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Cuando a todos nos parece (0 queremos que nos parezca) que estamos por fin saliendo
de la pandemia, gracias entre otras muchas cosas a la eficacia de las vacunas (algo que
todavia algunos ponen en duda), los grandes problemas de la humanidad vuelven a
cobrar protagonismo: el cambio climético, el abastecimiento energético, la lucha contra
el cancer y las enfermedades degenerativas, la contaminacion del medio ambiente, la
automatizacion y la ciberseguridad.

MoleQla es una revista divulgativa. Sus valores son la promocién de la investigacion
cientifica, la educacion superior y la generacion de conocimiento, tanto para abordar
nuestros problemas como sociedad avanzada como por el mero placer intrinsecamente
humano de conocer, aprender y entender. Es por tanto también una revista humanista.
El nimero que este otofio 0s traemos es una buena prueba de ello. El equipo editorial de
MoleQla os invita a disfrutar con la lectura de los articulos que hemos seleccionado, y
asi continuar conociendo, aprendiendo y entendiendo. En definitiva, a seguir siendo
humanos por encima de todo.

Juan Antonio Anta
Editor de la Revista MoleQla
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Maquinas virtuales, Docker y Kubernetes

Alejandro Roméan Caballero

Resumen— En este articulo se hablara de que son las maquinas virtuales, como estan evolucionando y que son las

tecnologias de Docker y Kubernetes .

Palabras Claves— Virtualizacion, Docker, Contenedores, Kubernetes, Pods.

1. INTRODUCCION

E

Este articulo explica la historia de cbmo empezaron las
maquinas virtuales y hasta donde han llegado hoy en dia.
También describe la tecnologia de las maquinas virtuales,
y los programas como Docker o Kubernetes, donde se usa
dicha tecnologia.

ste articulo sirve para que las personas que descono-
cen todavia estas tecnologias, se pongan al dia, ya que
la virtualizacién ha llegado para quedarse.

Ademas, se detallan los usos practicos sobre Docker y
Kubernetes, con la incorporacion de enlaces web que os
llevaran a practicas guiadas para probar estas tecnologias.

2. MAQUINAS VIRTUALES

2.1. {Qué es una maquina virtual?

Para que se entienda de forma sencilla, una maquina vir-
tual es un ordenador simulado, es decir, dentro de un or-
denador podéis tener muchos ordenadores, los cuales se
llaman maquinas virtuales. A la maquina virtual le podéis
indicar diferentes especificaciones: la ram, la cpu, la inter-
faz de red, la memoria fisica y el sistema operativo que le
vais a instalar. Estas especificaciones estaran limitadas a
los recursos del ordenador donde se ejecuten.

2.2. Historia

El inicio de la maquina virtual comienza con el sistema
VM/370 de IBM en el afio 1972 [1]. En este tipo de siste-
ma, las maquinas virtuales usaban el mismo hardware
para cada maquina virtual, pero teniendo la posibilidad de
elegir el sistema operativo que se vaya a ejecutar. A partir
de aqui, se logra el principio de virtualizacion.

A lo largo de los afios, se han ido modernizando el
hardware y software, logrando asi nuevas tecnologias de
virtualizacién.

Las grandes compafiias ya tienen sus propios servicios
de virtualizacién en la nube.

Alejandro Roman Caballero. Escuela Politécnica Superior, Universidad
Pablo de Olavide. aromcab2@alu.upo.es.
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Por ejemplo, Microsoft tiene una aplicacién llamada
Microsoft Azure, que nos permite desde un ordenador
poder crear un ordenador virtual desde nuestra casa y con
las especificaciones que queramos sin tener en cuenta
nuestro propio hardware, porque usamos los recursos de
Microsoft para crear dicha maquina [2].

Otro ejemplo seria la empresa de Amazon, que tiene
una aplicacion que es del mismo estilo, llamada Amazon
EC2 [3].

2.3. Usos practicos

Las maquinas virtuales tienen muchos usos, tantos como
querais darle a nivel informatico. Por ejemplo, podéis ha-
cer pruebas de rendimiento para ver cdmo funciona un
programa en diferentes sistemas operativos, o hacer una
pagina web sin tener el servidor web en la maquina real.

3. DOCKER

3.1. {Qué es Docker?

Docker es una aplicacion que permite, usando el propio
hardware de la maquina real, crear contenedores, es decir,
maquinas virtuales muy reducidas [4]. Por ejemplo, si ne-
cesitdis un servidor web, existen contenedores que ya
proporcionan el servidor con la configuracion preparada,
pero sin programas innecesarios, es decir, solamente lo
necesario para que se ejecute el servidor y podais confi-
gurarlo.

3.2. Historia

Docker comenz6 como un proyecto de software libre que
Salomon Hykes empezé como proyecto interno dentro de
dotCloud. El proyecto fue liberado en marzo de 2013 y en
menos de 2 aflos consiguid ser uno de los proyectos es-
trella de GitHub. Actualmente empresas como: Red Hat ,
Google , Microsoft o IBM, contribuyen en el proyecto Do-
cker [5].

Esta aplicacidn se esta integrando en otras tecnologias,
como, por ejemplo, OpenStack o Kubernetes, haciendo
estas tecnologias muchos mas completas [6],[7].



3.3. Usos practicos

Hay muchos usos que podeis darle a esta tecnologia, de-
bido a que es muy util y rdpida comparada a otros pro-
gramas de virtualizacion, ya que tira directamente de los
recursos de nuestro propio ordenador. Con este programa
podéis probar diferentes aplicaciones de forma rapida sin
tener que instalar el sistema operativo desde cero. Por
ejemplo: un wordpress, un servidor web como Apache2,
etc [8], [9].

Ademas, podéis configurar la maquina que vayais a
generar antes de que se inicie, es decir, unos comandos
previos para que se configure solo y con ello os ahorre
tiempo en el proceso.

Si queréis hacer una practica con esta tecnologia en
vuestro ordenador, podéis visitar el enlace web que se
indica a continuacion: https://www.alebuntu.es/manual-de-
docker/

4. KUBERNETES

4.1. ;{Qué es Kubernetes?

Kubernetes es un sistema de orquestacién de contenedo-
res, es decir, permite administrar los contenedores, aun-
gue quien se encargara de crearlos principalmente es la
aplicacion de Docker [10].

Kubernetes permite escalarlos, crear servicios a partir
de ellos y también hacer balanceo de carga o replicarlos,
permitiendo asi que las aplicaciones siempre estén activas
y a maximo rendimiento.

4.2. Historia

Kubernetes fue fundado por Joe Beda, Brendan Burns y
Creig MclLuckie, a quienes se le unieron otros ingenieros
de Google. Fue anunciado por Google a mediados de
2014. En Julio de 2015, fue liberada la version Kubernetes
v1.0 [11].

Mas adelante, el equipo de Kubernetes desarrollé una
tecnologia en Canonical, para quien no tuviera los sufi-
cientes recursos para instalar un servidor de cllster de
Kubernetes. Dicha tecnologia se conoceria como Mi-
croK8s [12]. Esta aplicacion permite administrar de una
forma mas cdmoda los contenedores, ya que se puede
utilizar una interfaz grafica en vez de usar los comandos
de Kubernetes[13].

4.3. Usos practicos

Esta tecnologia tiene muchos usos debido a que se ha
implementado con otros programas, permitiendo darles
mejor uso a los contenedores de Docker. Para ello, existen
los pods, una terminologia de Kubernetes que hace refe-
rencia a lo que sera la configuracién de los contenedores,

como la red a la que va a pertenecer o la composicion de
nuestro contenedor [14].

A continuacién, se proporciona una practica, donde se
explica cémo usar esta tecnologia y los comandos que
hay por encima.

Podéis aceder a dicha practica a través del siguiente
enlace web: https://www.alebuntu.es/manual-de-

microk8s/

5. CONCLUSIONES

Esta investigacion empezé con algo de base, debido a mis
nociones de estas tecnologias tras haberlas usado en mi
dia a dia. Por ejemplo, para hacer diferentes servidores,
hacer aplicaciones web, Android o mi propio sistema ope-
rativo con Linux Scratch [15], [16].

Como hemos podido observar, la virtualizaciéon esta al
dia en las grandes empresas, ya que facilita mucho el tra-
bajo y ahorra bastantes recursos. Aunque la virtualizacién
no tiene el mismo rendimiento que la maquina real, nos
permite lograr grandes cosas y ahorrar mucho presupues-
to en la maquinaria.
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Motores de

persistencia

Juan Moreno Galbarro

Resumen- La gran mayoria de las aplicaciones estan formadas por dos componentes principales que interactian entre si para
cumplir las funcionalidades propuestas. En primer lugar, tenemos el programa propiamente dicho, que puede ser programado
en un sinfin de lenguajes de programacion. El segundo de estos componentes es la base de datos, que actia como un disco
duro, almacenando la informacién que sera tratada en el programa. Estos componentes, trabajan en “lenguajes” diferentes, por
lo que existe una incompatibilidad para comunicarse entre ellos, que determina la aparicion de los motores de persistencia,
estos actuan de “traductor” entre ambos modelos para que puedan comunicarse correctamente.

Palabras Claves— Programacién, Base de datos, Persistencia, Relacional, Objetos, Mapeo, Modelo, Patr6n, Registros

1. INTRODUCCION

uando desarrollamos una aplicacién software, uno de

los primeros aspectos a tener en cuenta es la integra-

cion de una base de datos, la cual almacenara los
datos usados en esta.

Hoy en dia, la gran mayoria de las bases de datos son
relacionales y trabajan con registros y la mayoria de los
lenguajes de programacién son orientados a objetos y
trabajan con objetos. Es aqui donde se encuentra la in-
compatibilidad de ambos lenguajes para el tratamiento
de la informacion.

Como una solucion a esta incompatibilidad surge el
concepto de mapeo objeto-relacional, O/R Mapping, o
también llamado motor de persistencia. Se trata de un
componente software destinado a traducir entre los dos-
formatos de datos: de registros a objetos y de objetos a
registros, para poder establecer conexion entre ambas
partes sin perder las ventajas de cada uno de los dos mo-
delos.

Object Relational Mapping

Fig. 1. Esquema de una aplicacion informatica formada
por un lenguaje orientado a objetos, un motor de persis-
tencia, y una base de datos relacional.

De esta manera, conseguimos leer, escribir y borrar obje-
tos en el almacenamiento persistente que tenemos (nues-
tra base de datos relacional).

Hoy dia encontramos varias herramientas para poder
crear esta capa, algunas incluso de software libre, aunque
hay programadores que prefieren crearla ellos mismos.

2

2. MODELOS USADOS

2.1. Modelo orientado a objetos

Este modelo nace de la idea de asemejar lo maximo posi-
ble el lenguaje de programacién al mundo real, facilitando
su uso tanto a programadores como a usuarios finales de
las aplicaciones basadas en este modelo.

Esta se basa en la creacion de objetos ya existentes en el
mundo real, y sus comportamientos. Para ello, hace uso
de sus cuatro principales conceptos clases, atributos, ob-
jetos y método, aunque el concepto principal son los ob-
jetos, que seran los “datos” que este modelo maneje.

Hoy en dia la gran mayoria de lenguajes usados son
orientados a objetos, aunque podemos encontrar algunos
gue usan otros paradigmas de programacién. Cabe desta-
car que muchos de estos intentan imitar y usar el modelo
orientado a objetos asimildndose lo maximo a esta estruc-
tura.[9]

2.2. Modelo Relacional

A diferencia de la programacion, la gestion de los datos, y
el area de las bases de datos han mantenido un modelo
firme, es el llamado “modelo relacional”.[1]

Con este modelo podemos construir bases de datos de
una o mas tablas que seran estructuradas en regis-
tros(filas) y campos(columnas).[3]

Como hemos comentado anteriormente, su incompatib
lidad con el modelo orientado a objetos viene dada por
los datos que esta maneja, llamados “registros”, que
almacenan los datos y caracteristicas pertenecientes a una
misma entidad de la vida real, agrupados en tablas.

Juan Moreno Galbarro. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo

de Olavide. jmorgal@alu.upo.es



3. ANTES DE LOS ORM

La solucién mas obvia para resolver este problema de
incompatibilidad entre lenguajes de programacion y ba-
ses de datos antes de que nacieran los motores de persis-
tencia era adaptar uno de los dos componentes al modelo
usado por el otro, es decir, o teniamos un lenguaje de
programacién que tratara con datos relacionales, o una
base de datos orientada a objetos.[6]

3.1. Lenguajes de programacion con datos
relacionales

En esta opcidn, la base de datos y el programa utilizaban
el mismo formato de datos, el registro y compartian mo-
delo, el relacional.

Esta forma sigue siendo utilizada, aunque en muy pocas
ocasiones.

El gran problema de esta arquitectura es que perdemos
las grandes ventajas que nos da la programacion orienta-
da a objetos, es decir, facilidad a la hora de programar,
flexibilidad, facil mantenimiento, etc.

Ademas, el cddigo necesario para usar datos relacionales
es bastante mas complejo y dificil de mantener. [6]

3.2. Bases de datos orientadas a objetos

Existe un tipo de base de datos llamadas bases de datos
orientadas a objetos que al contrario que las relacionales,
que trabajan con registros, trabajan con objetos usando
algun tipo de lenguaje de programacién para realizar las
consultas.[6]

Estas bases de datos nos serian Utiles si queremos pro-
gramar en un lenguaje orientado a objetos sin necesidad
de usar un motor de persistencia que actte de “traductor”
entre ambos modelos.

Con este modelo, toda la informacion esté disponible en
el objeto, ya que sus datos quedan agrupados juntos, en
lugar de distribuidos en tablas como pasaba en el modelo
relacional. Al igual que el modelo orientado a objetos y a
diferencia del modelo relacional, estas bases de datos
guardan los comportamientos que tendran cada uno de
los objetos existentes.

El uso de estas bases de datos estd poco extendido, y la
comunidad que se encarga de desarrollar y mejorar este
modelo es relativamente pequefia, por lo que muchos
programadores optan por utilizar bases de datos relacio-
nales, que estan mas generalizadas y mejor documenta-
das.[7]

Al igual que los lenguajes de programacion con datos
relacionales, si usamos las bases de datos orientadas a
objetos en lugar de un motor de persistencia, perderia-
mos las ventajas que nos muestran las bases de datos
relacionales como pueden ser la portabilidad, el facil
desarrollo, la experiencia y la gran documentacién que
existen sobre este modelo, etc.[9]

User defined
components
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Batch Aggregator Distributed
Processes Cache

@) ¥ ) =)

Until Resequencer [dempotency
Successful Filter

API Rate
Limiting

Distributed

Tokens
Synchronization

Fig. 2. Esquema de una base de datos orientado a
objetos y los componentes que esta usa. [9]

4. MAPEO OBJETO-RELACIONAL

El mapeo objeto-relacional, también conocido como ORM
(Object Relational Mapping) permite la conexién entre las
estructuras de bases de datos relacionales y los lenguajes
de programacién orientados a objetos. [2]

Este permite convertir los datos de nuestro modelo orien-
tado a objetos, es decir, nuestros objetos en un formato
correcto para poder guardarlos en una base de datos, a
esto lo llamamos mapeo.

Para ello, crea una base de datos virtual donde se guardan
estos datos y quedan vinculados a nuestra base de datos
real, este proceso es llamado persistencia.

De todo esto se encargan los famosos “motores de persis-
tencia”.[4]

4.1.Patron DAO

Un patrén es una solucidn general a un problema comun
ya planteado. Este en particular nos ayuda bastante a la
hora del mapeo objeto-relacional.

El patrén DAO es reconocido como el patron mas impor-
tante del acceso a datos y es de gran utilidad a la hora de
implementar el mapeo objeto-relacional en nuestra apli-
cacion. [5]

Este nos propone separar la I6gica de negocio y el acceso
a datos, encapsulando la légica necesaria para que la in-
formacion pueda moverse desde la logica hacia la base de
datos y viceversa.

La capa DAO contiene todas las operaciones CRUD (crea-
te, remove, update y delete).

Por lo general se tiene un DAO para cada tabla que ten-
gamos en la base de datos.

De esta forma, la capa que contiene la logica de negocio
solo se preocupa por la l6gica de negocio y utiliza el DAO
(que pasara anteriormente por el motor de persistencia)
para interactuar con la base de datos

Fig. 3. Flujo de informacién entre légica de negocio y
base de datos, usando el Patrén DAO




4.3. Motores de persistencia mas usados

Dependiendo del lenguaje en el que programemos nues-
tra aplicacién encontraremos numerosos Motores de per-
sistencia para poder incluirlos en esta, la gran mayoria de
software libre, a continuacién, algunos de los mas usa-
dos.[11][2]

Hibernate vy X X X X v
Doctrine X X X v g X v
ActiveRecord X v X v X v
NHibernate X X v X X v
Cayenne v X X X X v

Fig. 4. Tabla de motores de persistencia y lenguajes de
programacioén en los que pueden ser usados.

