico [2].

Los tinicos métodos para aumentar el suministro de
agua mds alld de lo que se puede obtener del ciclo hidrolé-
gico son la desalinizacién y la reutilizacién del agua [2]. De
éstos, las innovaciones tecnoldgicas permiten que la desa-
linizacion de agua sea una de las opciones mas competiti-
vas y eficaces para cubrir la cada vez mayor demanda de
agua dulce que se genera a nivel mundial, sin perjudicar
los ecosistemas naturales de agua dulce [3].

La desalinizacion de agua de mar se basa en la separa-
cion del flujo de una solucion acuosa con un determinado
contenido de sales en dos flujos distintos; La primera co-
rriente de salida corresponde al permeado, y posee una
concentracion de sales mucho menor a la concentracion de
entrada, mientras que la segunda corriente es conocida
como salmuera y la concentracion de sales es mayor a la
del flujo de entrada [4] (Figura 1).

Existen diversas tecnologias disponibles actualmente
para desalinizar el agua de mar y, aunque, tienen caracte-
risticas distintas de acuerdo con el tipo de energifa, disefio
y produccién que requiere cada una, todas tienen el mismo
objetivo, reducir la concentracién de sales disueltas del
agua del mar. Los procesos de desalinizacién analizados
en este articulo fueron: evaporacién Multi-Etapas-Flash
(MSF), 6smosis inversa, electrodidlisis y destilacién Multi-
Efecto (MED).

Celeste M Quirds Quirds. Centro de estudios de postgrado, Universidad Pa-
blo de Olavide. cmquiqui@alu.upo.es.
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Figura 1: Proceso de desalinizacion de agua de mar.

2.TECNICAS DE DESALINIZACION
2.1. Sistemas térmicos por destilacion

Los procesos de destilaciéon necesitan calor para provo-
car el cambio de estado de liquido a vapor, que practica-
mente es independiente de la salinidad que tenga el agua
y es el proceso en el cual el agua de mar se calienta hasta
evaporarla, posteriormente el vapor se condensa for-
mando agua dulce y el agua sobrante se desecha como sal-
muera concentrada [5].

» Destilacion Flash Multietapa (MSF)

Tiene su fundamento en el principio de la destilacién
flash. El agua marina es precalentada en un tanque hasta
una temperatura un poco menor a la temperatura de satu-
racién, y posteriormente se lleva a un recipiente en donde
se disminuye la presién, generando un decrecimiento en el
punto de ebullcion del agua para lograr que el agua se eva-
pore, y que posteriormente se condense, obteniendo asf
agua pura. El calor liberado en el proceso de condensacién
es aprovechado, y se utiliza para el calentamiento de la sal-
muera en otra etapa. El producto destilado se colecta en
cascada, en cada uno de los tanques colocados en paralelo
con la salmuera y se bombea a un tanque de alamacena-
miento. La tasa de produccién de este proceso depende de
la temperatura del agua salada y del numero de etapas que
se lleven a cabo [5].



» Destilacion Multiefecto (MED)

La tecnologia de destilacién multiefecto consiste en una
serie de evaporadores que funcionan bajo el principio de
evaporacién y condensacién, reduciendo la presién am-
biental en cada uno de los efectos. Los efectos o evapora-
dores se ponen en serie, y a medida que el agua avanza por
cada uno de ellos, la corriente de alimentacién alcanza su
punto de ebullicién sin necesidad de suministrar calor adi-
cional después del primer evaporador [5].

El vapor se condensa en un lado de un tubo lo que oca-
siona la evaporacién de agua salada en el otro lado. El agua
salina al evaporarse es distribuida sobre la superficie exte-
rior de tubos calentados. Dentro de cada efecto MED, se
rocia agua marina fresca sobre un grupo de tubos de inter-
cambio térmico mientras el vapor que fluye a través de los
tubos se condensa volviéndose agua pura. Fuera de los tu-
bos, la delgada pelicula de agua marina hierve a medida
que absorbe el calor del vapor. El vapor resultante pasa a
través de eliminadores de rocio para atrapar gotas de sal-
muera remanentes [5].

La presion se reduce secuencialmente en cada efecto a
medida que la temperatura se reduce y se proporciona mas
calor en cada etapa para mejorar el desempefio del proceso.

