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EDITORIAL

Bienvenidos al nimero de verano de la revista MoleQla. Lo mas aparente al hojearla es el
cambio de formato que se ha llevado a cabo, una decision motivada por el mayor nimero de
formatos procesables y la mayor flexibilidad resultante para los autores, y por otras
comodidades como la de poder saltar a diferentes secciones siguiendo enlaces del indice de
materias. El cambio de formato incluye una informacién ampliada sobre los autores de los
articulos. La revista apuesta por igual por los alumnos sea cual sea la etapa de formacién en
la que se encuentren. Apelamos a la comprension de los lectores si esto genera disparidades
dentro de la revista, pero el beneficio de dar acceso a un amplio nimero de alumnos es
inestimable. Ademas, la revista cuenta con contribuciones de investigadores veteranos que
publican articulos novedosos de relevancia cientifica. Aunque son mas dificiles de leer, os
invito a enfrentaros a ellos.

También es destacable que, como buen numero de verano, la revista haya conseguido
adelgazar. Nosotros los editores

tenemos el proposito de evitar el

efecto bumerang, a pesar de las

numerosas contribuciones que

nos llegan.

En este numero, se amplia el
espacio dedicado a la MoleQla
Bioinformatica, asi como en
general  los  articulos  de
sensibilidad "bio" recogidos en
MoleQla Viva y MoleQla
Sanitaria, conforme a las
inclinaciones de nuestros
principales contribuyentes, los
estudiantes de biotecnologia. jY
qué articulos! El abanico de
temas aportados por todos ellos
parece no tener limite. No
mencionaré ninguno en
particular, por temor a olvidarme
de alguna joya, pero estan aqui, a
la vuelta de la hoja (electronica).
Por fin, no nos olvidemos de
reconocer el trabajo y la
creatividad de los maquetadores
y responsables de seccion sin los
cuales este numero nunca podria
haber salido a la luz. Buen verano y buenas lecturas.
Patrick J. Merkling
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MoleQla Entrevista



Elspeth Garman

Almudena Ponce Salvatierra

Resumen— Con una impresionante carrera cientifica a sus espaldas, Elspeth Garman es, ademas de una cientifica
destacada, una mujer que ha demostrado caracter y entereza ante las dificultades que se presentan a lo largo de la vida;
contagia su entusiasmo. Elspeth nos ofrece a través de su experiencia una perspectiva de como es la vida en el mundo de la

ciencia.

Palabras Claves— Biofisica, cristalografia, dafio por radiacién.

¢, QUIEN ES ELSPETH GARMAN?

Madre de 2 hijas y de una 1 hija adoptiva, la més im-
portante; gogo —abuela en zult - de 2 nietos adopti-

vos; profesora de Biofisica Molecular de la Univer-
sidad de Oxford; directora del Centro de Formacién para
doctorandos de Biologia de Sistemas en Oxford; Co-
Presidente del ECM28; miembro senior Kurti de la Uni-
versidad de Brasenose; y viuda del Dr. John Barnett (ver
http:/ /www2.physics.ox.ac.uk/about-us en el apartado
'Obituarios').

¢ Coémo fueron tus comienzos?

Me encantaba la fisica en la escuela y decidi estudiar la
licenciatura de Fisica. Mis padres no habian ido a la Uni-
versidad. Me presenté a los examenes de ingreso de
Cambridge para hacer ciencias naturales, pero no los su-
peré.

Entonces me tomé desde el mes de diciembre hasta el mes
de octubre del afo siguiente como un 'afio sabatico' y me
fui a Swazilandia en el sur de Africa para ensefar tecno-
logia en una gran escuela secundaria en Manzini. Tuve
que reemplazar a todos los demds maestros y terminé
ensefiando de todo, ja excepcién de Zulu! Me encanté y
llegué a la conclusién de que yo soy profesora por natura-
leza.

Regresé y fui a la Universidad de Durham durante 3 afios,
donde me gradué la primera de la clase en Fisica (en la
rama experimental). Tuve una beca de verano en el CERN
en Ginebra a finales de mi segundo afio y decidi que,
aunque estaba muy interesada en la fisica nuclear, en
realidad querfa controlar més los experimentos por mi
misma: en fisica nuclear de alta energia hay demasiada
gente por experimento. Por lo que solicité una plaza en el
departamento de fisica nuclear de la Universidad de Ox-
ford para hacer el doctorado en Estructura Nuclear Expe-
rimental, el cual obtuve en 1980.