4.4.Ventajas a la hora de usar ORM

Son muchas las ventajas que nos proporciona el uso de
un ORM frente a la adaptacién de uno de los dos mode-
los al otro, como se programaba antes de la aparicién de
estos.[8]

En primer lugar, cabe destacar que eliminamos la necesi-
dad de tener que escribir codigo SQL para tratar los da-
tos, por lo tanto, eliminamos la complejidad que esto su-
pone, aparte se disminuye el trabajo a realizar en la parte
de desarrollo ya que no tenemos que encargarnos de la
conversion de datos.

Se disiminuye la posibilidad de ataques de inyeccién SQL
o similares, que es un aspecto muy a tener en cuenta ac-
tualmente.

Aumenta la reutilizacion del codigo, y con esto la mejora
del mantenimiento y de la eficiencia de este.

Pero el mayor aspecto a tener en cuenta es el uso de las
ventajas de ambos modelos, sin tener que prescindir de
las de uno, como pasaba anteriormente al uso de los
ORM.[10]

4.4. Aspectos a tener en cuenta

Ademas de las multiples ventajas que nos ofrecen, debe-
mos tener en cuenta varios aspectos que pueden influir a
la hora de usar los motores de persistencia.

En primer lugar, tanto el desarrollo como el aprendizaje
de estos puede ser bastante complejo, esto puede conlle-
var un retraso en el tiempo del desarrollo del proyecto.

Es necesario tener aplicada una buena arquitectura de
nuestra aplicacion, para poder incorporar los motores de
persistencia a ella.

Debemos tener en cuenta que estamos afladiendo una
capa mas al sistema y que esto nos puede influir negati-
vamente a la hora de tener entornos con gran carga, ya
que podria reducir el rendimiento de nuestra aplica-
cion.[10]

5. CONCLUSIONES

La gran mayoria de lenguajes de programacién usados
hoy en dia son orientados a objetos y las bases de datos,
relacionales. No podemos prescindir de ninguna de estas
partes ya que tienen una gran integracién y soporte en el
mercado actual.

A pesar de los inconvenientes que el mapeo objeto-
relacional pueden ocasionar, si se utilizan de forma ade-
cuada, pueden mejorar notablemente nuestra aplicacién,
tanto en rendimiento como en complejidad a la hora de
desarrollarla.

Cada vez el manejo de datos es mas importante en nues-
tras aplicaciones y es por ello, por lo que debemos simpli-
car, y mantener seguro el acceso a estos, por lo que seria
impensable una aplicacion que no hiciera uso de estos
motores de persistencia.

AGRADECIMIENTOS

El autor desea agradecer a sus profesores Norberto Diaz-
Diaz y Jose Antonio Lagares Rodriguez por su docencia en
la asignatura de Ingenieria del Software Il del 2° curso del
Grado de Ingenieria Informatica de Sistemas de Informa-
cion.

REFERENCIAS
[11 Edgar Frank Codd, “A Relational Model of Data for Large Shared
Data Banks”

[2] Web de Deloitte.
https//www2.deloitte.com/es/es/pages/technology/articles/que-es-
ormhtml

[3] Revista academica de la Universidad de Costa Rica.
https://revistas.ucr.ac.cr/index.php/ingenieria/article/view/7719

[4] Revista telematica CUJAE.
https://revistatelematica.cujae.edu.cu/index.php/tele/article/vie
w/23

[5] Web de la Junta de Andalucia.
http://www.juntadeandalucia.es/servicios/madeja/contenido/lib
ro-pautas/13#Uso_del_patron_DAO

[6] Web de programacion.net
https://programacion.net/articulo/motores_de_persistencia_231

[71 Web de ionos.es
https://www.ionos.es/digitalguide/hosting/cuestiones-
tecnicas/base-de-datos-orientada-a-objetos/

[8] Web de la Academia.edu.
https://www.academia.edu/9610912/Estudio_comparativo_de_si
stemas_de_mapeo_objeto_relacional_desarrollados_en_platafor
mas_Open_Source

[91 Web de Graph Everywhere,
https://www.grapheverywhere.com/bases-de-datos-orientadas-
objetos/

[10] RootniteBlog, https://blog.rootnite.com/opinion/que-es-un-
orm-deberia-utilizarlo-en-mis-proyectos/

[11] https://programarfacil.com/blog/que-es-un-orm/°

Juan Moreno Galbarro es
Técnico Superior en
Administracion de Sistemas
Informaticos en Red. Actualmente
cursa el grado de Ingenieria Infor-
matica en Sistemas de Informacion
en la Universidad Pablo de Olavide
de Sevilla.



https://www.academia.edu/9610912/Estudio_comparativo_de_sistemas_de_mapeo_objeto_relacional_desarrollados_en_plataformas_Open_Source
https://www.academia.edu/9610912/Estudio_comparativo_de_sistemas_de_mapeo_objeto_relacional_desarrollados_en_plataformas_Open_Source
https://www.academia.edu/9610912/Estudio_comparativo_de_sistemas_de_mapeo_objeto_relacional_desarrollados_en_plataformas_Open_Source

Computacién cuantica y ciberseguridad

Alejandra Acosta Alex y Javier Cordero Luna

Resumen—En este articulo se trataran dos temas fundamentalmente, la computacién cuantica por un lado y la ciberseguridad

y la implicacién de la computacién cuantica en ésta.

Como se expondra, existen formas de hacer inservible o poco practica tanto la encriptacion RSA como AES, y esto supone una
grave amenaza para las compafias y comunicaciones, y un gran desafio para las corporaciones encargadas de asegurar la
transmisién y recepcion de datos de la manera mas segura posible.

Palabras Claves— Computacion cuantica, ciberseguridad, algoritmo, Shor, Grover.

1. INTRODUCCION

En 1995 el matemdtico Peter Shor publica
Polynomial-Time Algorithms for Prime Factorizati-
on and Discrete Logarithms on a Quantum Compu-

ter, donde presenta el conocido Algoritmo de Shor, el
cual permite factorizar en nimeros primos un numero
N en tiempo O((logN)3). Esto sentaria una base para
qgue en 2001 se factorizase el nimero 15 usando un
ordenador cudntico de 7 qubits. Este hito no solo
tuvo trascendencia por lo obvio, si no por lo que lle-
vaba implicito, pues la factorizacién de un nimero N
es la llave principal para atacar el cifrado RSA.[1]Con
esto y las recientes noticias en las que Google asegura
haber conseguido la supremacia cuantica con el
Sycamore, el cual esta provisto de 53 qubits (casi 8
veces mas de los empleados en 2001), queda claro
que el futuro de la ciberseguridad y la criptografia,
disefiadas para funcionar en computacion clasica,
qgueda en una posicion delicada, pues es necesario
qgue se desarrollen nuevas tecnologias de modo que
podamos estar a salvo de intrusiones indeseadas en
un futuro que parece cada vez mas cercano.

2. INTRODUCCION MATEMATICA Y A LA

CIBERSEGURIDAD
2.1. Introduccion matematica
Mientras que un bit tiene Unicamente 2 posibles esta-
dos (0, 1), un qubit puede estar en una proporcion de
ambos, entrando en un estado de superposicién que,
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una vez intentemos observarlo, colapsara a uno de los
estados elementales [1].

Estos estados elementales, siguiendo la notacién de
Dirac, seran 0 0 1, es decir

0=1+%]0)+0+1) = ;)
1=0x[0)+1x1)=(9)
(1)

Podriamos generalizar esto para cualquier alpha vy
beta tal que

1=ax0)+B 11 =(5)

(2)

Donde « y B son las amplitudes de probabilidad, que
tienen como condicién que

la|? + 181 =1

(3)
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Se trata de los mddulos ya que « y B € C. Recorde-
mos que los nUmeros reales son un subconjunto de
los complejos, por lo que podemos observar que esta
condicidn se cumple para los estados elementales
anteriores.

Igual que ocurre con la superposicidén en fisica con,
por ejemplo, los electrones, no podemos observar
este estado en superposicidn, sino que este colapsard
en algun momento y pasara a ser el estado basico |0)
o |1), con la probabilidad | « |2 de colapsar en O y
una probabilidad |B|”2 de colapsar en 1.

Otros qubits importantes son los equipotentes, que
son

L oeton =2
) = =100+ 1) = ()

= 1 * —i* = 0
=) = =+ 100-2=+ 1) = ;)

(4)

Y asi, podemos extrapolarlo a cualquier nimero n de
qubits, donde los estados elementales representaran
un vector de ceros salvo en la posicién que indique el
valor del qubit (mdédulo 2), y dicho vector tendra una
dimension C*".

A continuacién, se explicaran las puertas ldgicas cuan-
ticas mas utilizadas y sencillas que nos podemos en-
contrar para un Unico qubit.

a. Puerta X. Es el equivalente a la puerta NOT en
computacidn cldsica. La matriz que la repre-

senta es
G o)

(®)

Esta puerta lo que hard sera intercambiar los
valores « y B. [2]

b. Puerta VNOT. Esta puerta es muy similar a la
anterior, pero en su primera aplicacion resul-
tan estados en superposicion y no necesaria-
mente los qubits elementales. Su matriz es

+

N[
NIH-N'H-

(o

+
N |~ N | =~

N|= N
N|= N

(6)

c. Puerta Hadamard (H). Surge a partir de una
simplificacion de la puerta anterior. Esta puer-
ta realiza una rotacion de m/2 radianes. Si se
aplica sobre los estados |0) y |1) obtendre-
mos los estados |+) y |-) respectivamente. La
matriz generadora es

7G4

@)

Finalmente, a partir de las caracteristicas anteriores,
llegamos a la conclusién de que, para puertas légicas
cuanticas que solo aplican a un qubit, geométricamen-
te son rotaciones dentro de la Esfera de Bloch. Esto se
debe a que nuestro qubit debe cumplir siempre con la
condicién de probabilidad. Ademas, esto nos lleva a
gue estas puertas sean unitarias, ya que son las Unicas
gue mantienen la norma. Estas matrices tienen como
caracteristica principal que

UtxU=UxU" =1 & (U" = U
(8)



Este tipo de matrices tienen unas caracteristicas con-
cretas en sus autovalores y autovectores.

a. U|x) =A|x) donde lambda (A) es un autovalor
de U y tiene un valor e?i8, donde © es un an-
gulo en radianes. Es decir, como se expuso an-
teriormente, se trata de una rotacion de 9 ra-
dianes dentro de nuestra esfera. [3]

b. Si existen dos autovalores distintos para una
matriz concreta, sus correspondientes auto-
vectores son ortogonales. [3]

2.2. Introduccion a la ciberseguridad

El objetivo de este estudio es comprender cdmo todos
estos conocimientos matematicos anteriormente ex-
puestos se pueden aplicar al campo de la seguridad
informatica.

La ciberseguridad, segun el diccionario de léxico de
Oxford[4], es “Conjunto de elementos, medidas vy
equipos destinados a controlar la seguridad informati-
ca de una entidad o espacio virtual”, o lo que es lo
mismo, maneras de salvaguardar, en el dmbito de la
computacion, informacién privada.

Esta rama de la informatica, aunque en constante
evolucién, se ha visto condicionada de alguna manera
por las limitaciones en procesamiento de los ordena-
dores clasicos. Tanto es asi que, por ejemplo, las en-
criptaciones RSA se tenian y se siguen teniendo como
estandar para algunos de los sistemas de comunica-
cién mas importantes de hoy en dia a nivel civil.

Los ordenadores cudnticos son aquellos computado-
res que, a diferencia de los cldsicos, trabajan y hacen
calculos probabilisticos sobre qubits. En primer lugar,
debemos marcar la gran diferencia entre ambos sis-
temas. El ordenador cldsico se basa en cdlculos de-
terministas, mientras que el cuantico se basa en pro-
babilidades.

Existen tres tipos de criptografias: simétrica, asimé-
trica e hibrida.

Por un lado, la simétrica usa una clave para cifrar y
descifrar el mensaje, por lo que esta clave ha tenido
que ser compartida mediante un canal seguro. Por
ejemplo, si Alice y Bob necesitan comunicarse de ma-
nera segura deben poseer ambos la misma clave que
habran compartido en persona o mediante cualquier

otro canal libre de intrusos. Posteriormente, si Alice
quiere enviar un mensaje a Bob, lo codificara usando
la clave, la misma que aplicard Bob a la hora de deco-
dificarlo. De esta manera si hubiera una 32 persona
intentado acceder al contenido, se toparia con una
cadena codificada de manera que resulte incompren-
sible.

P

< ¥ Message
Message
: N

Step 3

Fig. 1. Diagrama de funcionamiento de encriptacién simétrica.

Como vemos, todo este proceso comienza cuando se
comparte la clave que se usara para encriptar y des-
encriptar la informacién. A continuacion, el emisor
(Alice) mandara el mensaje cifrado. Este pasard por
canales sin la certeza de si son seguros o no, y final-
mente llegara al receptor (Bob), que convertird lo que
ha recibido en el mensaje original aplicando nueva-
mente la clave.

Por otro lado, nos encontramos con la encriptacién
asimétrica, la cual nace en 1976 ante la necesidad de
superar los inconvenientes que presenta la simétrica
(dificultad a la hora de guardar y distribuir las claves
privadas). Este tipo de encriptacion funciona con dos
claves, una publica y otra que es privada. Lo que se
hace es codificar el mensaje enviado con la clave pu-
blica, de manera que cualquiera puede ver el mensaje
cifrado y sabria cual es la clave usada, pero solo se
puede ver el contenido original al aplicar una llave
privada que el receptor tiene. Un claro ejemplo de
este tipo de encriptacion es la RSA, muy extendida y
usada a lo largo de la historia de la ciberseguridad.

Fig. 2. Diagrama de funcionamiento de encriptado asimétrico.



Por ultimo, tenemos la criptografia hibrida, la cual
tiene lo mejor de la simétrica y de la asimétrica para
lograr una comunicacién segura. En ese caso lo que se
hace es que Alice codifica el mensaje que quiere en-
viar con una clave simétrica, también cifrada esta vez
con el sistema asimétrico, de manera que a Bob lo que
le llega es el mensaje y la llave cifrados. Finalmente, lo
que el receptor debe hacer es descifrar la clave simé-
trica con su clave privada (asimétrica) y con esta sacar
el mensaje en claro que le envia el emisor.

Fig. 3. Diagrama de funcionamiento de encriptado hibrido.

Gracias a todo esto, lo que hace poco mdas de un lustro
se antojaba inalcanzable ahora es una realidad, y con
cada avance que se logra en este ambito parece que
tenemos mas cerca el uso habitual de estos nuevos
ordenadores.

3. ALGoriTmMO RSA

La encriptacidén RSA se basa en la factorizacion de un
numero entero N en nimeros primos.

Para la explicacién matematica, partiremos del pro-
blema que, dado un nimero N, queremos encontrar
dos primos que al multiplicarlos obtendremos N. Esto
para la computacién clasica podria tardar mucho
tiempo, y para resolverlo, los ordenadores cudanticos
entraran en escena.

Este problema se genera ya que, dentro de la codifica-
cion RSA, si se consiguen encontrar estos dos primos,
descubrimos la clave secreta que nos abre las puertas
a entender la informacion que se esta transmitiendo.

Tenemos las variables N, p y q. Elegimos dos primos
para p y g respectivamente. Por ejemplo, por los nu-
meros p=2vyq =11, tal que N = p*q, es decir, N=22.

A continuacién, calcularemos los valores que tiene
una variable z tal que z = (p-1) * (g-1), en nuestro caso
z=10. El siguiente paso debe ser elegir un nimero k
gue sea co-primo de z (que no sea divisible por zy que
sea menor que este). Nuestras posibilidades son el 3 0
el 7, ya que el 2 y el 5 son divisores del 10. Elegiremos
una de ellas, en nuestro ejemplo, elegiremos el 3, ya
que los célculos se simplificaran bastante. Por tanto,
nuestra clave publica sera (22, 3).

Nuestra clave privada serd una j tal que k*j=1(mod
10). Para ello, debemos encontrar un valor tal que:

(k*j) % 10 =1

En nuestro caso, tomaremos j = 7, consiguiendo asi
que

(3*7) % 10 = 1 (21%10)

Esta j sera nuestra clave privada, que no debe revelar-
se.

Para cifrar un mensaje, debemos aplicar la siguiente
formula:

P~k = E(mod N)

Donde P es el mensaje que queremos enviar y E es el
mensaje cifrado.