Las principales caracteristicas del proceso de destilacién
multiefecto (MED) son la alta eficiencia térmica y la ele-
vada pureza del agua obtenida.

2.2 Sistemas de Membranas

La desalinizacién de agua de mar por medio de mem-
branas es un proceso que separa el agua salina en dos ver-
tientes, una corriente de agua potable con baja concentra-
cién de sales disueltas y, una corriente de salmuera con 6s-
mosis inversa y electrodidlisis [5].

» Osmosis inversa

En este método la solucién con mayor concentracién se
desplaza hacia la solucién menos concentrada por accién
de un diferencial de energia potencial y usando como me-
dio de transporte una membrana semipermeable, la cual
requiere la aplicacién de una fuerza externa para alcanzar
un resultado aceptable en la separacién.

Cuanto mayor sea la salinidad del agua, mayor serd su pre-
sién osmoética que superar [6].

El proceso debe de ir precedido por una serie de pretra-
tamientos y el agua resultante debe ser sometica a un post
tratamiento para garantizar una buena calidad en el pro-
ducto, tanto en su distribucién como en su almacena-
miento [6].

» Electrodialisis

La tecnologia de electrodidlisis (ED) es un proceso de
separacién no convencional y de caracter electroquimico,

que separa las sales del agua por medio de la migracién de
los iones, a través de membranas de intercambio iénico,
por medio de un campo eléctrico de corriente continua.

En este proceso, las sales disueltas ionizadas atraviesan
las membranas y de esta forma, se eliminan las particulas
cargadas electricamente, aunque no se produce una elimi-
nacion total de sales, sino que la reduccién de salinidad es
del 40% [6].

3. Ventajas y Desventajas de las principales
tecnologias de desalinizacion

Se realiza una comparacion de las técnicas de desalini-
zacién de agua de mar citadas anteriormente, teniendo
como referencia las ventajas y desventajas de cada proceso
(Tabla 1).

TABLA 1.
VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS TECNICAS ESTU-

DIADAS PARA EL PROCESO DE DESALINIZACION DE
AGUA DE MAR (Modificada de [4]).

Procesos

Osmosis inversa

Ventajas Desventajas

Se opera a tempera- | Ensuciamiento de las

tura ambiente, redu- | membranas.
ciendo los problemas
de corrosion. Los  pretratamientos

son muy importantes

La tasa de recupe- | para una adecuada

racion es muy baja | operacién.
cuando las salinidades

son muy altas.

El impacto ambiental
de este proceso es
practicamente mi-

nimo.

Puede operarse a cual-
quier capacidad de
produccion, ya que de-
pende del nidmero de

membranas utilizadas.

Electrodialisis Las membranas tienen | Mas costosa que la 6s-

una duracién de hasta | mosis inversa.
15 afios.

Solo se puede utilizar

Al acoplarse con 6s- | en aguas salobres
mosis inversa pueden | (<10.000 ppm).
generarse tasas de re-

cuperacion de hasta el | Los pretratamientos

98%.

Puede utilizar diferen-

tes fuentes de energia

son muy importantes.

Consume mucha ener-

gia.
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eléctrica  (renovables

como solar o edlica).

operar.

Puede procesar agua
con una salinidad de
hasta 70.000 mg /L.

MED Costos de pretrata- | Se necesitan quimicos
miento bajos. para evitar la forma-
cién de incrustaciones
El rango de salinidad | Alta complejidad ope-
al que se puede operar | racional.
es muy amplio.
MSF Fécil de construir y | Requiere un alto con-

sumo energético.

No puede operar a me-
nos del 60% de su ca-

pacidad total.

No se puede acoplar
con energias renova-
bles.

De las técnicas analizadas, observamos que el proceso
de desalinizacién de agua de mar por osmosis inversa
retine mejores pardametros tecnoldgicos, de eficiencia e im-
pacto ambiental, debido a que el proceso no requiere de
cambios de estado, como los procesos de MED y MSF, que
utilizan mayor consumo energetico e incrementan la emi-
sion de CO2, provocando el efecto invernadero.

La electrodialisis, es mas utilizada para tratamiento de
aguas salobres y consume elevadas cantidades de energfa,
ya que se basa en intercambio ionico [5,6].