Me casé con mi casero en 1979. El tenia una plaza perma-
nente de investigacién en fisica atmosférica en Oxford,
amaba su trabajo, asi que este hecho determiné lo que
hice a continuacién. Durante siete afios, después de mi
doctorado, tuve una beca, a continuacion estuve contra-

Almudena Ponce-Salvatierra. Grupo de Quimica de Acidos Nucleicos y grupo
de Cristalografia Macromolecular. Instituto Max Planck de Biofisica Quimi-
ca.
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tada como investigadora post doctoral seis afios mas. Du-
rante este tiempo ensefié fisica en la Universidad, inclu-
yendo el Somerville College, donde la sefiora Thatcher es-
tudié y donde conoci a Louise Johnson, un biofisico con
quien hablé de lo que iba a hacer a continuacién.

En ese momento (1987) el dinero para fisica nuclear se
estaba acabando, y me dije: "Oh, no sé, parece que voy a
tener que cambiar de campo". Realmente no queria pen-
sar en lo que pasaria cuando mi contrato con ellos se aca-
base el afio siguiente: tenfa una hija de 3 afios y a mi sue-
gra, bastante mayor, que vivia con nosotros. Estaba atada.
Louise me dijo que en su laboratorio de Biofisica molecu-
lar, buscaban un técnico adecuado para sacar partido al
nuevo equipo de rayos X para cristalografia de proteinas
que iban a adquirir. Fui al laboratorio al dia siguiente a
echar un vistazo. Bueno, me mudé alli 4 semanas mas
tarde, sin haber hecho nada de biologia y sin saber lo que
era un aminoéacido.

Trabajé dos tercios de la jornada durante los siguientes 16
afios, cuidando y gestionando las instalaciones de rayos X
hasta 1999, cuando empecé mi propio grupo. Volvi a tra-
bajar la jornada completa en 2003. Mientras tanto, tuve
otra hija, en 1991. Adopté una hija swazi de 13 afios en
1995, cuando su madre, mi alumna durante 1973, murio.
Mi hija se quedé en un internado en su pais, para evitar
desarraigo.

En 2003, yo estaba en mi noveno contrato temporal des-
pués de haber acabado mi doctorado y pensé que deberia
buscar un trabajo "de verdad". Para entonces yo habia
trabajado en crio-cristalografia, impartido clases por todo
el mundo, y tenfa un buen ntimero de publicaciones, al-
rededor de 80. Después de una negociacién dificil, la
Universidad me hizo un contrato permanente hasta la
jubilacion (2019) y me adquiri nuevas responsabilidades
docentes en el departamento de bioquimica.

-¢,Qué impresion tenias de ti misma cuando empe-
zaste el doctorado?

Me faltaba confianza en mi misma y pensaba que no era
lo suficientemente inteligente como para hacer investiga-
cion. Pero me encantaba la ciencia (descubrir cosas), y yo
queria tener una oportunidad.


http://www2.physics.ox.ac.uk/about-us

-¢,Qué fue lo mejor y qué fue lo peor de tu doctora-
do?

Lo mejor de mi tesis fue un proyecto para desarrollar un
método que analizara carbono 14 mediante espectrome-
tria de masas acelerada. Tuve que disefar y fabricar una
pieza vital del equipo en mi mismo taller y, a continua-
cion, usarla en la linea de fisica nuclear.

La peor parte fue que pasé dos afios tratando de detectar
un efecto, publicado por un grupo americano, en los nt-
cleos de masa media y todos mis resultados fueron nega-
tivos. Aun asi tuve que escribir algo acerca de ello porque
la financiacién que tenia tocaba a su fin.

Una semana antes de la defensa de mi tesis, el mismo
grupo estadounidense se retract6 de los resultados de este
trabajo ya que se habian dado cuenta de que el efecto ob-
servado era en realidad un problema de ruido de fondo.
De modo que me pasé dos afios buscando algo que en
realidad nunca estuvo ahi.

-¢La “liaste” muchas veces? Cuéntanos una anéc-
dota divertida.