Si nosotros queremos mandar el mensaje P=13 aplica-
remos lo siguiente:

1373=E(mod 22) ->E=2197 %22 =19

El desencriptado conociendo la clave privada j es sen-
cilla, solamente hay que aplicar la férmula

EAj= P (mod N) —19/7=893871739 — P =13

Sin embargo, para aquellos que no conocen el valor
de j y quieren desencriptar este cddigo, tanto con
buenas como con malas intenciones, necesitaran del
algoritmo de Shor para poder obtenerlo. Si ademas
desean hacerlo en un tiempo razonable (un cddigo
mas complejo, con un nimero mucho mas grande
puede tardar afios en desencriptarlo con la compu-
tacion cldsica actual) necesitaremos de la ayuda de la
cuantica.

El proceso descrito anteriormente era asequible en
cuanto a tiempo de computacion para claves que no
superasen los 1024 bits, pues a partir de esa longitud
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el tiempo de factorizacion se eleva hasta 1,3:1026
operaciones totales (unos 65 millones de veces el
tiempo requerido para una clave de 512 bits) [5]. El
problema llega cuando se teoriza y se implementa el
Algoritmo de Shor, el cual, y gracias a los qubits, es
capaz de factorizar una clave de mas de 2048 bits en
unas ocho horas[6]. De esta forma, se genera un nue-
vo problema para los organismos que velan por la
seguridad, pues deben encontrar la forma de, en pri-
mer lugar, no dar acceso a ordenadores cudnticos a
riesgos en potencia, y en segundo lugar, descubrir
como parar las amenazas que con estos avances pue-
danir llegando.

El poder de la computacién cuantica no se queda solo
ahi. Haciendo mediciones con propiedades cuanticas
se puede llegar a desarrollar nuevos algoritmos que
simulen el comportamiento humano de manera que
se puedan optimizar distintos aspectos de nuestras
vidas. También, y claro est3, tanto poder computacio-
nal servira para investigar, desarrollar y mejorar nue-
vos sistemas de encriptacion, de manera que lo que
hoy parecen amenazas que pueden poner en jagque
todo nuestro sistema, se quede en amenazas y no en
algo de facto.

4. ALGORITMO DE SHOR

Como ya se ha dicho anteriormente, el algoritmo de
Shor es, sin duda, la principal amenaza para todos los
sistemas y comunicaciones basados en la encriptacion
RSA.

Para explicar el algoritmo tedricamente, supongamos
gue dos personas se quieren comunicar con el cédigo
de encriptacién tipo RSA, y hay una tercera persona
que quiere enterarse de estos mensajes, pero desco-
noce el valor de la clave privada j. Los pasos que ten-
drd que realizar el computador, independientemente
de su caracteristica cuantica o no, seran muy simila-
res.

Si buscamos encontrar los dos niumeros que, al multi-
plicarlos entre si, obtenemos N, dependiendo de cuan
grande sea ese numero puede necesitar décadas para
resolver el problema. Sin embargo, no tenemos por
qué encontrar esos dos factores siempre, sino que
podemos buscar algin nimero que comparta con N
algun factor, es decir,

Encontrar un nimero que comparta un factor con
otro es bastante sencillo gracias al algoritmo de Eucli-
des, por lo que simplemente el segundo valor vendra
dado por la division de N/a, siendo a el factor comdn
gue hemos encontrado. Sin embargo, el problema lo
tendremos al decidir qué nimero g comparte el valor
adecuado con N para que podamos encontrar el nu-
mero comun, que es donde entra el algoritmo de
Shor.

Para ello, haciendo uso del teorema de Euler

A = 1 (modB) & A9 = m*B + 1

©)

Con esto, podemos extrapolarlo a nuestro problemay
realizar las siguientes operaciones

m+*N+1e gP-1=m=N

p p
o (g2+1)+(g2 - 1)
=m=xN

gb =

(10)
Por tanto, en nuestra ultima ecuacién hemos encon-
trado finalmente una ecuacién que se asemeja a la
inicial que buscamos, N = a*b, aunque ahora nuestra
N estd multiplicada por un factor m, lo que no debe
suponer un problema.

No todos los nimeros g son candidatos viables para
realizar esta tarea. Sin embargo, matematicamente
hablando con menos de 10 intentos tendremos unas
probabilidades muy elevadas de que asi sea, siendo 10
intentos un nimero muy bueno para numeros muy
grandes.

Ademas, se nos presenta el siguiente problema. Elegir
el numero p que se utilizara para este calculo. Para
ello, haremos uso de la computacién cudntica. Un
ordenador cuantico podra realizar varios calculos a la
vez, pero solamente obtendremos un output de una
de las soluciones de forma aleatoria, con las probabi-
lidades concretas descritas en apartados anteriores.
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Para ello, podremos intentar que el ordenador calcule
tantas |x) tal que el resultado sea |x, g"x ) y poste-
riormente que esto lo transforme en |x, r), siendo r el
resultado de g*p= m*N + r. Aqui, debemos hacer una
tercera transformacién, ya que no nos interesan los
valores tales que r # 1.

Sabiendo que los mddulos de los numeros son perio-
dicos, podemos obtener que

g =my, * N + r

(11)

Siendo r un numero distinto de 1.

La demostracion de esto seria que

gt =gt gv
= (Mmy*N +r)(my*N
+ 1)
= (mymyN + ml
+ rmy,)N+r

(12)

Es decir, el mddulo seguira siendo r. Por tanto, si en-
contramos la frecuencia con la que ocurre que el resto
es r, podremos obtener p. Al realizar los cdlculos para
obtener un nimero r, aunque lo que nosotros obser-
vemos sea que el ordenador ha devuelto un Unico
valor, como este viene de la superposicion de distintos
valores cuyo r es el mismo, podemos continuar los
calculos con Unicamente estos valores, desechando el
resto.

El ultimo paso serd aplicar las transformaciones cuan-
ticas de Fourier para poder obtenerlo. Estas transfor-
maciones tienen una parte matematica muy impor-
tante, pero a grandes rasgos lo que hacen es devolver
la fase en la que se encuentra el nimero indicado. Si
realizamos esta operacidon varias veces, podremos
encontrar un factor comun, el periodo, del cual po-
demos sacar la frecuencia ya que f= p!

Una vez llegados a este punto, hemos obtenido el
valor p y podremos finalizar nuestro desencriptado.

Para clarificar todos estos conceptos matematicos
anteriormente descritos, vamos a explicar un ejemplo,
cuya implementacidn se encuentra en Qiskit.[7]

En primer lugar, tenemos que encontrar la funcién
periodo en el algoritmo de Shor para luego determi-
nar la solucién usando la estimacién de fase cuantica
en el operador unitario U|y)=|a y mod N).

En la implementacion en Qiskit que llevan a cabo en el
notebook disponible en IBM Quantum Lab tenemos la
resolucidn para a = 7 y N = 15. Hay que tener los cir-
cuitos para U, donde U|y)=|a y mod 15). Para crear
Ux simplemente repetiremos el circuito x veces. Usa-
remos la funcion c_amod15, la cual nos dara la puerta
de control de U para a, las veces que le pasemos por
parametro mediante power.

Se han utilizado 8 qubits de conteo y se “recicla” el
circuito para la Transformacién cuantica de Fourier.
Con esto, se obtendra el circuito cuantico necesario.

A partir de aqui, se muestran las mediciones que el
circuito arroja. Estos resultados corresponden a las
siguientes mediciones de fase.

El siguiente paso serd usar el mdédulo de fracciones
para convertir un real en tipo Fraction. Esta nos de-
vuelve dos autovalores con el resultado correcto, r=4.
El resto de valores no son apropiados. Esto puede
deberse a que s=0 0 a que s y r no son co-primos y lo
gue estd devolviendo son factores de r. Si obtenemos
este resultado, simplemente habria que repetir el
experimento hasta que nos dé un resultado apropiado
parar.

Como vemos, la creacién de U?" puertas repitiendo
U no crece polindmicamente, si no exponencialmente
con j. Aunque calculando U*" mod N conseguimos que
crezca polindmicamente. Eficientemente es posible, y
los ordenadores clasicos podrian usar el algoritmo de
Exponenciacién binaria[8]para calcular un exponen-
cial, pero nosotros vamos a usar otra implementacion
ya que los circuitos necesarios no son sencillos y re-
presentan un cuello de botella en el algoritmo de
Shor.

Aunque hay varios pasos antes de usar el resultado
del periodo de Shor, nosotros vamos a situarnos en el
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peor escenario. Supongamos el caso en que N es pro-
ducto de dos primos. Por lo que tendremos N = 15.

Lo primero es elegir un numero aleatorio entre 1 y N-1
y posteriormente comprobaremos que no es un factor
no trivial de N.

Una vez lo hemos comprobado usaremos el algoritmo
de busqueda de érdenes de Shor paraa =7y N = 15.
La fase que midamos sera s/r donde armodN=1y s es
un entero aleatorio entre Oy r-1.

Una vez obtenida la r, deberiamos ser capaces de en-
contrar un factor de N, haciendo uso de la ecuacién
10, siendo r la p de dicha ecuacion.

En caso de que r no sea impar no podemos avanzar y
deberemos encontrar otro valor.

Hay una gran probabilidad de que el M.C.D de N vy
tanto de gr/2- 1 o gp/2+ 1 sea un factor propio de N
[5]. Asi que ya tendriamos los factores primos de N.

5. ALGORITMO DE GROVER

Otro algoritmo que sin duda pone en el centro del
debate la ciberseguridad con la entrada de la compu-
tacién cudntica es el algoritmo de Grover [10], el cual
permite romper el algoritmo del cifrado AES mediante
bruteforce.

El algoritmo de Grover tiene muchas variantes, pero
en este trabajo se mencionara el modelo basico.

Supongamos que disponemos de una cadena de N
elementos, siendo N = 2" y n el nimero de qubits del
circuito. Este algoritmo se basa en encontrar una ca-
dena tal que el Unico bit activo sea la solucién real del
problema. Para ello, tendremos diversos elementos.

En primer lugar, tenemos el vector a buscar,
|w)=(0,0,...,1,0,...,0)" y el
|s):(l,l,...,l,l)t*l/(\/N) [10]. Necesitaremos a su vez
un ordculo para nuestro estado |w), y un amplifica-
dor, que vienen representados por

vector

(Uwl= (1] = 2|w) (w|
(Ug = 2s) (s| — 2

(13)

La funcion principal del oraculo serd conseguir que,
desde un estado de superposicidn, el qubit o conjun-
tos de qubits validos tendran un valor igual al anterior,
pero en sentido negativo. A continuacidn, se aplica un
amplificador, que hard que aquellos valores negativos
se vuelvan a cambiar de signo, pero esta vez con un
valor mayor del que tenian anteriormente. Al realizar
este cambio, el resto de qubits deben reducir su valor,
ya que se debe cumplir la condicién de probabilidad.

[9]
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=Y
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Fig. 3. Diagrama descripcion del funcionamiento del Algoritmo de
Grover

Finalmente, tras realizar esto un ndmero YN [11] veces, se
puede asegurar con una probabilidad de acierto cercana a
1 que se ha encontrado la solucién esperada.

A continuacion, se comentara un ejemplo, también dispo-
nible en la pagina web de IBM Quantum Lab, en el que, a
modo representativo y didactico, consiguen resolver un
sudoku de dimensién 2x2 con este método.

En primer lugar, debemos saber cuéles son las restriccio-
nes que se nos presentan en este problema. Ninguna
columna ni fila puede contener el mismo nimero dos
veces o mas. Lo que debemos hacer es asignar a cada
celda una variable para posteriormente sacar un circuito
que nos da una salida con los resultados.

El primer paso es convertir el problema en un circuito. Se
representan nuestras restricciones de la siguiente manera
v0 # v1, v2 # v3, v0 # v2, vl # v3. Como estamos compa-
rando estados clasicos vamos a poner este conjunto de
comparaciones como lista de clausulas.

Asignamos el valor de cada variable a un bit de nuestro
circuito. Para comprobar las restricciones usaremos puer-
tas XOR.

A partir de aqui, obtendremos un Output que indicara si
las posibles combinaciones estan dentro de las condicio-
nes iniciales del problema. Posteriormente, el circuito
compara si ambas entradas son iguales y lo guarda en la
salida. Para comprobar cada restriccion se repite el circui-

13



to para cada par que hay en clause /ist y almacenar la
salida en un nuevo bit.

El estado final que devuelve, C, seran todos 1 si los valo-
res de V, son soluciones del ejercicio. Para terminar nues-
tro circuito comprobador tendremos que poner un bit
que sea 1 siy solo si todas las restricciones se satisfacen.

El circuito toma como entradas los valores iniciales de Vx,
y todos los demés bits deberan estar inicializados a 0. Una
vez ejecutado el circuito, el estado de out0 nos dira si son
soluciones o no. out0 = 0 significa que no son solucion, y
out0 = 1 significa que si lo son.

A continuacién, vamos a convertir el circuito en un oracu-
lo de Grover usando el phase kickback.

Se calcula el oraculo a partir de los conceptos matemati-
cos descritos con anterioridad. Como condicién, debemos
asegurarnos de que los bits en el segundo registro siem-
pre vuelven a |0000) después de los calculos.

Finalmente tenemos el algoritmo completo, con el
oraculo ya implementado, que es basicamente para obte-
ner las soluciones de un sudoku.

Si ejecutamos el codigo en el simulador e interpreta-
mos los resultados observamos que tenemos dos medi-
ciones. Por lo que 0110 y 1001 seran nuestras dos solu-
ciones al problema.

Este ejemplo tan simple quizd no parezca tener mayor
trascendencia, pero si aumentamos el tamafo de la matriz
problema y de los circuitos podremos atacar, mediante
fuerza bruta, los algoritmos de cifrado tipo AES, los cuales
hoy no parecen tener amenazas pero que, cdmo hemos
podido ver, con ordenadores cuanticos suficientemente
avanzados pueden verse comprometidos.

5. CONCLUSIONES

Este trabajo ha demostrado que es crucial conocer las
matematicas que engloban un cierto problema para po-
der realizar las distintas practicas informaticas de impor-
tancia, como es en el area de la computacion cuantica.

Por otro lado, parece relevante recalcar la importancia de
conocer las posibles vulnerabilidades en ciberseguridad
antes de que los ordenadores cuanticos entren en el mer-
cado, solucionando asi futuros problemas de seguridad
general.
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Técnicas usadas para el genotipado de
CNV y su contribucion a la variabilidad
genetica

Carlos Salameh Borrero

Resumen— Los CNV se definen como pérdidas y ganancias a gran escala de fragmentos de ADN. Este tipo de variaciones
estructurales conforman una de las principales clases de variacion genética y pueden considerarse como un importante motor

de evolucion.

Abstract— CNVs are defined as large-scale gains and losses of DNA fragments. These types of structural variations make up
one of the main classes of genetic variation and can be considered as an important engine of evolution.

Palabras Claves— SNP(snip), CNVs, CNVRs, Variabilidad genética, PCRq.