Aunque las cuatro tecnicas son empleadas en el proceso
de desalinizacién, se muestra el dominio de la 6smosis in-
versa en casi la totalidad del mercado, con el 65% y la MSF
con el 21% aproximadamente, les sigue las técnicas de
MED con un 7%, electrodidlisis con un 3%, y finalmente
otras técnicas que atin se encuentran en desarrollo con un

4% [4].

Osmosis inversa = MSF = MED = Electrodidlisis = Otras

Figura 2: Porcentajes de las ténicas mas empleadas en el proceso
de desalinizacion de agua de mar (Modificada de [4]).
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4. Nuevas técnologias e innovacion

Las técnicas basadas en membranas requieren un sumi-
nistro de energia externa para superar la gran resistencia
hidr4ulica causada por la filtracién de tamafio exclusivo;
esto requiere un alto consumo de energia de bombeo. Ade-
mads, los contaminantes de pequefia escala presentes en el
agua pueden causar su incrustacién en la membrana, lo
que reduce la eficiencia de la desalinizacién y aumenta la
energia de bombeo necesaria, por lo tanto, se recomienda
considerar el empleo de nuevos materiales para las mem-
branas que ayuden a la filtracion, utilizando menos pre-
sion, para un menor consumo energetico [7].

Se han incorporado materiales con caracteristicas qui-
micas novedosas en las matrices de las membranas para
resolver este problema. Sin embargo, aunque los proble-
mas de ensuciamiento de las membranas y de consumo de
energia se han resuelto parcialmente, el costo de fabrica-
cién sigue siendo alto y el proceso de produccién se vuelve
muy complicado [8].

Algunas de las alternativas que se estan estudiando para
mejorar las membranas son el empleo de un nuevo adsor-
bente de un comlejo de Cu-MOF basado en 4cido alginico
para eliminar eficazmente los iones de sal del agua de mar.
Los iones metdlicos, incluyendo Zn, Cu y Fe, se pre-confi-
naron en la matriz de dcido alginico para formar hidroge-
les. Las perlas de alginato de base Cu incorporadas a los
MOF presentaron un gran rendimiento de adsorcién de io-
nes de sal. Ademds, cuando la eliminacién por adsorcién
de los iones de sal se llev6 a cabo en varias etapas, se ob-
tuvo una extraordinaria tasa de eliminacién de iones del
94,3% sin un suministro de energfa externo [8].

En otros estudios, se observé que las membranas de
AIPO, 18 mostraron una gran robustez y reproducibilidad,
lo que sin duda hace que este material de membrana sea
prometedor en la desalinizacién de agua [7].

5. Conclusiones

Para futuros trabajos, es fundamental investigar alterna-
tivas en los procesos analizados, en lo que se refiere al con-
sumo energetico, costos de operacion, mejora de la eficien-
cia energética y reduccién del impacto ambiental.

La osmosis inversa es el proceso con mayor aceptacién
industrial y sigue expandiendose vertiginosamente gracias
a las investigaciones y el constante desarrollo de las mem-
branas, mejorando su eficiencia y propiedades, y redu-
ciendo sus costos, asi como el consumo energetico del pro-
ceso.

Los procesos para desalinizar agua, evidentemente es-
taran cobrando peso conforme pase el tiempo, debido al
mal uso de los recursos naturales y el inminente creci-
miento poblacional.
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Técnicas para el estudio del biodeterioro en
cuevas

Eva M2 Pereda Rosales

Resumen—La conservacién del patrimonio subterrdneo depende de multiples factores, entre los cuales se encuentra el
biodeterioro, un fenémeno en estrecha relacién con la afluencia de publico derivada del turismo. La poca efectividad de
algunos tratamientos curativos ha propiciado el desarrollo de distintas lineas de estudio para la identificacion de los organismos
implicados, asi como los mecanismos de degradacién derivados de su interaccion con el medio. El resultado de estos estudios
es fundamental para el desarrollo de planes estratégicos de conservacion, fundamentados en métodos preventivos, con el fin

de preservar este delicado entorno.

Palabras Claves— Biodeterioro, Conservacion Preventiva, Cuevas, Estudios Cientificos, Sostenibilidad.