No, no “la 1i¢” demasiadas veces. Los equipos eran muy
caros y teniamos que tener muchisimo cuidado.
Recuerdo que un dia estaba caminando por la linea y,
cubierto, detras de algo que no recuerdo, habia un venti-
lador. Llevaba puesta una falda, cuando pasé por el lado
del ventilador la falda se abri6 completamente y me que-
dé en ropa interior frente a los dos post-doc que me
acompanaban; todos en fisica nuclear eran hombres, salvo
las secretarias. Me dio mucha vergiienza, pero también
fue muy divertido.

-¢,Cual fue tu motivacion?
La curiosidad. Para mi fue un paso obvio después de aca-
bar la licenciaura, yo no hice ningtin master.

-¢Qué haces actualmente y por qué?

Desarrollo técnicas de biologia estructural para mejorar el
campo en si; por ejemplo crio-cristalografia, microPIXE
(emisi6én de rayos X inducida por protones) para analizar
metales en proteinas, y el dafio por radiacion en estudios
sistematicos.

-Como jefa de grupo ¢qué buscas en un potencial
estudiante de doctorado para tu laboratorio?
Curiosidad y entusiasmo.

-Participas en comités de seleccion para progra-
mas de doctorado y haces entrevistas continua-
mente a estudiantes que quieren formar parte de
este mundo. ¢Qué esperas de un candidato?

Llevo unas 60 entrevistas como las que comentas al afio,
en el Centro de Formacién Doctoral de Oxford. El centro
es interdisciplinario y por eso entrevisto a matemadticos,
bioquimicos, ingenieros, quimicos, fisicos, informaticos...
Se esperan respuestas razonables, especialmente si se tra-
ta del proyecto que el alumno ha realizado durante su
master, y se puede esperar que profundicen en el tema.
Tienen que demostrar ser bastante curiosos sobre el tema
de su proyecto y manifestar interés por comprender el a

fondo el mismo, asi cémo los métodos utilizados para
llevarlo a cabo.

-¢Qué diferencias encuentras entre las palabras
jefe y lider?
Un jefe te dice lo que tienes que hacer, mientras que un
lider te ensefia a desarrollar tu talento y a madurar como
investigador.

Elspeth Garman, vestida para la ocasion: la boda de uno de sus
post-docs en India, el pasado mes de marzo. Imagen de archivo.

-Ser ambicioso, competitivo y saber trabajar en
grupo son cualidades importantes en investiga-
cion. ¢Cual es para ti la mas necesaria y como las
puntuarias del 1 al 10?

Lo mas importante para mi es saber trabajar en equipo: 8.
No es importante para la mayoria de la gente ser un buen
team player y creo que esto es lamentable. Con personas
que saben trabajar en equipo el ambiente de trabajo es
mas agradable y divertido. Por lo tanto me esfuerzo por
alentar a que en mi grupo todos se preocupen por ser
buenos comparfieros.

Competitividad: 6. Muchos de los investigadores mas
reconocidos han alcanzado sus puestos sin tener en cuen-
ta el efecto de sus acciones sobre las personas que los ro-
deaban. Prefiero aunar esfuerzos y colaborar. He tenido
éxito al hacer esto trabajando duro en ello.

Ambicién: 7. Es la necesidad de querer tener éxito, pero
sin pisotear a los demas.



-Hay puestos de trabajo en investigacion y docto-
rados que se ofertan solo a mujeres o, que las
animan especialmente a solicitar estas plazas. ¢A
qué se debe esto? ¢Has sentido alguna vez un tra-
tamiento diferente por el hecho de ser mujer en el
mundo de la ciencia?

Nunca he visto una oferta asi. Me siento ambivalente al
respecto.

Si, he experimentado un tratamiento diferente. En fisica
nuclear en particular. La cristalografia es mucho mejor en
ese aspecto, y tiene ademads una larga historia de grandes
mujeres que han contribuido a su desarrollo. Los mento-
res son importantes y también lo es el apoyo familiar.

-En una entrevista, a la pregunta “;como te ves en
10 afos?“ ;Qué se puede responder? ¢;Hay que
mentir?

No, nunca mientas. Si no lo sabes, deberias decir “no lo
se”, estd bien no saber. Es posible que uno haya pensado
en varias posibilidades, por ejemplo, ser jefe de un grupo,
trabajar en industria... A medida que uno crece en madu-
rez algunas de estas ideas pueden convertirse en oportu-
nidades.