1. INTRODUCCION

e conoce como variacién del nimero de copias o CNV

(del inglés ““Copy Number Variation’’) al polimorfismo
que existe en los cromosomas al poder encontrarse seg-
mentos de tamafio igual o superior a una kb duplicados o
delecionados al compararse con un genoma de referencia.
Estos cambios en el nimero de copia pueden cambiar la
expresion de los genes incluidos en las regiones de niimero
de copias variables conocidas como CNVR (Copy Number
Variation Region), permitiendo niveles mayores o menores
de transcripcion o bien interrumpiendo la expresion de di-
chos genes. Para que se produzca un cambio en el niimero
de copias se necesita que se dé un cambio en la estructura
del cromosoma, uniéndose dos secuencias de ADN que
estan separadas. [1]
Estas Secuencias son las que se conocen como LCRs (del inglés,
“Low Copy Repeats”) o SD (del inglés, ““Segmental Duplica-
tions”). Son regiones con una longitud mayor o igual a una kilo-
base y con al menos 90% de identidad que aparecen repetidas
aproximadamente unas dos veces en el genoma. Estas regiones
parece que se localizan preferentemente cerca de los centrémeros
y de los telémeros. Estas regiones pueden estar en el mismo cro-
mosoma o en cromosomas diferentes.
Pese a que normalmente se considera que todos los miem-
bros de una misma especie contienen la misma cantidad
de material hereditario en sus células, lo cierto es que en
multiples regiones génicas los genomas presentan variabi-
lidad en el niimero de copias de algunos segmentos del
ADN. Un caso especial de CNV, son las CNV multialélicas,
que se presentan en un numero de estados o alelos mayor
de dos. Las CNV multialélicas son dificiles de analizar de-
bido a algunas limitaciones técnicas: la incapacidad de dis-
criminar entre el niimero de estados consecutivos (por
ejemplo, nueve o diez) mediante técnicas comunes como
los microarrays o la PCR cuantitativa rutinaria y el amplio

rango de nimeros de copias con los que se pueden analizar
en el genoma, desde dos hasta doce o mas copias. [2]

2. PROCEDIMIENTO EN EL ESTUDIO DE CNV.

2.1. Recoleccion de muestras y genotipado

Para la recoleccion de la muestra se puede realizar de di-
versas maneras, siendo la méas comun la extraccién de rai-
ces del cabello, sangre o semen siguiendo la legislaciéon de
la UE. Para el genotipado de las muestras al igual que la
extraccion, se pueden realizar de varias formas, la mas co-
munes en la actualidad son el genotipado por medio de
[lumina BEADSTUDIO (2.0), Método Illumina HD geno-
type array (HD arrays) (figura 1) o Chips de ADN basados
en SNPs. [3]

Otra via para el genotipado es el uso de la técnica array de
CGH (Comparative Genomic Hybridation) (figura 2), que
usa el disefio dye-swap en loop. Con loop se refiere a que
el genoma de cada individuo se hibrida tras haber sido
fragmentado y marcado con fluoréforos con el de otros es-
pecimenes en lugar de con un genoma de referencia[3].
Esto nos permite mejorar la eficiencia del experimento y
nos permite encontrar CNVs que quizas no detectariamos
si al comparar dos vacas, ambas presentaran el mismo
CNV. Dye-swap hace referencia a que cada hibridacién se
hace dos veces invirtiendo el marcaje para asi evitar el
sesgo que introducen los fluoréforos. De esta manera se
obtiene los resultados por medio del andlisis de intensidad
de fluorescencia de cada fluorocromo y se representa grafi-
camente. [4,5]
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Figura 1, izquierda: Ejemplo grafico de lllumina, estrategias de inmo-
vilizacién de plantillas. Se compone de dos pasos basicos: cebado
inicial y extension de la plantilla monocatenaria, de molécula unica, y
amplificacion puente de la plantilla inmovilizada con cebadores inme-
diatamente adyacentes para formar agrupaciones. Se muestran tres
enfoques para inmovilizar moldes de una sola molécula en un soporte
solido: inmovilizacion mediante un cebador. [6] Figura 2, derecha:
Ejemplo de Array CGH. Esta imagen representa la caracterizacion de
reordenamientos genémicos utilizando un microarreglo genémico. La
hibridacién genémica comparativa basada en matrices, o matriz CGH,
permite escaneos de todo el genoma para detectar reordenamientos
cromosémicos con una resolucién muy mejorada, hasta cientos de
bases, 0 mas de mil veces mejor que un cariotipo. [7]

2.2. Identificacion de CNV

El software PennCNV para identificar las CNV. El algo-
ritmo del modelo de Markov oculto (HMM) empleado en
PennCNYV incorpora multiples parametros, como la inten-
sidad de la sefial total o LRR (del inglés, ““leucine-rich re-
peat”), los valores de la relacion de intensidad alelica BAF
(del inglés, /B allelic frecuency”’) de cada marcador para
cada individuo y la frecuencia de poblacion de SNP (del
inglés, ““Single nucleotide polymorphism”’).[8]

Los valores de LRR y BAF de cada marcador para cada
muestra se generan a partir del paquete de software Illu-
mina Genome Studio utilizando el archivo de agrupa-
miento predeterminado (Illumina Inc, Estados Unidos).
La identificaciéon de CNVR se puede realizar mediante un
script de Python personalizado.[9]

2.3. Validacion usando PCRq

La validacién de los CNV identificados se debe llevar a
cabo por PCRq (PCR cuantitativo en tiempo real) de esta
forma se excluyen errores.

Con la PCRq se puede realizar en un ensayo de un paso o
de dos pasos (Figura 3). Los ensayos de un solo paso com-
binan la transcripcién inversa y la PCR en un solo tubo y
tampon, utilizando una transcriptasa inversa junto con una
ADN polimerasa. La PCRq de un paso solo utiliza cebado-
res especificos de secuencia. En los ensayos de dos pasos,
los pasos de transcripcion inversa y PCR se realizan en tu-
bos separados, usando tanto primer especificos de secuen-
cias como al azar, con diferentes tampones optimizados,
condiciones de reaccion y estrategias de cebado[10].

2.4. Diseno de Primer

Los cebadores de PCR para el paso qPCR de RT-qPCR de-
berian disefiarse idealmente para abarcar una unién exén-
exén, con uno de los cebadores de amplificacién que po-
tencialmente abarcan el limite real exdén-intrén (Figura
4).Este disefio reduce el riesgo de falsos positivos de la am-
plificacion de cualquier ADN gendmico contaminante, ya
que la secuencia de ADN gendmico que contiene el intron
no se amplificaria.

Figura 3: One-Step vs. Two-Step RT-gPCR. Imagen obtenida de la

web Thermo Fisher Scientific. [11]

genomic NO
DNA = > product
exon 1 intron exon 2

CcDNA

exon 1 exon 2

Figura 4: Disefo del cebador para el paso PCRqg. Imagen adaptada
de la web Thermo Fisher Scientific. [11]

3. RESULTADOS

Los resultados de diversos estudios indican que las CNV
afectan ampliamente a los genes y a su expresion, siendo
la principal fuente de variacion de la dosis génica en hu-
manos (hasta un 88% de la variabilidad). Dicha variacién,
ademas, influye fuertemente en los niveles de expresion.
[12]

Respecto al papel de estas variantes y su asociaciéon gené-
tica con algunas enfermedades, se ha reportado que la in-
sercion-delecion, GCTGT—A (el alelo A es de riesgo) loca-
lizada en la region 3 “UTR del gen TNFSF13B (el cual codi-
fica para la citocina factor activador de células B) confiere
riesgo para desarrollar esclerosis multiple y LES (Lupus
eritematoso sistémico) en pacientes de diversos paises de
Europa. Es importante mencionar que la variante A de la
insercion-delecion GCTGT—A genera un mARN corto que
evita ser inhibido por un microARN (un regulador nega-
tivo de la expresion de diversos mARN a nivel postrans-
cripcional), lo cual lleva a mayor produccion de citocina
factor activador de células B soluble en estos pacientes,
causando susceptibilidad para su desarrollo.[12]

Por otro lado, la insercién CTTTA localizada en la regién 3’
UTR del gen LEPR esta asociada con aumento de peso cor-
poral, mientras que la insercién de 45 pb localizada en la
region 3’ UTR del gen UCP2 (que codifica para una pro-
teina desacoplante que actiia como un transportador mito-
condrial y regulador de la homedstasis energética y termo-
génesis) ha sido asociada con alteraciones en el indice de
masa corporal y el peso corporal después de la alimenta-
cion. Otro estudio evalud un grupo de CNVs en diversos
genes de pacientes con cancer colorrectal; se detectd que
estas variantes en los genes ACE, UCP2, TYMS, IL4,
NFKB1, CASP8, TP53, HLAG, UGT1Al y SGSM3 estan
asociadas con susceptibilidad y otros rasgos clinicos. Otras
pequenas inserciones y deleciones localizadas en los genes
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PPP3R1, PARP1, premiR3131, COL1A2, HLA-G han mos-
trado asociacion con susceptibilidad para enfermedad ar-
terial coronaria, melanoma, carcinoma hepatocelular, os-
teoporosis y LES, respectivamente. [13]

No obstante, hay otros importantes estudios de CNVs en
bovinos que confirman que los CNV también estan impli-
cados de manera positiva en el organismo. Atendiendo a la
naturaleza de los genes encontrados en las regiones con
CNV, se comprob6 que estos genes participaban, en su
mayoria, en la respuesta ambiental, en funciones senso-
riales o en el sistema inmunolodgico, en concreto, genes del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad (CMH). Esto se
debe a que al modificar el nimero de copias de los genes
afectados se traduce, por ejemplo, en una mejor adaptaciéon
al ambiente o en un aumento

de alguna molécula del sistema inmune y, asi, una mejor
defensa a agentes patogenos. Por lo tanto, son modifica-
ciones que se han seleccionado positivamente en la evolu-
cion. Como se ha mencionado antes, los genes altamente
conservados, como son aquellos que codifican a las
proteinas de produccién de la leche o proteinas relaciona-
das con la lactancia, no se encuentran en estas regiones,
debido a que las modificaciones en dichos genes se han se-
leccionado negativamente.[14]

4. APLICACIONES FUTURAS

Algunos ejemplos de aplicaciones serian la optimizacién
ganadera, como la mejora en la produccion de leche o carne,
favorecer la adaptacion del ganado a nuevos ambientes
haciéndolo mas inmunocompetente y capaz de resistir es-
treses, o incluso hacerlo mas fértil para asi obtener una
mayor cantidad de descendientes.

En humanos, por ejemplo, se han detectado CNVs en pa-
cientes con autismo, deficiencias mentales o incluso com-
portamientos de autolesion, por lo que podria plantearse
su utilizacion como marcadores para detectar este tipo de
condiciones. Por ultimo mencionar que estas técnicas se-
rian de gran utilidad en la medicina personalizada con fi-
nes terapéuticos.

5. CONCLUSIONES

Lo primero que hay que destacar es que los genes que en-
contramos en regiones afectadas por CNVs son mas pro-
pensos a sufrir cambios no sinénimos, es decir, cambios no
silenciosas y, si ademas tenemos en cuenta que la mayoria
de estos genes estaran relacionados con la respuesta
inmune y la adaptaciéon ambiental, podriamos establecer
que las CNVs son motores de evolucidn. Vedmoslo con un
ejemplo: si tenemos un organismo en el que un gen rela-
cionado con el sistema inmune, como uno de produccion
de interferon, sufriera una CNV, en este caso pongamos
que una duplicacion, dicho organismo seria mdas inmuno-
competente que el resto de miembros de su especie, lo que
le conferiria una ventaja frente a estos. Si ademas tenemos
en cuenta que, tras la duplicacién, podria sufrirse un cam-
bio no sindnimo, lo que significaria que la proteina para la
que dicho gen codificase tuviera una cadena aminoacidica

ligeramente distinta, esta nueva proteina puede ser clave
para una mejor adaptacion de nuestro organismo a un am-
biente nuevo, por lo que seria positivamente seleccionada
por la evolucién y transmitida a sus descendientes. Asi
pues, este tipo de variaciones estructurales podrian consid-
erarse como un importante motor de evolucion.
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La vacuna contra la cocaina, una realidad no
tan lejana

Laura Arbeloa Gémez, Jaime Alvarez Vidal

Resumen—La cocaina supone, mas alla del abuso recreativo, un problema social. Es por ello que, en las Ultimas décadas se
ha visto necesario un plan de accién contra este problema. Las vacunas antidroga han sido positivamente valoradas en los
ultimos afios como una potencial terapia para ayudar a las personas que tienen graves problemas de drogodependencia.
En especial, los ensayos de una vacuna contra la cocaina estan adquiriendo una gran relevancia y a pesar de que su
desarrollo esta pasando por dificultades metodolégicas, parece tener un futuro prometedor, que podria suponer un alivio
para muchas familias y poblaciones afectadas por todos los problemas sociales y econémicos que hay tras la cocaina.

Palabras Claves— Adicciones, Cocaina, Drogas, Tratamiento, Vacunas antidroga.

* Los autores han contribuido en igual medida a la elaboracién de este trabajo.

1. INTRODUCCION

1 abuso de sustancias psicotrépicas constituye un

problema social de gran escala y que afecta a gran

parte del mundo. La distribucién de estas sustancias
ilegales, entre ellas la cocaina, se ha convertido en uno de
los mercados negros mas potentes y fomenta a las victimas
de adiccion a llevar a cabo actividades ilegales. Esto afecta
tanto a los adictos como a todo el entorno que les rodea.
Problemas familiares o pérdidas de empleo son solo
algunas de estas consecuencias negativas [1].

En Espafia, aproximadamente uno de cada diez
individuos afirma haber consumido alguna vez cocaina en
polvo, este porcentaje ha aumentado en los dltimos afios,
situdndose la edad media de inicio de consumo en torno a
los 21 afios. Este consumo se encuentra mas extendido en
hombres que en mujeres [2]. Estos datos muestran un
alarmante problema, a pesar de su ilegalizacion, el
porcentaje de consumidores es amplio. Debido a la gran
morbimortalidad que esto puede conllevar, se ha intentado
abordar el problema desde distintas perspectivas médicas.
Las vacunas han sido tipicamente empleadas para tratar
enfermedades infecciosas, sin embargo, gracias al
conocimiento inmunolégico y neuroquimico de su
funcionamiento surgié una posible estrategia en su empleo
para otro tipo de afecciones como pueden ser, el
Alzheimer, la obesidad o las adicciones.

Alrededor de los afios 1970, ante un aumento del
consumo de drogas ilegales en Estados Unidos, se
comenzaron a estudiar modificaciones en sustancias
adictivas que pudieran desencadenar una respuesta
inmunitaria, estableciéndose en 1974 el Instituto Nacional
sobre el Abuso de Drogas (NIDA). Las vacunas que
proponian se basaron en que las drogas de abuso conducen
a la recompensa y el refuerzo al ingresar rdpidamente al
cerebro y unirse a los receptores neuronales en vias
cerebrales muy especificas. Se propuso que los anticuerpos
tipo IgG especificos de antigeno generados a partir de la
vacunacion capturen el farmaco antes de que pueda cruzar
la barrera hematoencefélica, evitando asi la activacién de
las vias de refuerzo [3].

Para ello se basaron en los estudios de Spector y
Parker, realizados a finales de la década de 1960, que, a
partir de morfina, desarrollaron un farmaco que generé
anticuerpos en roedores, dando moléculas demasiado
grandes para atravesar la barrera hematoencefalica [4]. Sin
embargo, en ese momento no se repard en la importancia
de estos hallazgos y el trabajo se detuvo [5].

En los afios 1990, la alta tasa de recaidas entre los
consumidores de drogas hizo necesario el desarrollo de
nuevas opciones de tratamiento y se reanudaron los
intentos de desarrollar vacunas. Se ha investigado para el
desarrollo de vacunas frente a la nicotina, los opioides, la
metanfetamina y la cocaina. En este articulo se tratara de
explicar como es posible el desarrollo de esta tltima
vacuna ademas de abordar los avances en la investigacion
de este tratamiento.

2. VACUNAS ANTI-COCAINA
2.1. La cocaina

La cocaina o benzoilmetilecgonina (Ci7H21NOy) [Fig.1] es
un alcaloide tropédnico, que se presenta cominmente como
un polvo blanco cristalino. Su masa molecular es de
303,353 g/mol y su punto de fusién es de 98 °C. Su sintesis
se realiza a través de la hoja de coca natural utilizando
adyuvantes o mediante sintesis quimica de novo a partir de
otros alcaloides. En 1859, se aisl6 el ingrediente activo en
coca, nombrado cocaina, y se consider6 un farmaco
benigno hasta el comienzo del siglo XX, cuando se
reconocieron los aspectos negativos de su uso. Las vacunas
anti-cocaina comenzaron a fabricarse en la década de 1990.

En 1995 se desarroll6 la primera vacuna contra la
cocaina, sintetizando un hapteno con una proteina
conectora. Cuando se administr6 cocaina a ratas
vacunadas, se observd supresion de la actividad
locomotora y se encontraron niveles bajos de cocaina en el
cerebro [6].
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Fig 1. Molécula de cocaina.

2.2. Tratamientos actuales
Los avances en la comprensién de la neurobiologia de la
adiccion a la cocaina han permitido el desarrollo de
diversos medicamentos que han demostrado -efectos
prometedores en ensayos clinicos, agonistas de la
dopamina, medicamentos glutamatérgicos y
medicamentos colinérgicos como la galantamina [7].

A pesar de esto, a dia de hoy la FDA (Food and
Drug Administration) no ha aprobado ningtn tratamiento
para el abuso de cocaina, lo que deja a los pacientes
unicamente con la terapia psicolégica, que consiste en
combinar terapias grupales e individuales, para poder
superar este trastorno drogodependiente [8].

2.3. Farmacocinética de la cocaina

Algunas de las cuestiones de mayor importancia para el
desarrollo de vacunas anti-cocaina, son la vida media del
anticuerpo después de unirse en circulacién y la
farmacocinética del formaco. Se ha demostrado que la vida
media de un anticuerpo unido a pequefias moléculas de
hapteno, como las drogas, no se ve afectada en un modelo
animal [1]. Con respecto a la vida media del farmaco en si,
la cuestioén es mas compleja y depende de las propiedades
y metabolitos especificos de la sustancia [9].