1. INTRODUCCION

as cuevas son parte del patrimonio natural y cultural
Ly forman sistemas ecolégicos con hébitats muy defi-

nidos y estables, aunque delicados. Espafia cuenta
con una amplia variedad de formaciones karsticas, con
ricos afloramientos geolégicos y manifestaciones artisticas
que hacen de ellas un foco de atraccion turistica [1].

Sin embargo, el turismo ejerce una fuerte presion en la
atmosfera subterrdnea y su presencia estd relacionada con
los desequilibrios producidos entre las poblaciones mi-
crobianas [2] [3]. En algunos casos, los graves efectos del
biodeterioro, en estrecha relacion con otros fenémenos de
alteracion propios del medio hipogeo, han obligado a
adoptar medidas preventivas, ante la falta de efectividad
de los tratamientos curativos. La cueva de Nerja, Tito
Bustillo o El Castafiar de Ibor [1] [4] [5], son algunos
ejemplos documentados de esta circunstancia, asi como
los ya conocidos de Altamira o Lascaux.

En las ultimas décadas, se estan realizando grandes es-
fuerzos para conocer los mecanismos de microbiodegra-
dacién en cueva, a través de técnicas analiticas, Opticas,
de ensayo o estadisticas. Todo ello, con el fin de identifi-
car y cuantificar las poblaciones microbiéticas y establecer
su relacion con los procesos de transformacion de los ma-
teriales endokérsticos.

2. Los SISsTEMAS KARSTICOS Y SuU
CONSERVACION

2.1. Dinamica interna de una cueva

Una cueva kérstica es el resultado de la accién disolu-
tiva del agua sobre un determinado tipo de rocas deno-
minadas karstificables, por lo general, carbonaticas [6].
Los sistemas karsticos presentan una dindmica interna
definida por un singular régimen energético, atmosfera
térmica casi constante, un elevado contenido de vapor de
agua y un determinado intercambio de aire con el exterior

Eva M. Pereda Rosales. Mister en Diagndstico del Estado de Conservacion
del Patrimonio, Universidad Pablo de Olavide. emperros1@alu.upo.es.

[1]. Estas caracteristicas, la orientaciéon de la cavidad, su
morfologia, la textura y porosidad de la superficie rocosa
y el desarrollo de una biocenosis especifica, establecerdn
el delicado equilibrio de la cueva y la estabilidad del eco-
sistema.

Las variables de una atmdsfera tan fragil pueden verse
afectadas por multiples factores que generaran alteracio-
nes de caracter fisico, quimico o biolégico [2] estrecha-
mente relacionadas entre si. Estos agentes de degradacion
son capaces de transformar el sustrato rocoso favorecien-
do la aparicién de depdsitos matéricos -moonmilk [4], eflo-
rescencias, espeleotemas-, la corrosién de la superficie o el
desprendimiento y exfoliaciéon del soporte rocoso.

2.2. Alteraciones de naturaleza fisico-quimica

Los cambios de temperatura (T%) y su repercusion en la
Humedad Relativa (HR) son la principal causa de los pro-
cesos de alteracion fisicos que pueden originar fenémenos
de dilatacién-contraccion de los materiales de la pared y
procesos de desecacion o condensacion. Estas variaciones
son capaces de provocar la apariciéon de vermiculaciones
y precipitaciones salinas o de producir erosion por lavado
y arrastre, exfoliaciéon del soporte rocoso e incluso, el des-
plome de placas [7].

En estrecha relacién, se encuentran las alteraciones de
naturaleza quimica, producto del desequilibrio estequi-
métrico de la atmdsfera hipogea a partir de las variacio-
nes en las concentraciones de agua y de diéxido de car-
bono (COy) [3]. La atmésfera tendera a equilibrarse me-
diante el aumento o disminucién del pH del agua y la
disolucién o precipitacién de calcita. Este proceso de aci-
dificacién puede favorecer la difusién de pigmentos, pero
también, la disolucién y meteorizacién quimica de la su-
perficie [2].

2.3. Biodeterioro

Los fenémenos de biodeterioro estan relacionados con
la alteraciéon de la biocenosis presente en la cavidad y
pueden ser consecuencia de cambios microcliméticos o
por la introduccién de especies del exterior. Ambas situa-
ciones desencadenan fenémenos de competencia entre las
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colonias presentes y las pioneras. Bacterias, cianobacte-
rias, hongos, liquenes, algas y briéfitos [1] colonizan el
soporte produciendo dafios por el crecimiento endolitico
de sus hifas o bien, por la segregaciéon de compuestos
quimicos -acidos organicos, alcalis o pigmentaciones- de-
rivados de sus funciones metabdlicas [2]. En este aparta-
do, hay que considerar igualmente los efectos de la pre-
sencia de mesofauna y microfauna [7].