Para la cocaina, la vida media de la droga en
circulacién permanece casi igual en presencia o ausencia
de anticuerpos, esto sugiere que su metabolismo en el
torrente sanguineo no se inhibe al unirse al anticuerpo.
Todo esto deriva en que la cocaina sea un objetivo
potencialmente ideal para una vacuna, ya que los
anticuerpos podrian unirse de nuevo al fdrmaco activo una
vez que se elimine la dosis inicial [1]. Sin embargo, una
caracteristica critica de la farmacodindmica de la cocaina es
que su abuso depende de la rdpida ocupacién de los
transportadores de dopamina en el sistema nervioso
central, lo que aumenta rapidamente la dopamina
mesolimbica e induce una acumulacién de dopamina en
los centros de recompensa del cerebro [10].

2.4. Estudios preclinicos y ensayos clinicos
realizados hasta el momento.

La administracién de un inmunoconjugado farmaco-
proteico que activa el sistema inmunolégico puede generar
anticuerpos altamente especificos que minimicen
eficazmente la penetraciéon del farmaco en la barrera
hematoencefalica y, por tanto, las concentraciones en el
sitio de accién. La evaluacién preclinica de las vacunas

parala adiccién a la cocaina ha aludido a los posibles éxitos
de este enfoque [11]. La principal vacuna en la que se han
desarrollado ensayos clinicos se denomina TA-CD, basada
en la toxina B del cdlera.

En el ensayo de fase I, fue capaz de inducir
anticuerpos especificos contra la cocaina en los sujetos
vacunados. Ademas, se informé de una atenuacion en su
experiencia subjetiva y en la euforia experimentada ante el
consumo de cocaina. Los tnicos efectos adversos
encontrados fueron unos pocos sujetos con taquicardia
leve, temperatura elevada o hipertensién. Al comparar la
vacunacién con dosis bajas y altas se observé una menor
tasa de recaida en el consumo en los sujetos con la dosis
alta (89% frente a 43%).

En el ensayo de fase II se utilizaron cinco
inyecciones de 360 g, aproximadamente un tercio de los
sujetos alcanzé niveles de anticuerpos suficientes para
bloquear la mayoria de las dosis de cocaina esperadas. Este
grupo anticuerpos altos presenté mas orina libre de
cocaina que el grupo de anticuerpos bajos o los grupos
tratados con placebo. El nivel de anticuerpos permanecioé
elevado durante 3 meses después de la tltima vacunacién
y no surgieron problemas de seguridad [3].

El ensayo clinico de fase III, un estudio
multicéntrico, doble ciego, aleatorizado, controlado con
placebo y de 24 semanas de duracién, incluyé a 300
personas dependientes de la cocaina. Se midi6 la cantidad
de anticuerpos anti-cocaina IgG presentes en la orina, y se
observé que no habia diferencia significativa entre los
pacientes a los que se les habia administrado la vacuna y
los tratados con placebo, ademas, ambos grupos lograron
niveles similares de abstinencia. No se registré ningin
efecto adverso grave relacionado con la vacuna. Esto
demostré que, a pesar de ser segura, su eficacia era escasa.

Dado el fracaso de este ultimo ensayo, fue
necesario redisefar la formulacién de la vacuna existente
para aumentar la inmunogenicidad y conseguir un
tratamiento eficaz ante la adiccién a la cocaina mediante
inmunoterapia [12].

2.5.Ensayos clinicos futuros

Ante el fracaso de los ensayos de la vacuna anterior, se
comenz6 a desarrollar una nueva vacuna, denominada
dAd5GNE, basada en un andlogo de la cocaina (GNE)
unido covalentemente a las proteinas Ela, E1b y E3 de
adenovirus serotipo 5, ademas se le incluyé en gen LacZ
para permitir una evaluacion rdpida y sensible de la
infectividad viral en modelos animales. La vacuna
dAd5GNE ha sido probada en ratones y en primates no
humanos, obteniéndose en ambos casos unos niveles de
anticuerpos de IgA elevados, y ademas se comprobé que
habia una disminucién de los niveles de cocaina en el
cerebro de dichos animales y que también se veia reducida
la hiperactividad del sistema locomotor inducida por el
abuso de cocaina. También se observé que la reduccién de
cocaina en el cerebro era similar en los modelos que
recibieron una tnica dosis diaria y aquellos que recibieron
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tres [13]. Ante estos resultados, en el afio 2016 comenzé en
Estados Unidos un ensayo clinico para evaluar la
seguridad y la eficacia de esta vacuna. Se trata de un
estudio de fase I doble ciego, controlado con placebo.
Promete provocar una respuesta inmunolégica, creando
asi anticuerpos anti-cocaina que evitan que esta llegue al
cerebro. Se prevé que este ensayo finalice para el afio 2025
[14].

3. CONCLUSIONES

La cocaina es actualmente un problema acuciante en la
mayor parte del mundo, tanto por el abuso de la sustancia
en si como por la importancia socio-econémica y la
delincuencia que se le asocia. Asi, es necesario tomar
medidas para combatir su abuso y poder disminuir su
impacto negativo. Las vacunas anti-cocaina se presentan
como una oportunidad clave para disminuir el abuso de la
cocaina y sus consecuencias, asi como, incluso, si es
posible, llegar a conseguir una vacuna preventiva que
pudiera aplicarse a los grupos de poblacion de riesgo,
previo estudio por parte de profesionales tanto sociales
como judiciales, sin embargo, a dia de hoy, esto esta lejos
de ocurrir pues con las vacunas actuales los anticuerpos
producidos sélo persisten en el cuerpo unas pocas
semanas, de manera que sélo podrian ser efectivas en
pacientes comprometidos con su tratamiento. Ademas, en
caso de obtener una vacuna efectiva en la prevencion de la
adiccion, existen problemas judiciales a la hora de localizar
a los grupos de riesgo, pues podrian estar sometidos a
discriminacién, ocasionando un problema ético atin sin
resolver para planificar una estrategia de vacunacién.

Los avances conseguidos hasta ahora son
fundamentales en la bisqueda de una vacuna eficiente y
segura. Sin embargo, es necesario continuar investigando
e invirtiendo en este camino. Su desarrollo en un futuro
podria ser clave no solo para el abuso de la cocaina en este
caso, sino el principio de un nuevo tipo de tratamiento ante
diferentes drogas de abuso.
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Gas mostaza: la otra cara del enemigo

José Antonio Herrera Gavilan

Resumen— El gas mostaza fue usado como arma quimica durante la Primera Guerra Mundial. Sin embargo, una exposicion
casual a este compuesto supuso el origen de una nueva era en la lucha contra el cancer. Asi nacié la quimioterapia.

Palabras Claves— Gas Mostaza, Fritz Haber, Quimioterapia, Agente Alquilante, Cancer.

1. INTRODUCCION

| gas mostaza fue considerado una de las armas mas

destructivas durante la Primera Guerra Mundial. En su

forma pura y a temperatura ambiente se encuentra en
estado liquido siendo incoloro. Sin embargo, en aquella
época contenia gran cantidad de impurezas, y por ello, en
forma gaseosa, presentaba un color mostaza y un olor
similar al ajo o al rdbano picante [1], [2].

El gas mostaza es una sustancia altamente vesicante, es
decir, capaz de producir grandes quemaduras y ampollas,
siendo sus efectos devastadores. Al ser inhalado, el gas
mostaza irrita la mucosa de la tradquea y afecta especial-
mente a bronquios, pulmones y ojos. Sin embargo, un
descubrimiento accidental supuso el origen de un trata-
miento radicalmente nuevo contra una de nuestras peores
pesadillas: el cancer. De esta manera, el gas mostaza pas6
del campo de batalla de las trincheras durante la Primera
Guerra Mundial a usarse en la primera linea en la lucha
contra el cancer [1], [2], [3].

2. HISTORIA

Hace cien aflos comenzé un gran conflicto que cambiaria
el mundo para siempre. La Primera Guerra Mundial, deja-
ria a 17 millones de personas fallecidas o desaparecidas
en accion. Todo se agravd aun mas debido al empleo de
quimicos industriales.

En julio de 1917, las tropas con base en Ypres, Bélgica,
notificaron la presencia de una nube color mostaza al-
rededor de sus pies y un extrafio olor a ajo en el aire. En
24 horas desarrollaron ampollas y llagas horribles. Al-
gunos comenzaron a toser sangre [1], [2], [3], [4].

Fig 1. Gas mostaza en el campo de batalla [4].
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Habian sido envenenados por gas mostaza, una de las
armas quimicas mas mortiferas desplegadas en la batalla.
Y debido a que el gas mostaza se puede absorber a través
de la piel, las méascaras antigas resultaron inutiles. Incluso
aquellos soldados que se encontraban completamente
vestidos estaban desprotegidos [4].

A continuacién, en la figura 2 se muestra la estructura
quimica del gas mostaza.

S S

Fig 2. Estructura quimica del gas mostaza [5].

Como se puede observar, el gas mostaza presenta un
atomo de azufre, de ahi que también reciba el nombre de
mostaza sulfurada.

El gas mostaza fue uno de varios gases desarrollados
por Fritz Haber, profesor de la prestigiosa Universidad de
Karlsruhe. Haber fue un quimico brillante que inventd un
proceso para la produccién a escala industrial de fertili-
zantes a base de amoniaco. Este brillante descubrimiento,
conocido como el proceso Haber, jugd un papel muy im-
portante para evitar las hambrunas en todo el mundo y le
valio el Premio Nobel de Quimica en 1918. Pero el papel
de Haber en el desarrollo de armas quimicas significa que
su legado siempre tendra su lado oscuro. Incluso después
de la guerra, Haber promovié con entusiasmo el uso de
gas venenoso Y sus colegas producirian otros gases mor-
tales. De hecho, algunos conocen la Primera Guerra Mun-
dial como la guerra de los quimicos. Pero la historia del
gas mostaza no acabd ahi. Y tiene un final mas brillante
de lo que piensas [1], [2], [3], [4].

3. PRIMERAS INVESTIGACIONES

Con la Segunda Guerra Mundial al acecho, los investiga-
dores de la Universidad de Yale, en Estados Unidos, inten-
taron crear algun antidoto contra el temido gas mostaza.
Dos de ellos, Alfred Gilman y Louis Goodman, analizaron
los expedientes médicos de aquellos soldados que habian
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estado expuestos al gas mostaza. Descubrieron una dis-
minucién significativa en el nimero de los gldbulos blan-
cos [6]. Este hecho accidental llevd a la aparicién de un
tratamiento completamente nuevo contra uno de nues-
tros peores enemigos: el cancer.

Comenzaron sus investigaciones con ratones que pre-
sentaban linfomas, un tipo de cancer derivado de una
proliferacion excesiva e incontrolada de células linfoides.
Tras unos resultados prometedores en animales, decidie-
ron probar en humanos, concretamente en un paciente
que también padecia un linfoma. El resultado fue especta-
cular y el paciente, conocido bajo las siglas J.D., mostré
una reduccion muy importante de las células tumorales,
aunque de manera transitoria (tras un tiempo volvié a
reproducirse) [6].

Los estudios realizados en la Universidad de Yale se
publicaron en 1946, y se llevaron a cabo otros acerca de
los mostrazas nitrogenadas, hecho que dio lugar a la sin-
tesis de los primeros agentes alquilantes como la meclo-
retamina, inaugurando asi los farmacos derivados del gas
mostaza [6].

4. FARMACOS DERIVADOS DEL GAS MOSTAZA

Entre los farmacos derivados del gas mostaza podemos
encontrar la mecloretamina, el clorambucilo, el melfalédn o
la ciclofosfamida, los cuales son analogos de la mostaza
nitrogenada, de ahi que presenten un atomo de nitrégeno
en lugar de uno de azufre.

Todos estos farmacos son denominados agentes al-
quilantes y son los mas utilizados en quimioterapia anti-
neoplasica, al dafar el ADN e interferir en la replicacién
celular. Estos farmacos ejercen su accion durante todo el
ciclo celular, pero son mas activos sobre las células en
rapida division [7].

4.1.Mecloretamina

La mecloretamina, también denominada clormetina, es un
farmaco que se administra por via tépica e intravenosa.
Cuando se combina en una formulacién topica también se
puede usar para tratar enfermedades de la piel.

Forma parte de la quimioterapia de combinacién MOPP,
junto con la vincristina, la procarbazina y la prednisona,
constituyendo la primera combinacién para tratar el lin-
foma de Hodgkin [8], [9], [10].

A continuacién, se muestra su estructura quimica.

Cl\/\N/\/CI
|

Fig 3. Estructura quimica de la mecloretamina.
Modificado de [5].

4.2. Melfalan

El melfalan es un farmaco administrado por via intraveno-
sa. Es usado en el tratamiento de diferentes tumores ma-
lignos como el melanoma (cancer de piel), sarcomas de
tejidos blandos de extremidades, mieloma multiple (un
tipo de cancer de la médula 6sea), cancer de ovario y neu-
roblastoma (cancer del tejido nervioso) [8], [9], [10].

En la siguiente imagen, se muestra su estructura qui-
mica.

(0]
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Fig 4. Estructura quimica del melfalan.
Modificado de [5].

4.3. Clorambucilo
Por su parte, el clorambucilo es un farmaco que se admi-
nistra por via oral. Es usado en el tratamiento de la leu-
cemia linfocitica crénica (LLC), el linfoma de Hodgkin y el
linfoma no Hodgkin [8], [9], [10].

A continuacién, se presenta su estructura quimica.

0]

Cl

Fig 5. Estructura quimica del clorambucilo.
Modificado de [5].

4.4, Ciclofosfamida

La ciclofosfamida es un farmaco administrado por via oral
e intravenosa. Es usado en monoterapia o combinado
junto a otros agentes de quimioterapia para tratar varias
clases de linfoma, como el mieloma multiple o la leuce-
mia. También se usa como tratamiento de tumores soli-
dos, como el cancer de ovario o el mama. También es
usado en enfermedades autoinmunes como la artritis
reumatoide [8],[9], [10].

En la imagen, se muestra su estructura quimica.

Fig 6. Estructura quimica de la ciclofosfamida.
Modificado de [5].

23



AGENTES ALQUILANTES

5. MECANISMO DE ACCION DE LOS AGENTES
ALQUILANTES

Todos los agentes alquilantes provocan su accion citotéxi-
ca debido a la capacidad que tienen para formar enlaces
covalentes entre sus grupos alquilo y numerosas molécu-
las de caracter nucledfilo que se encuentran en las células,
en especial las bases nitrogenadas del ADN. De este mo-
do, van a ser capaces de bloquear la replicacion y la trans-
cripcion del ADN celular y por consiguiente, impiden que
se lleve a cabo la mitosis y la sintesis de proteinas, desen-
cadenando la muerte celular. Un aspecto de gran relevan-
Cia es que estos agentes actian con mayor especificidad
en el nitrégeno 7 de la guanina [7].

A continuacién, se muestra un esquema en el que se
ilustra el proceso descrito.

| Alkylation

Inter-strand
crosslinking

Cell
; dg_alh

Dead cell

Live cell

Fig 7. Proceso de alquilaciéon del ADN. Modificado
de [11].

6. EFECTOS ADVERSOS

Los agentes alquilantes tienen en comun la toxicidad oca-
sionada en la médula désea en forma de mielosupresion e
inmunosupresiéon (disminucién de la actividad de la mé-
dula 6sea), asi como en las células de las mucosas donde-
produce ulceracion. También producen efectos negativos
en el sistema nervioso central, los cuales se manifiestan
con nduseas y vomitos, especialmente tras la administra-
cion de las mostaza nitrogenda por via intravenosa.

Este grupo de farmacos son altamente leucemogenos,
es decir, son capaces de producir leucemia asociada gene-
ralmente con deleciones de tipo parcial o total de los
cromosomas cinco o siete. La incidencia llega al maximo
alrededor de cuatro anos después del tratamiento y pue-
de afectar hasta en el 5% de los pacientes [12].

7. CONCLUSIONES

El gas mostaza es un claro ejemplo de cabeza de serie o
prototipo, es decir, sirvi6 como base para intentar obtener
derivados Utiles en farmacologia con actividad mejorada
mediante la modificacién de su estructura quimica. Lo que
surgié como un claro enemigo en la Primera Guerra Mun-
dial, acabd siendo uno de los grandes avances de la me-
dicina.

Y asi nacio la quimioterapia, un tratamiento a ba-
se de un farmaco derivado de un compuesto quimico di-
seflado para matar, que hoy en dia salva muchas vidas.
Pero la quimioterapia no es la Unica forma con la que se
puede tratar el cancer en la actualidad. Y cualquiera que
haya pasado por esta situacion sabe que, a pesar de dé-
cadas de evolucién alejandose de las trincheras, sigue

siendo, para muchos, una experiencia muy dificil y des-
agradable. De esta manera se han desarrollado, y seguiran
desarrollandose, tratamientos cada vez mas dirigidos a
objetivos especificos del cancer, asi como inmunoterapias,
disefadas para activar nuestras propias defensas. Pero por
ahora, todavia hay un lugar para la quimioterapia, una de
las primeras armas quimicas en nuestro creciente arsenal
contra el cancer.
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Organoides: potenciales herramientas
biomédicas en miniatura

Olimpia Lopez Faba

Resumen—Los clasicos modelos de investigacion in vitro junto con el uso animales de experimentacion, se estan viendo
recientemente sustituidos por una novedosa herramienta capaz de recrear los complejos microambientes que engloban a
tejidos y 6rganos humanos. Se trata de organoides, érganos en miniatura en 3D que, aun lejos de ser perfeccionados, ofrecen
grandes oportunidades a la investigacion biomédica y farmacolégica: una mejor comprensién de mecanismos fisiolégicos
implicados en enfermedades humanas y un mas preciso disefio de farmacos, tratamientos y terapias.

Palabras Clave— Organoides, Biomedicina, Enfermedades, Farmacos, Cultivos 3D.

1. INTRODUCCION

esulta cada vez mas evidente el creciente desarrollo

de nuevas y potentes herramientas biomédicas, posi-

ble gracias a un sostenido esfuerzo en inversién cien-
tifica y a una estrecha colaboraciéon entre hospitales y
empresas, industrias y universidades. Los articulos publi-
cados diariamente sobre avances en Inmunologia (mas de
21.000 publicaciones en PubMed en 5 meses) o Medicina
Regenerativa, ponen de manifiesto este destacado creci-
miento.

Sin embargo, no todo son buenas noticias en este es-
cenario. El entendimiento de la expresién génica y los
mecanismos implicados en enfermedades emergentes [1]
y tumorogénesis, asi como la busqueda de farmacos con-
tra dianas moleculares contindan siendo un reto para
cientificos de todo el mundo.

El estudio de enfermedades humanas /n vitroimplica la
formacion de cultivos celulares en 2D o 3D a partir de
células y tejidos humanos aislados. Para ello, es necesario
un refinado control de factores tan complejos como el
microambiente, la distribucion espaciotemporal del oxi-
geno y los nutrientes, o las interacciones célula-célula,
célula-medio y célula-matriz [2]. Por su lado, el uso de
modelos animales presenta limitaciones de accesibilidad
para la imagen y el control de variables, ademas de una
clara diferencia con la biologia humana [3].

Afortunadamente, investigadores de disciplinas como
Bioingenieria, Bioquimica o Ingenieria mecanica estan
trabajando en el desarrollo y mejora de una nueva herra-
mienta capaz de reproducir fielmente aspectos fisioldgi-
cos Y fisiopatolégicos de 6rganos humanos, con vistas a
producir modelos personalizados capaces de preservar las
caracteristicas de cada individuo. ;De qué se trata?

2. UNA BREVE PRESENTACION

2.1. Organoides. ¢ Qué son?
De la palabra "érgano” y el sufijo “-oide”, que significa
“con forma de” o “semejante”, los organoides son estruc-

Il

Olimpia Lopez Faba. Grado en Biotecnologia. Universidad Pablo de
Olavide. olopfab@alu.upo.es

turas multicelulares tridimensionales sintetizadas in vitroy
capaces de recrear la estructura y las funciones de tejidos
in vivo.

Procedentes de células aisladas de tejido maduro, célu-
las madre pluripotenciales inducidas o células madre em-
brionarias, se reorganizan de forma espontanea tras un
proceso de diferenciacion celular controlado mediante
factores de crecimiento y nutrientes. Aun no siendo capa-
ces de imitar érganos al completo, reproducen partes de
éstos, representando un sistema modelo de elevada com-
plejidad.
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Fig 1. Jerarquia de organizacion de sistemas modelo en
ciencias de la vida (A) frente a la disposicién del cuerpo
humano (B) segun la escala métrica, la complejidad de
los cultivos y las técnicas bioquimicas implicadas.
Adapatado de (Yin et al., 2016) [4].

2.2. {Como se forman?

En primer lugar, se lleva a cabo el aislamiento de las célu-
las que formaran el esqueleto del organoide. Para evitar
que el cultivo en 3D de estas células entre en contacto
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directo con la placa de plastico, se afade otro elemento
indispensable, la matriz o scaffold. Se trata de hidrogeles
bioldgicos o sintéticos que imitan a la matriz extracelular
natural. La mas usada es Matrigel, una mezcla proteica
heterogénea y de aspecto gelatinoso secretada por las
células Engelbreth-Holm-Swarm de sarcoma de raton.
Entre este cocktail de proteinas hay presentes proteinas
adhesivas como laminina o coladgeno, cuya funcion princi-
pal es la de servir de soporte y proporcionar las sefales
propias de la matriz extracelular natural a las células.

En otros casos, las células no se disponen sobre una
matriz; en su lugar las células son cultivadas en pequefias
gotas de un medio de cultivo definido que pende de una
placa por gravedad y tensién superficial. Otra opcién para
la formacion de la estructura 3D es a partir de una interfa-
se aire-liquido, donde las células se cultivan en una capa
basal de fibroblastos o Matrigel inicialmente sumergidas
en un medio que se evapora progresivamente [5].

Las células son posteriormente autoorganizadas si-
guiendo patrones espaciotemporales especificos gracias a
la adicion de factores de crecimiento propios del nicho de
cada tipo de érgano.

3. ORGANOIDES MODELO

Estableciendo la linea temporal de acontecimientos clave
en el desarrollo de organoides, se observa un exponencial
progreso. Desde descubrimientos basicos a principios del
siglo XX, hasta la mas actual formacioén de organoides de

TABLA1
AVANCES CLAVE EN EL DESARROLLO DE
ORGANOIDES
Ano Avances
1907  Autoorganizacion de células de esponjas
1944  Experimentos de agregacion-disociacion con pronefros
disoaciados de anfibios
1960 Experimentos de agregacion-disociacion con érganos de
embrion de pollo
1981 Establecimiento de PSCs de embriones de ratéon
1998 Establecimiento de ESCs de blastocitos humanos
2006  iPSCs a partir de fibroblastos de raton
2008 Tejido en 3D del cortex cerebral a partir de ESCs
2009 Organoides instestinales a partir de ASCs intestinales
2010 Organoides gastricos
2011 Organoides retinales a partir de SCs de raton
2012 Organoides retinales a partir de PSCs humanas
2013  Organoides cerebrales, renales, hepaticos y pancreaticos
2014  Organoides pulmonares, prostaticos. Gastruloides
2015  Organoides de la gandula mamaria, trompas de Falopio e
hipocampo
2020 Organoides de glandula secretora de veneno de serpiente

Tabla de elaboracion propia. SCs (células madre), PSCs (células madre
pluripotenciales), ESCs (células madre embrionarias), iPSCs (células ma-
dre pluripotenciales inducidas), ASCs (células madre adultas).

glandulas de serpiente. ;Qué sera lo siguiente?

4. APLICACIONES BIOMEDICAS

Los organoides abren una nueva ventana en el estudio de
funciones génicas bésicas y procesos celulares. Ademas,
apunta hacia el logro de prometedores avances en inves-
tigacién traslacional. Entre las principales aplicaciones,
destacan:

*»  Modelado de enfermedades genéticas e infecciosas.
Destaca aqui el uso de organoides cerebrales para el
estudio de la microcefalia producida por el virus del
Zika [6], o el cocultivo de Helicobacter pylori con or-
ganoides gastricos para estudios epidemioldgicos.

»  Joxicologia. Presentan una clara ventaja en la evalua-
cion de la toxicidad de farmacos y la posibilidad de
determinar las dosis Optimas para tratar tumores sin
dafa tejidos sanos.

»  (ancer. A diferencia de los cultivos en 2D, los orga-
noides mantienen la heterogeneidad de los tumores,
resultando Utiles para el estudio de su evolucién. Es
posible la recreacién de varios tipos de tumores de un
mismo organo. Tal es el caso del higado con carcino-
mas hepatocelulares y colangiocarcinomas.

»  Medicina de precision y medicina regenerativa. La
combinacion de organoides con tecnologias de edi-
cion génica como CRISPR/Cas9 constituyen modelos
alternativos para el tratamiento de enfermedades de-
generativas hereditarias monogénicas. Por otro lado,
han demostrado una correcta compatibilidad al ser
transplatados en animales, como es el caso de orga-
noides del intestino delgado murino [7].

»  Descubrimiento de nuevos farmacos.

»  Creacion de biobancos para la conservacion de y dis-
ponibilidad de muestras bioldgicas.

Ductal carcinoma in situ Preventive mastectomy
X X

Tissue Organoid Tissue Organoid

oy .20] 20T S5
Fig 2. Representaciéon de una comparacion histolégica de tejido
con un carcinoma ductal in situ (izquierda) y una mastectomia
preventiva (derecha) con sus respectivos organoides. Se obser
va una mas definida geometria del organoide en el caso de la iz
quierda. Adaptado de (Sachs, 2018) [8].

5. LIMITES Y RETOS EN LA SINTESIS DE
ORGANOIDES

El desarrollo de estas pequeflas maquinas cuenta con
obstaculos moleculares y tecnoldgicos aun por superar.

La falta de tipos celulares complemetarios necesarios para
el correcto crecimiento celular dificultan el desarrollo de
los organoides, especialmente en aquellos derivados de
células madre adultas. Es necesario un enriquecimiento
del microambiente nicho con poblaciones de células me-
senquimales y del sistema inmunitario para superar esta
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cuestion y comprender mejor los mecanismos subyacen-
tes a algunas enfermedades. Variables fisicoquimicas co-
mo el pH o la concentracién de oxigeno también deben
ser finamente reguladas.

La aplicacién de un adecuado sistema de vasculariza-
cion [8] con moléculas angiogénicas (formadoras de vasos
sanguineos) para un aporte suficiente de nutrientes y oxi-
geno supone otro gran reto. Algunas estrategias actuales
para abordar esta carencia implican la neoangiogénesis,
consistente en la inyeccion de células endoteliales dentro
del sistema para promover la formacion de la vasculatura,
o la creacién de microestructuras en 3D con propiedades
mecanicas, geométricas y bioldgicas ajustables. Se esta
logrando la adicién de estas células vasculares a partir de
métodos de bioimpresién [9] y microfluidos.

Por otro lado, la heterogeneidad entre los individuos y
la diversidad de protocolos no estandarizados dificulta el
establecimiento de controles de calidad y, por consiguien-
te, el escalado de los organoides al nivel de érgano com-
pleto.

La ausencia de ejes anterior-posterior o ventral-dorsal
guias de la direccionalidad de los organoides se presenta
como otro limite, principalmente para organoides cere-
brales [10]. Algunas soluciones alternativas incluyen el uso
de fibras biocompatibles como PLGA o la produccién por
separado /n vitro de cada region del cerebro y su implan-
tacion en el organoide en el mismo orden.

6. CONCLUSIONES

La sorprendente evolucion en el desarrollo de organoides
pone de manifiesto el alcance de esta tecnologia en in-
vestigacion clinica y traslacional. Supone una revolucion
sin precedentes para el diagndstico y tratamiento de en-
fermedades humanas nunca antes abordadas. La facilidad
que ofrecen para la manipulacién del comportamiento
celular y el control genético, junto con todas las aplicacio-
nes revisadas, hacen de esta herramienta la candidata
perfecta para el comienzo de una biomedicina transfor-
madora.

Aun pendiente de mejora en algunos aspectos, una
mas profunda investigacion en la combinacién de orga-
noides y bioingenieria traera consigo el desarrollo de mo-
delos y plataformas de nueva generacion para estudios
fisiologicos mucho mas complejos.

Como en cada paso dado en Ciencia, algunas cuestio-
nes relevantes quedan a la espera de ser respondidas.

¢Supondran los organoides el fin de la experimenta-
cién animal? ;Lograran la simulacion de humanos al com-
pleto?

Todo parece apuntar a un mayusculo “si".
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Nanotecnologia en el campo de la Ingenieria
Tisular

Gloria Balboa Carmona, Sara Estévez Sanchez

Resumen— La Ingenieria de Tejidos es un campo cientifico en auge que se basa en la combinacién de conocimientos
biolégicos y de ingenieria con fines terapéuticos. Para su desarrollo, se emplean sustitutos celulares, matrices o andamios y
sustancias inductoras. Los avances en nanotecnologia se han incorporado a la ingenieria tisular para mejorar en concreto los
andamios tisulares con el empleo de nanomateriales. A continuacion, se muestra una breve descripcion de aplicaciones
concretas de nanomateriales en el campo de la Ingenieria Tisular dental, ésea, cutanea y en la liberacién de farmacos. Una
correcta aplicacion de la nanociencia en los campos descritos conllevara grandes avances en la Medicina Regenerativa y

Preventiva.

Palabras Claves—: Andamio, Biocompatibilidad, Ingenieria Tisular, Nanoparticulas de hidroxiapatita y Quitosano.

1. INTRODUCCION

La Ingenieria Tisular es una disciplina que utiliza la
combinacién de los conocimientos de la biologia y la

ingenierfa con fines terapéuticos. Se plantea como
una solucién diferente a los trasplantes tradicionales que
pretenden restaurar la funcionalidad de un 6rgano o tejido en
el paciente. En este campo se desarrollan sustitutos biologi-
cos para restaurar, mantener o mejorar la funcion de los teji-
dos. Para la creacion de estos se abordan tres estrategias:
sustitutos celulares, sustancias inductoras o la combinacion
de células y matrices [1]. En el caso de la ultima estrategia,
las matrices o scaffolds que se utilizan han de cumplir cier-
tas caracteristicas para poder promover la regeneracion tisu-
lar (biocompatibilidad, adhesion, migracion, proliferacion y
biodegradabilidad). También son de vital importancia las
propiedades mecénicas y la arquitectura de la matriz para
formar un microambiente idoneo que se asemeje a las es-
tructuras nativas del tejido u drgano que se quiere reempla-
zar [2].

La nanotecnologia toma un rol importante en la gene-
racion de andamios adecuados para la ingenieria tisular,
generando materiales nanoestructurados que imitan
componentes naturales de la matriz extracelular y pueden
suministrar sustancias como los farmacos.

A continuacién, se describen diferentes tipos de sinte-
sis y funcionalizacién de algunos nanomateriales que se
utilizan en ingenierfa tisular, ademads de algunas aplica-
ciones de estos en ingenieria de tejidos dental, 6sea, de
piel y de administracién de farmacos.

2. CARACTERISTICAS DE LOS NANOMATERIALES
USADOS EN INGENIERIA DE TEJIDOS

2.1. Sintesis de nanomateriales

La sintesis de nanomateriales es un proceso que ha de
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controlarse cuidadosamente, siendo necesario el desarro-
llo de métodos que controlen, fundamentalmente, el ta-
mafio y la forma de las nanoparticulas. Los métodos de

sintesis actuales para la creaciéon de nanomateriales apli-
TABLA 1
METODOS DE SINTESIS DE NANOMATERIALES

Meétodos quimicos Meétodos fisicos Métodos bioldgicos

Bacteria
Enzimas y biomolé-

Reduccion quimica Descarga de arco

Coprecipitacion Molino de bolas culas
Electroquimica Evaporacién-condensaciéon Hongos
Emulsion-Difusion Litografia Extractos de plantas
Descarga de alambre pul-
Poliol sado

Precipitacion salina Interfaz liquido-liquido

Pirolisis
Descomposicion tér-
mica

Pir6lisis en espray
Fase vapor y gas

Sonoquimica Evaporacién del solvente

Principales métodos de sintesis de nanomateriales.

cables a la ingenieria de tejidos se resumen en la Tabla 1.

2.3. Caracterizacion de nanomateriales

La caracterizacion de los nanomateriales incluye dife-
rentes técnicas basadas en propiedades concretas de los
nanomateriales tales como la carga de su superficie, su
concentracion, sus propiedades térmicas, su estabilidad y
biocompatibilidad. La importancia de este proceso radica
en el hecho de que las funciones de los nanomateriales
dependen estrechamente de las caracteristicas de estos,
por lo que conocer sus propiedades es indispensable para
su 6ptima aplicacién en ingenierfa de tejidos.

2.4. Toxicidad de nanomateriales

En la aplicacién de la nanotecnologia en el campo de
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la ingenierfa tisular se debe tener en cuenta, con especial
énfasis, la toxicidad que estos pudieran ocasionar en los
tejidos donde se implanten. En primer lugar, hemos de
conocer los efectos bioquimicos en los tejidos que tienen
la implantacién del nanomaterial y, en segundo lugar,
debemos cercionarnos de que sean transformaciones be-
neficiosas y nunca perjudiciales o que, al menos, los efec-
tos positivos contrarresten los negativos. Los mecanismos
de nanotoxicidad in vivo son numerosos, pudiendo in-
cluir, entre otros, inflamacién pulmonar y sistémica, acti-
vacién plaquetaria, variabilidad alterada de la frecuencia
cardiaca y disfuncién vasomotora [3]. Es fundamental,
por lo tanto, disefar estrategias que contemplen nanoma-
teriales no t6xicos y aptos para el proyecto de ingenieria
tisular en concreto que se pretenda desarrollar.