3.4. El Factor Humano

La actividad humana es, sin duda, el factor de degra-
dacién exdégeno mas resefable. La transformacién del
paisaje, derivada de las labores agricolas, ganaderas, fo-
restales o mineras, el uso de pesticidas o la contaminacién
-introducida en la cueva por el agua de infiltracién o a
través del intercambio de aire con el exterior-, son algu-
nas de las consecuencias [2] [3].

Sin embargo, los efectos internos son los que producen
un impacto mds directo sobre la atmésfera subterrdnea y
en este espectro, aparte de los actos vandélicos o los acce-
sos incontrolados, cabe incluir el acondicionamiento para
el puablico [4]. La necesidad de accesibilidad para la re-
cepcion de visitantes implica la realizacién de cambios en
la morfologia interna: nivelacién de suelos, cerramientos
e instalacion de iluminacion artificial, entre otros [8].

Asimismo, cada visitante implica un aporte de calor,
vapor de agua y CO; [3], y es portador de organismos
externos al interior de la cavidad: esporas, bacterias y
materia organica que son transportados a través de la
ropa o de la piel [6] [9].

3. DivERSIDAD MicrRoBIANA EN EL MEDIO
SUBTERRANEO

3.1. Microorganismos

Los microorganismos forman el conjunto més extendi-
do y de mayor biomasa de nuestro planeta [6] dando lu-
gar a comunidades muy dindmicas con capacidades me-
tabolicas asombrosas, adaptables a los habitats mas ex-
tremos, como el subterrdneo. La ausencia casi total de luz,
humedad préxima a la saturacién y bajo contenido en
nutrientes, hacen que las comunidades naturales sean
poco diversas, con estructura simple y sensibles a los
cambios [1]. No obstante, su presencia es fundamental en
la mayoria de procesos biogeoquimicos y en la conserva-
cion de los ecosistemas [5].

3.2. Desequilibrio de las comunidades

Dos factores fundamentales favorecen la presencia de
nuevos organismos en entornos tan definidos: la entrada
de materia organica al interior de la cavidad y la disponi-
bilidad de energia generada por la luz artificial. Esta si-
tuacion permite la supervivencia de organismos fotosinté-
ticos y heterétrofos [6] que forman comunidades comple-
jas llamadas biofilms o biopeliculas [5] [10], dominadas
por cianobacterias y microalgas, junto a actinobacterias,
arqueas, hongos e incluso pequefios artrépodos. También
se han identificados bridfitos, helechos y liquenes en zo-
nas con luz o alrededor de los focos de iluminacién artifi-
cial formando patinas de coloracién verde [4].

El desarrollo de esta microbiota supone la colonizacién
de paredes y espeleotemas que pueden provocar decolo-
racién, pérdida de consistencia del soporte rocoso, ruptu-
ra y disolucién.

4. CUANTIFICACION Y ESTUDIO DE LA BIOMASA

Para la identificacién y cuantificacién de las poblacio-
nes microbidticas y, en concreto, las zonas afectadas por
su desarrollo se estdn realizando diversos ensayos que
combinan técnicas diferentes [10].

4.1. Analisis molecular

Este andlisis tiene como objetivo la caracterizacién ta-
xonémica mediante técnicas de biologia molecular, basa-
das en la extraccion de acidos nucléicos [5]. La identifica-
cién de la especie seleccionada se realiza mediante la se-
cuenciacién de ADN genémico y/o de genes del ARN
ribosémico [6]. Los genes se amplifican mediante PCR
empleando distintos tipos de cebadores segtin la especie y
a partir de los resultados obtenidos, se pueden construir
genotecas para llevar a cabo estudios filogenéticos.