3. APLICACIONES DE NANOMATERIALES EN LA
INGENIERIA TISULAR

3.1. Aplicaciones de nanomateriales en ingenieria
tisular dental

Con la edad el tejido periodontal y la capacidad de au-
torreparacion disminuye, necesitando pues tratamientos
efectivos para reparar y restaurar la funcionalidad de los
tejidos dafiados. Avances en el desarrollo de nanomate-
riales metélicos y poliméricos han servido de apoyo al
tratamiento de estas patologias [4].

La periodontitis es una alteracién en la que se produce
inflamacién conduciendo a la pérdida de dientes en adul-
tos y a la destruccion del periodonto. Se han aplicado
composites basados en acido poli (lactico-co-glicélico)
(PLGA) para la regeneracion del tejido periodontal mos-
trando excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad.
Se utiliza una malla de PLGA a nanoescala sembrada con
células madre obtenidas del ligamento periodontal, y se
coloca en la herida periodontal para promover asi la for-
macién de tejido. Las células sembradas mantienen su
viabilidad, morfologia, fenotipo y muestran marcadores
osteogénicos regulados positivamente [5].

También se han aplicado nanoparticulas de quitosano,
silice y poli (e-caprolactona). Por ejemplo, las nanoparti-
culas de silice monodispersas reducen las uniones bacte-
rianas a superficies de poliestireno, polietileno y cloruro
de polivinilo, lo que indica que la presencia de estas des-
truye la formacién de biofilms bacterianas en los injertos.
Esto permite eliminar la necesidad de agentes biocidas

[6].

3.2. Aplicaciones de nanomateriales en ingenieria
tisular 6sea

Las nanoparticulas se proponen como materiales pa-
ra la ingenieria tisular 6sea debido a su biocompatibilidad
y bioseguridad, ademés de ser naturalmente degradables.
Sistemas disefiados en base a la nanotecnologia son capa-
ces de imitar con bastante similitud las estructuras obser-
vadas en el hueso.

Un ejemplo de ello podria ser un implante impreso
en 3D que libere simultdneamente farmacos anticancero-
sos y factores de crecimiento para la terapia antitumoral y
la osteogénesis [7]. El implante propuesto se realizé me-
diante el ensamblaje de un compuesto basado en polido-
pamina junto con nanoparticulas de hidroxiapatita en
andamios de gelatina impresos en 3D. Como principal
componente inorganico del tejido 6seo, las nanoparticulas
de hidroxiapatita han sido cada vez més populares en el
estudio de ingenieria de tejido 6seo. Estudios in vitro e in
vivo demostraron que el armazén disefiado posefa una
buena osteoinductividad para inducir la diferenciacién
6sea y asi promover la formacién de hueso nuevo. Las
aplicaciones biomédicas de este avance nanotecnolégico
son NuMerosas.

El quitosano es otro material popular en la ingenieria
de tejidos; sin embargo, frente a la ingenieria tisular 6sea
presenta limitaciones con respecto a su inductividad os-
teogénica y robustez mecénica. Por ello, se ha propuesto
su hibridacién con nanoparticulas de diéxido de titanio
(TiO,) para mejorar su capacidad de regeneracién 6sea
[8]. Un posterior andlisis mostré que las nanoparticulas
de TiO; se distribuian uniformemente sobre la superficie
de las esponjas de quitosano y la formacion de apatito en
la superficie de estas. Se sugiere, por lo tanto, este nuevo
andamio como posibilidad con alto potencial para la in-
genieria de tejido dseo.

3.3. Aplicaciones de nhanomateriales en ingenieria
tisular cutanea

El proceso de curacién de una herida es un proceso
fisiolégico especialmente delicado que incluye procesos
complejos como la hemostasis, la inflamacién y la regene-
racion del tejido. Se propone el uso de nanoparticulas en
la bioingenieria de la piel como estrategia para aumentar
las ventajas de técnicas previamente existentes y por pre-
sentar una alta bioseguridad. Los nanomateriales pro-
puestos para esta labor deberian ayudar en la regenera-
cion de queratinocitos, unirse estrechamente a la dermis,
remodelar los vasos sanguineos y ofrecer un soporte es-
tructural elastico. Un nanomaterial propuesto para dicha
labor es la nanocelulosa. Se trata de un polimero lineal de
glucosa capaz de ser estructurado en nanofibras, nano-
cristales o nanobolas, entre otras muchas conformaciones
[9]. La nanocelulosa presenta una resistencia mecénica
adecuada, una alta capacidad de absorcién de agua que
permite mantener la humedad en la piel dafiada y, al
mismo tiempo, permite absorber el exudado de la herida.
La morfologia a nanoescala de la nanocelulosa imita la
arquitectura de la matriz extracelular nativa y, por lo tan-
to, puede funcionar como un sustrato para la adhesién y
el crecimiento de las células propias de la piel. Ademas,
algunos tipos de nanocelulosa, como la derivada de la
madera, presenta propiedades antimicrobianas.
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3.4. Aplicaciones de nanomateriales en liberacion
de farmacos

En este caso, la relacion entre la liberacion de farmacos
y la ingenieria tisular se centra en desarrollar biomateria-
les nanoestructurados para formar sistemas que transpor-
ten y liberen farmacos de forma controlada, sin efectos
nocivos en el resto del cuerpo. Un ejemplo de un aspecto
que se podria mejorar con este sistema es la tasa de su-
perviviencia celular, que en los primeros dias tras el
transplante del constructo es baja. Nanomateriales dispo-
nibles que permiten la administracién de farmacos son
dendrimeros, nanoesferas poliméricas, liposomas, nano-
particulas lipidicas, micelas y nanomateriales inorgéanicos
(como 6xido de hierro, oro y silicio).

Los nanosistemas de micelas son un ejemplo que ha
demostrado ser eficaz en la administracién de farmacos.
En estudios previos se demostré la eficiacia de micelas
sensibles a pH/redox en la coadministracién de NLG919
y CUR para inmunoterapia IDO mejorada con quimiote-
rapia. Superando las barreras biolégicas e impulsando
significativamente la respuesta inmune antitumoral [10].

5. CONCLUSIONES

El avance y desarrollo de los nanomateriales ofrece
una gran oportunidad para la ingenieria de tejidos, sol-
ventando algunos problemas encontrados y mejorando
las técnicas empleadas hasta el momento. Entre otros, se
resuelve la ausencia de biocompatibilidad en matrices
disefiadas con materiales no organicos. Sin embargo,
aunque los nanomateriales aporten benificios importan-
tes, es necesario tener en cuenta también los riesgos que
conlleva su uso, como la nanotoxicidad, y que, en ocasio-
nes, los procesos que han de desarrollarse para su adap-
tacion en matrices son complejos y requieren un aporte
econdmico importante. A pesar de todo ello, las recientes
aplicaciones de la nanotecnologia en la ingenieria tisular
Osea, dental, cutdnea o de distribucién de farmacos, entre
otras, representan un avance cuantitativo para la Medici-
na Regenerativa. El futuro que se vislumbra para esta
combinacién de ambitos cientificos es complejo y prome-
tedor a partes iguales.
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Sintesis de nanoparticulas de oro empleando
bacteriofagos para la destruccion del biofilm

Irene Herrero-Gémez y Gonzalo Sanchez-Dominguez

Resumen— E| aumento de la incidencia en la resistencia a antibiéticos por parte de ciertas bacterias patégenas esta
provocando persistencia en las infecciones e incrementando el riesgo de enfermedad y transmisién. Como alternativa
terapéutica a los antibiéticos, se estan estudiando los bacteréfagos, pero su efectividad se ve limitada dado que la mayoria no
pueden atravesar el biofilm, estructura formada por aglomeraciones de bacterias que se encuentran adheridas a superficies y
que estan rodeadas por una matriz excretada por las mismas. En ese sentido, la nanomedicina puede ser una estrategia para
la destruccion del biofilm de bacterias resistentes. Las nanoparticulas de oro formadas en la reaccion entre cloruro de oro y
bacteri6fagos han demostrado poseer actividad antimicrobiana y antibiofilm.

Palabras Claves— Antimicrobiano, Bacteriéfago, Biofilm, Nanoparticulas de oro, Resistencia a antibiéticos.

1. INTRODUCCION

e estima que en 2050 habra 10 millones de muertes

causadas por la problemaética de la resistencia a anti-

bidticos [1]. Dicha caracteristica se define como la
capacidad de las bacterias para resistir los efectos
terapéuticos de los farmacos antibacterianos, dando como
resultado la persistencia de infecciones, provocando un
aumento del riesgo de enfermedad y transmisién [2]. Por
ello, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) [3] ha
elaborado una lista de bacterias patoégenas para la
btsqueda de nuevos antimicrobianos, donde se estable-
cen tres rangos de prioridad: critica, elevada y media. En
el grado de prioridad critico, se incluyen bacterias re-
sistentes a antibidticos carbapenémicos: Acinetobacter
baumanii, Enterobacteriaceae y Pseudomonas aeruginosa. Den-
tro del grupo de prioridad elevada, se encuentran Staphy-
lococcus aureus, resistente a meticilina y con sensibilidad
intermedia y resistente a vancomicina; Enterococcus faeci-
um, con resistencia a vancomicina; Helicobacter pylori re-
sistente a claritromicina; Salmonellae y Campylobacter spp.,
con resistencia a fluoroquinolona y Neisseria gonorrhoeae,
resistente a cefalosporina y fluoroquinolona. Bacterias
como Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae y
Shigella spp. estan incluidos en el rango de prioridad me-
dia, siendo resistentes a penicilina, ampicilina y fluoro-
quinolona, respectivamente.

El aumento de bacterias resistentes ha favorecido el estu-
dio de los bacteriéfagos como alternativa terapéutica. Los
bacteriéfagos, también denominados ‘fagos’, son virus
que solo infectan bacterias. Estos son muy especificos,
atacando tnicamente a un hospedador determinado, ya
sea una especie o incluso una cepa bacteriana concreta.

Irene Herrero-Gémez. ihergom1@alu.upo.es ; Gonzalo Sanchez-Dominguez.
gsandom1@alu.upo.es.

Dicha caracteristica supone una gran ventaja frente a los
antibiéticos convencionales, ya que presenta menos inter-
acciones con la microbiota en comparacion con antibioti-
cos, los cuales alteran frecuentemente la microbiota gas-
trointestinal, provocando infecciones secundarias opor-
tunistas. De hecho, existen estudios que han demostrado
la eficacia de esta terapia en infecciones cutaneas e intes-
tinales humanas [4]. No obstante, esta terapia presenta
una limitacién frente a cierto grupo de bacterias, ya que la
mayoria de los fagos no pueden penetrar el biofilm, una
matriz formada por ciertas bacterias y compuestos que
proporciona proteccién frente a ambientes hostiles, y
ademads supone una ventaja en cuanto a su patogénesis,
siendo dificiles de eliminar con terapias convencionales

[5].

Estas limitaciones han suscitado un especial interés por
encontrar una solucién a este problema. Por ello, los es-
tudios actuales se dirigen al descubrimiento de nuevas
técnicas para superar estos obstaculos. Por ejemplo, exis-
ten bacteriéfagos que codifican enzimas polimerasas,
pero con una efectividad media [6]. En este sentido, la
nanomedicina desempefia un papel fundamental en el
aumento de la eficacia de la terapéutica existente, al mejo-
rar las propiedades fisicoquimicas y la estabilidad de los
bacteriéfagos, ademas de destruir parte del biofilm.

2. PAPEL DEL BIOFILM EN LA RESISTENCIA A
ANTIBIBOTICOS

El biofilm es una estructura formada por aglomeraciones
de células que se encuentran adheridas a superficies
bidticas o abidticas. Estas células permanecen rodeadas
por una matriz excretada por las mismas.
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La formacién de biofilm es un proceso que consta de var-
ias etapas: adhesién microbiana, produccién y acumula-
cién de matriz extracelular. Dicha matriz estd compuesta
por una o mas sustancias poliméricas como proteinas,
polisacaridos, sustancias himicas, ADN extracelular y a
veces otras moléculas como las que intervienen en la co-
municacién entre células. Por tanto, el biofilm permite la
comunicacién entre células, la transferencia horizontal de
genes y la formacién de consorcios sinérgicos. Ademas, la
matriz protege a los microorganismos de la desecacion,
biocidas, antibiéticos, metales pesados, radiacién ultra-
violeta y defensas inmunes del huésped. La gran var-
iedad de componentes de la matriz provoca que su
degradacién requiera una amplia gama de enzimas [7].

Actualmente se sabe que la mayoria de los microorgan-
ismos que se encuentran en la naturaleza estdn adheridos
a superficies dentro del ecosistema que proporciona el
biofilm, y no como organismos que flotan libremente [8].
Se ha descrito que las bacterias que estdn en biofilms ex-
hiben una mayor tolerancia a los antibiéticos, siendo
dificiles de eliminar al emplear los tratamientos conven-
cionales [9].

3. INTERACCION BACTERIOFAGO — BIOFILM

Los bacteriéfagos presentan un tamafio variable, pero
dentro de la escala nanométrica (20-200 nm). En cuanto a
su estructura, estin compuestos por ADN o ARN,
rodeados por una envoltura proteica formando la cap-
side. A esta se encuentra unida una estructura tubular
proteica denominada cola, y en el extremo inferior se
encuentra la placa base, que se encarga del contacto con
las bacterias (Figura 1). Ademas, los fagos pueden presen-
tar estructuras accesorias que aportan especificidad en la
infeccién [10].

Cépside —»

—
Cola Placa base

Fig. 1. Estructura basica del bacteriéfago.

Como se ha mencionado previamente, los bacteritfagos
suponen una alternativa a las terapias convencionales.
Esto es debido a una serie de ventajas que estos ofrecen,
como su alta especificidad, su actividad frente a bacterias

resistentes a antibiéticos y la autorreplicacién, consecuen-
cia de su ciclo litico litico [10].

En cuanto a la interaccién entre el biofilm que presentan
algunas bacterias y los fagos, se ha observado que este
puede formar sumideros de bacteriéfagos. Dado que los
fagos se adsorben de forma irreversible a dicha estructu-
ra, quedan secuestrados y, por tanto, se reducen las infec-
ciones de los bacteriéfagos en las bacterias. [11]. No ob-
stante, existen bacteriéfagos que presentan actividad de-
polimerasa, consiguiendo degradar el biofilm, por lo que
son capaces de liberarse y seguir infectando a las bacte-
rias, aunque no presentan un porcentaje alto de
degradacién [12]. Por ejemplo, el fago PT-6 de P. aerugino-
sa con actividad de degradacion de alginato es capaz de
reducir la viscosidad de polimeros de alginato entre un 62
y un 66 % [13].

4. Uso DE NANOPARTICULAS PARA LA
DESTRUCCION DE BIOFILM DE BACTERIAS
RESISTENTES

Recientemente, se ha valorado la sintesis de nanoparticu-
las mediadas por virus, concretamente por bacteriéfagos.
Se ha descrito la sintesis de nanoparticulas de oro
(AuNPs) mediante el uso de fagos como agente reductor.
Estas AuNPs presentaron potencial actividad antibacteri-
ana y antibiofilm contra la bacteria resistente a antibioti-
cos carbapenémicos P. aeruginosa.

Ahiwale et al. [14] inocularon un cultivo de Salmonella
serovar Paratyphi B con un cultivo de fagos capaces de
lisar ese serovar. Afiadieron tampén SM con un pH de
7,5, empleado en suspensiones de fagos, a las placas de
Salmonella que contenian calvas de lisis con la finalidad de
que los fagos se diluyesen en este. Las calvas de lisis se
definen como areas donde se ha producido infeccién de
bacterias por la accién de los fagos. El tampén con los
fagos se centrifug6 y se filtr6, obteniéndose de este modo
el lisado de fagos. La reaccién de sintesis de AuNPs con-
tenia cloruro de oro y lisado de fagos. La disolucion de
cloruro de oro se form¢ afiadiendo sal de cloruro de oro
en agua destilada. Se incub6 la mezcla a temperatura am-
biente, hasta observar un cambio de color en el medio.
Con el objetivo de determinar la actividad antibacteriana
de las nanoparticulas de oro, usaron la técnica de difusion
en agar. Se afladieron diferentes alicuotas de las nanopar-
ticulas a los pocillos preparados en placas de agar nutri-
tivo estériles sembradas con cultivo bacteriano. Las placas
se mantuvieron en refrigeracion para permitir la difusién
de las nanoparticulas en el medio. Acto seguido, se incu-
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baron a 37°C durante 24h y se observé la zona de inhibi-
cién del crecimiento debido a las nanoparticulas sin-
tetizadas por fagos.

También se determiné la actividad anti-biofilm de las
AuNPs en la superficie de un cristal. Para ello, se adi-
cionaron distintas concentraciones de AuNPs al cultivo
de P. aueroginosa en caldo nutritivo en placa de Petri. Pos-
teriormente sumergieron portaobjetos de vidrio en el cul-
tivo bacteriano y se incubé a 37 ° C durante 24 h. Se ob-
servo y evalud la formacién de los biofilms en portaobje-
tos de vidrio, en presencia y ausencia de AuNPs sin-
tetizadas a partir de fagos mediante microscopia de fluo-
rescencia. El biofilm se tifi6 con naranja de acrilamida y se
cuantific6 mediante el ensayo de cristal violeta.

El fago empleado para la sintesis de AuNPs pertenecia a
la familia Podoviridae, morfolégicamente similar a los
fagos del morfotipo C3, caracterizados por una capside
muy larga y con forma de cigarro, y una cola corta [14].
En un estudio en el que se empledé un fago parecido a es-
te, se observé que presentaban muchas caracteristicas
Unicas, como alto potencial de replicacién, tiempo corto
de replicaciéon y estabilidad en un rango amplio de pH y
temperatura, lo que lo convertia en un agente de biocon-
trol ventajoso frente a cepas de bacterias resistentes [15].

Las AuNDPs sintetizadas a partir de fagos se probaron con-
tra varios cultivos bacterianos, como Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli y Salmonella serovar
Paratyphi B. Estas mostraron la mayor actividad antibacte-
riana contra Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa
y Salmonella serovar Paratyphi B. Cabe destacar que la ac-
tividad de las AuNPs contra Pseudomonas aeruginosa fue
mayor que la de las AuNPs no sintetizadas por fagos,
comparando resultados con otros estudios, ya que se ob-
serva un didmetro mayor de la zona de inhibicién [16],
[17]. El mecanismo de inhibicién no se conoce del todo,
pero se ha sugerido que las AuNPs interfieren con la
sintesis de ADN, ARN vy la sintesis de proteinas [17].

En cuanto a la actividad antibiofilm, se observé dicha
actividad frente a Pseudomonas aeruginosa. La inhibicion
del biofilm aumenté en comparacién con el control, en-
contrandose un 70-80% de biofilm destruido [14].

5. CONCLUSIONES

Las nanoparticulas de oro sintetizadas mediante el uso de
bacteriéfagos han demostrado ser muy eficaces frente a la
destruccion de Pseudomonas aeruginosa, la cual, segtn la

OMS, es una bacteria resistente a antibidticos con un
grado de prioridad critico. Dicha eficacia es debida a su
estabilidad a diferentes rangos de pH y temperatura, gran
actividad antibacteriana y antibiofilm. Esto permite de-
sarrollar un nuevo tratamiento que resuelva la situacién
que ha creado el actual incremento de bacterias re-
sistentes a antibi6ticos
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El perfume en Pompeya

Maria Matesanz Benito

Resumen— El estudio de la produccién y uso de perfumes en la antigua Roma, ejemplificado en la ciudad de Pompeya, ha
permitido gracias a una intensa colaboracion cientifica interdisciplinar y una visién integradora conocer parte de un pasado
intangible. La ciencia ha rescatado de un tiempo lejano algo que se presumia imposible, su olor.

Palabras Claves— Arqueologia, Caracterizacion, Perfumes, Pompeya, GC-MS.

1. INTRODUCCION

Un olor, un aroma, un perfume nada hay tan podero-
so ni evocador. Nos trasladan en el tiempo de un

plumazo y forman parte de la historia de la huma-
nidad desde que practicamente existen registros, pero
(como se estudian?, ;como se pueden atrapar estas pistas
invisibles del pasado? El estudio de los perfumes anti-
guos involucra muchas disciplinas cientificas y aunque la
arqueologia de los perfumes comenzé en el siglo XIX, la
investigacion de la produccién en los talleres es reciente
¢Coémo se fabricaban?, ;de qué se componian?, ;cémo se
usaban? Estas preguntas han sido contestadas en los ul-
timos afios gracias en buena parte a los descubrimientos
realizados en Pompeya [1] [2], la ciudad enterrada bajo
toneladas de cenizas en el afio 79 D.C. y perdida durante
siglos, continua ofreciendo un sinfin de conocimientos. El
objetivo del articulo es revisar como la colaboracién entre
ciencias ha logrado desentrafiar parte de los procesos de
fabricacién de perfumes en la antigua Roma.

2. ESTUDIO DEL PERFUME

El estudio del perfume antiguo involucra varias discipli-
nas cientificas y requiere de un enfoque coordinado, de-
bido a que sus resultados solo cobran sentido en conjunto
al compararlos y ponerlos en contexto [3] [4]. Entre las
disciplinas més destacadas se pueden citar del campo de
las humanidades a la arqueologia, que gracias a excavacio-
nes y analisis formula hipétesis sobre materias primas y
procesos de fabricaciéon y uso [5]. La filologia y epigrafia
que investiga e interpretan las fuentes y documentos
antiguos como los textos de Teofrasto, Plinio y Dioscéri-
des [6] o estudia documentos iconogréficos como las pin-
turas murales de la casa Vetii en Pompeya o de la casa de
los Ciervos [2].

Entre las ciencias destaca la quimica analitica que permite
conocer los componentes atrapados en los restos e incluso
reformularlos [5]. Estos estudios se realizan a través de la
toma de muestras de los objetos hallados en las excava-
ciones arqueoldgicas [6]. Habitualmente se utilizan una
combinacién de técnicas para identificar los componentes
organicos principales. Generando una especie de huella
dactilar quimica con espectrometria de masas (DE-MS) y
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR) o Cromatografia de Gases asociada a la espectro-
metria de masas (GC-MS) [7] [3] [5]. Esta dltima es la

técnica de referencia debido su gran sensibilidad para
separar e identificar compuestos volatiles.

Asi mismo, otras ciencias experimentales como la botinica
a través de la palinologia utilizando los restos de polen y
esporas fosilizadas es capaz de determinar y estudiar las
especies vegetales involucradas en estos procesos y re-
construir los paisajes de la época [4]. Para ello tras la toma
de muestras se elimina la fracciéon mineral presente con
procesos fisico-quimicos en el laboratorio mediante ata-
ques con &cidos, acetdlisis, cloraciones etc. A continua-
cién con el resto orgénico final se realiza una valoracion
cuantitativa y una identificacién taxonémica con técnicas
de microscopia.

3. EL PERFUME EN LA ROMA ANTIGUA

Existen evidencias de la fabricaciéon y uso de los perfumes
en oriente dos mil afios antes del nacimiento de Cristo. A
través de las rutas comerciales se introdujeron en el mun-
do clésico, donde se cre¢ una industria local que perdura-
ria hasta el imperio romano [8].

Los perfumes tenian un papel muy destacado en la anti-
giiedad con una doble funcién cosmética y medicinal.
Existian muchos tipos y todo el mundo se perfumaba, no
obstante, los diferentes grupos sociales utilizaban perfu-
mes distintos. Los muy lujosos eran tipicamente de la
aristocracia y eran simbolo de ostentacién y poder [8] [2].
Su utilizacién en Roma se populariza en siglo I A.C. [2] y
lleg6 a abarcar todos los ambitos de la sociedad. Era habi-
tual su utilizacién en la vida cotidiana para uso personal,
en termas o gimnasios como aceites de masaje tras el
ejercicio o para perfumar los bafios [1]. Se empleaba tam-
bién para enmascarar olores en eventos publicos e ilumi-
nar las calles. Por otro lado eran parte esencial de cere-
monias religiosas y ritos funerarios, depositdndose como
ofrendas para acompaifiar a los difuntos en su paso a la
otra vida [5] [9].

2.1 Materias Primas

Los perfumes en el mundo antiguo son diferentes a los
actuales. No poseen una base alcohdlica, son texturas
untuosas en forma liquida o de pomada con un soporte
graso (corpus), a menudo un aceite vegetal, asociado a
componentes aromaticos (sucus) de flores, resinas o espe-
cies. La grasa es el medio que captura la esencia con ayu-
da de un estabilizante que ancla el olor al excipiente y
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permite su conservacién. En la Tabla 1, se recogen algu-
nas de las materias primas mas utilizadas en la época.

TABLA 1
MATERIAS PRIMAS*

Funcién Materia prima: tipo

Aceites vegetales :Aceite de olivas verdes( el mas utilizado),
aceite de almendras, aceite moringa, aceite sésamo

Ceras: Cera de abejas

Grasa animales: lanolina

Bases grasas
(Corpus)
Excipiente

Resinas (estabilizantes): mirra, incienso, ldudano, liquidambar,
betun de judea, resinas de coniferas

Esencias
(sucus)
sustancias
aromadticas

Flores :jazmin rosa, violeta, raiz de lirio, narciso, nardo
Especies canela , cardamomo, azafran
Conservantes : Sal, miel (antioxidante y antiséptica)

Colorantes: cinabrio y henna
Aglutinantes :gelatinas animales

Otras

*Adaptacion de tabla realizada por C. Castel et al. [1].

Aunque se empleaban gran variedad de productos para
la fabricacién de una esencia (Tabla 1), las flores como el
jazmin, el lirio y la rosa son quizas las méas populares. En
particular esta ultima tiene un uso relevante en el imperio
romano. Plinio el Viejo (23-79 D.C.) relata que se rociaba
agua con aroma a rosas en los teatros y que también se
usaba para hidratar la piel [6].El analisis quimico de estos
restos de materiales organicos es complicado, suelen ser
mezclas fabricadas artesanalmente y muchas veces pre-
tratadas antes de incorporarse al perfume [3]. Por otro
lado han perdido por completo su aspecto original, de-
gradandose al envejecer y sufrir las condiciones de ente-
rramiento como material arqueolégico [7].

4. POMPEYA

La region italiana de la Campania a orillas del Vesubio
donde se sitta la ciudad de Pompeya, era conocida en la
antigiiedad por el cultivo de flores y plantas, especial-
mente por sus rosas [2], para la fabricacién de perfumes
[8] [10] [2] [1]. En esta ciudad de vida refinada existia un
tejido artesanal muy importante [11], cerca del foro y del
macellum se sitGaba un barrio de perfumeros [10] similar
al de Seplasia en Capoue [12] [2]. Desde hace casi dos
décadas las excavaciones van desenterrado restos de
tiendas., tabernae, dedicadas a esta labor agrupadas en-
torno a la Via degli Augustali [10] [13] y grandes mansio-
nes como la Casa Ariadna [13] con usos combinados co-
mo lugares productivos o residenciales, donde se ha po-
dido analizar toda la cadena productiva del perfume [2].
También, se han localizado inscripciones en el extremo de
la calle que mencionaban a los perfumistas como gremio
[2]. Confirmando de este modo la existencia de un verda-
dero camino dedicado a la produccién de perfumes en la
ciudad, con tiendas especializadas en las que se han recu-
perado prensas, restos de tanques, tinas, estructuras y
numerosos fragmentos de recipientes, ungtientarios de
cerdmica (incluyendo varios de gran tamafio aparente-
mente para la preservacion de los aceites. [10]), objetos de
bronce tales como balanzas, medidores, morteros etc.

4.1. Tecnologia y proceso productivo

Es posible que una parte de las materias primas vegetales
necesarias para la produccién de perfumes se cultivara en

los propios jardines de los talleres [2]. Anélisis palinol6gi-
cos en jardines pompeyanos como la Casa del Jardin de
Hércules, han identificado la presencia de flores aromati-
cas tutiles para la elaboracién de fragancias, en particular
rosas, lirios o violetas y es probable que poseyeran ade-
mas una pequefia plantacion de olivos [13].

Como excipiente (corpus) para los perfumes se buscaban
aceites neutros y poco viscosos, fuentes clésicas citan el de
de primera prensada de olivas verdes frescas como el mas
utilizado en la zona por su calidad y resistencia a la oxi-
dacién. Es precisamente para evitar estos problemas de
conservacién que el aceite se elaboraba in situ en el taller
y los perfumistas tenian prensas especiales de cuhas o
tornillos con este fin [2] identificadas gracias a pinturas
murales (Figura 1).

- P
Fig. 1. Recreacion de pinturas de Casa Vettii en Pompeya de las
etapas de fabricacion y comercio del perfume. Elaboracién propia

Tras obtener el corpus los perfumistas extraian las esencias
en frio (enfleurage) o en caliente mediante procesos de
maceracién de grasa en calderos, tinas o morteros con un
aglutinante gelatinoso [2]. Después, se afiadia un estabili-
zante, una resina y otras sustancias (colorante, conservan-
tes etc.) a la mezcla. Esta se media, se pesaba y se vertia
en ungiientarios, pequefios frascos de metal, vidrio o
ceramica [9].

4.2. Comercializacion

Dispuestos en estos frascos se ponian a la venta en las
tabernae donde el cliente las adquiria. En esta época no
existe diferencia entre el taller de produccién y el punto
de venta que era simplemente la parte abierta al publico
de la tabernae ungiientaria [1].

En Pompeya se han descrito tres épocas importantes rela-
cionadas con los perfumes. La mas antigua se remonta a
la segunda mitad del siglo II A.C,, la segunda va desde el
fin del I A.C. a la época augusta y el altimo periodo abar-
carfa hasta el final del primer siglo D.C. [10]. Esta indus-
tria y su desarrollo més notable coinciden con la apertura
de nuevas rutas comerciales y la invenciéon del vidrio
soplado en el siglo I AC [7], donde se preservaban mejor
los perfumes que en las superficies porosas de los un-
glientarios ceramicos.

Las perfumerfas eran muy comunes en las ciudades del
imperio [2]. El mercado del perfume es un espacio donde
se paseaba y se reunfan diferentes clases sociales. Situado
cerca del foro, era parte de la vida cotidiana en todas sus
dimensiones. La produccién de perfumes no era un mo-
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nopolio estatal y la figura del perfumista era un artesano
que podria asimilarse actualmente a nuestro farmacéutico
[1]. No parece sin embargo que esta profesion tuviera una
alta consideracion dentro de la sociedad pero sus nego-
cios eran présperos y muy populares [12].

4.3. Recreaciones-

Pero, ;jcémo olian? Uno de los problemas a la hora de
abordar este tema es que las técnicas analiticas no pueden
ofrecer una informacién completa. Los ungtientarios aun
conservan restos de las fragancias, pero los compuestos
aromadticos se han perdido totalmente. Sin embargo toda-
via es viable analizar la fraccién mas pesada de los com-
ponentes organicos como son los aceites, grasas y resinas
naturales. A partir de este punto es necesario recurrir a
textos antiguos, iconografia y vestigios de las excavacio-
nes arqueoldgicas para avanzar. Se han realizado ensayos
recreando varios tipos de fragancias muy celebres en ese
tiempo como el lasmelaion, perfume de jazmin descrito
por Dioscérides [1] [8].

5. RESULTADOS

Las hipétesis formuladas por los arquedlogos sobre las
materias primas y los procesos de fabricacién de los per-
fumes se ven refrendadas en los laboratorios. Los analisis
de contenidos orgénicos atin no son sisteméticos, pero su
uso se esta extendiendo. Son datos valiosos pero parciales
que dependen de los protocolos de muestreo, de la elec-
cién, nimero y conservacién de los objetos y de las es-
tructuras a muestrear. Los resultados logrados en las
recreaciones han sido interesantes y fueron analizados
mediante microextraccion en fase solida asociada a cro-
matografia de gases con espectrometria de masas (HS-
SPME) y (GC-MS) [1] [6]. Aunque se ha tratado de respe-
tar al maximo los procedimientos tradicionales hay varios
handicaps, los perfumistas guardaban las formulaciones
en secreto y los pocos textos que las detallan no definen
bien ni las cantidades ni materias primas. Ademas, no
existia una nomenclatura botanica estandarizada, por lo
que la identificacién de las especies resulta complicada.

6. CONCLUSIONES

Tras este repaso se constata la necesidad de un enfoque
pluridisciplinar en la investigacién de este campo. Todas
las ciencias y técnicas se complementan y ayudan a afir-
mar o a abrir nuevos caminos en un problema arqueolé-
gico eminentemente complejo. Los datos resultantes de
los analisis quimicos y biolégicos han de ser interpretados
para ponerlos en un contexto histérico y dotarlos de sig-
nificacién. Arquedlogos, fil6logos, botdnicos, quimicos y
perfumistas deben trabajar coordinados para poder estu-
diar y comprender este complejo mundo. Es un gran
ejemplo de cémo la ciencia gracias una vision integradora
del trabajo logra traer del pasado algo que se piensa im-
posible de recuperar, un aroma.
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