4.2. Técnicas microscopicas

Son técnicas Opticas capaces de proporcionar gran can-
tidad de informacioén, entre las que destacan la microsco-
pia estereoscépica, la microscopia electrénica de barrido y
la de epifluorescencia. La primera, realiza un analisis so-
bre la estructura del organismo analizado y las conse-
cuencias del biodeterioro [5]; la segunda, facilita informa-
cién sobre la composicién elemental de la muestra [6]; y la
tercera, permite estudiar el grado de contaminacién de las
muestras, distinguir entre las activas y no activas o las
células vivas y las muertas [4].

4.3. Fotogrametria

La fotogrametria permite, de una manera sencilla, el
control de areas colonizadas por microorganismos [3],
creando mapas en los que se recogen la situacion, tamafio
y densidad de los biofilms. El estudio comparativo peri6-
dico de las capturas, permite procesar datos cuantitativos
con precisiéon de micras, para determinar la evolucién del
biodeterioro y el grado de afeccién del soporte.

4.4. Aerobiologia

Tiene como objetivo identificar los microorganismos
presentes en el aire [7]. Para ello se emplean muestreado-
res que captan un determinado volumen de aire mediante
dos sistemas diferentes en funcién de si el organismo es
cultivable o no [6], empleando, de manera complementa-
ria [5], técnicas de biologia molecular.

4.5. Perfilometria

La perfilometria es una técnica basada la interferome-
tria 6ptica, que emplea, a su vez, técnicas laser y perfilo-
metria confocal [11]. Mide el indice de rugosidad del sus-
trato litico en procesos de biodeterioro, a través de méto-
dos con o sin contacto, para determinar la relacién entre
la rugosidad y la tasa de desarrollo de la biomasa.
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4.6. Estudios microclimaticos

Consisten en el andlisis de la constantes T, HR, CO, y
radén (Rn) de la atmoésfera subterranea con el fin de esta-
blecer el régimen de intercambio de aire de las distintas
partes de la cueva [7]. Se realiza a través de un sistema de
monitorizacién multi-paramétrico plurianual [8] que ana-
liza el sistema atmosfera-suelo registrando valores me-
dios en diferentes zonas que son comparados con las va-
riables del exterior. Esto permite comprobar la conexién
aerodindmica de la cueva, la dispersién de hidroaerosoles
y los microorganismos del exterior.

4.7. Estudios de impacto sobre factores exégenos

El control de determinados agentes ex6genos como la
iluminacién, puede ser esencial en la supervivencia de
algunas especies. Asi, se estdn realizando estudios sobre
el impacto de distintas calidades espectrales sobre orga-
nismos fotosintéticos [12]. A través del sistema LED, que
permite crear espectros de rendimiento foténico diferente,
se puede analizar la respuesta fisiologica por estrés, re-
duccién de la actividad fotosintética o ralentizacion del
crecimiento de organismos fotobiolégicos y heterotrofi-
Cos.

4.8. Estudio faunistico de la cueva

Tiene como objetivo abordar el estudio de macrofauna,
mesofauna y microfauna de las cavidades y su repercu-
sién en las comunidades bacterianas [7] [9]. El método se
basa en la toma de muestras estandarizada, empleando
trampas de captura con cebos orgéanicos en zonas estraté-
gicas. Los resultados permiten cuantificar las especies
epigeas y su relacién con el crecimiento de las poblacio-
nes bacterianas y ftingicas en el interior de las cuevas.

5. CONCLUSIONES

El biodeterioro es uno de los factores de alteracion
exdgenos que genera mas preocupacioén en la conserva-
cion de cuevas visitables. Los estudios cientificos permi-
ten identificar la diversidad y fisiologia de las comunida-
des microbiotas, establecer su biomasa y comprender su
relacién y efectos sobre el soporte rocoso. A partir de es-
tos conocimientos y, partiendo de un enfoque eminente-
mente preventivo, se deben establecer medidas efectivas
que permitan disefar estrategias de seguimiento y control
de las &reas afectadas.

Sin embargo, estas tareas dependen, en la mayor parte
de las ocasiones, de organismos de gestién cuyas actua-
ciones pueden no responder a estas premisas, priorizando
otros intereses como la difusién o la puesta en valor. Seria
importante que ambos enfoques respondiesen a un inte-
rés comun, para alcanzar el equilibrio necesario entre pre-
servacion y accesibilidad. En definitiva, una gestién sos-
tenible que permita garantizar la conservaciéon del patri-
monio subterrdneo.
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