Por un lado, siempre existe la complicacién de tener una
familia a los afios 30, justo cuando los hombres estan es-
tableciendo sus carreras. Algunos paises han abordado
este hecho mucho mejor que otros, por ejemplo, Suecia es
fantastico.

-En tu opinidn, ¢por qué es cristalografia un buen
campo para hacer un doctorado?
Interesantes, y hermosas estructuras que nadie ha visto
nunca; aprender, desarrollar diferentes habilidades: in-
formatica, recogida de datos en grandes instalaciones,
biologia molecular... Hoy en dia, hay que nutrirse de
otras técnicas también para poder responder a todos los
enigmas que se plantean.

-¢Hay algo, de manera general, de lo que un estu-
diante, que aspira a realizar un doctorado, carece
al principio?

Lo que les falta depende fundamentalmente de su proce-
dencia, y de lo que ellos quieren hacer. Por supuesto, es el
supervisor el responsable de evaluar rapidamente las ne-
cesidades de los estudiantes y, a continuacioén, asegurarse
de que se proporciona la formacién necesaria. Sin embar-
go, el estudiante también debe ser realista y estar prepa

rado para afrontar los retos que surjan para llevar a cabo
el proyecto propuesto. Tiene que estar dispuesto a apren-
der.

Esta transicién puede ser més suave. Por ejemplo, el pro-
grama DTC (Doctoral Training Centre) lo hace en términos
de habilidades de investigacién con 2 proyectos de inves-
tigacién cortos de 10 semanas cada uno para que los es-
tudiantes puedan ver si se sienten comodos con el am-
biente en el grupo y si se adaptan a la investigacion. Por
desgracia, a menudo la financiacion esta ligada a otros
factores, de manera que hace que esto no sea siempre po-
sible.

-¢ Tienes alguna aficion?
Hacer senderismo, viajar y pasar tiempo con mis hijas.

-Cémo afecta la diferente procedencia de los inte-
grantes de tu grupo al dia a dia del laboratorio?

Mi laboratorio es muy agradable y fomenta el desarrollo
de un ambiente amigable. Me gusta que los estudiantes se
cuiden entre ellos en todo momento.

Muchos estudiantes son extranjeros: en 2009, mi grupo
estaba formado por un ruso, un indio, un jordano y 2 me-
xicanos. Creo que la mezcla enriquece a todos y es muy
importante. Es uno de los mejores aspectos de mi trabajo
aqui en Oxford. Ahora mismo mi grupo lo forman un
alemdn, un jordano, un coreano y 2 britanicos.
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Agua y minerales en asteroides: ¢ hacia una
nueva dimension de la geopolitica de los
recursos?

José Antonio Pefla-Ramos

Resumen—El 15 de febrero de 2013 el asteroide 2012 DA14 pas6 a unos 28.000 kildmetros de la Tierra -una distancia muy
exigua en términos astronémicos- a una velocidad de aproximadamente 28.000 kilémetros por hora. Este acontecimiento,
sumado al impacto aquel mismo dia -fuese un hecho coincidente o derivado del primero- de un pequefio asteroide sobre Rusia
que hiri6 a méas de mil personas y caus6 importantes dafios materiales, ha reabierto el debate sobre el problema real de
seguridad que plantea para la Humanidad este tipo de fenémenos astronémicos. Sin embargo, también ha reabierto el debate
y el interés por la posibilidad de aprovechamiento de los multiples recursos diferentes que contienen estos cuerpos celestes,
por ejemplo, agua y minerales. Se trata, como veremos en el presente articulo, de una posibilidad que parece cada vez menos
futurista, y que podria introducir en las préximas décadas una nueva dimension en la geopolitica de los recursos.

Palabras Claves— Agua, Asteroides, Geopolitica de los recursos, Minerales, Tecnologia robética.

1. INTRODUCCION

115 de febrero de 2013 el asteroide denominado 2012

DA14 y detectado un afio antes por el Observatorio

Astronémico de La Sagra (Granada) [1] se acercé
peligrosamente a nuestro planeta; concretamente a unos
28.000 kilémetros, una distancia, sin duda, inquietante.

Fuese o no casualidad, el mismo 15 de febrero un as-
teroide de tamafio reducido impacté sobre la regién rusa
de Chelyébinsk y provoco lesiones de diferente conside-
racién -algunas graves- a mas de mil personas y cuantio-
sos dafios materiales, mas de 23 millones de euros (€)
segun las autoridades regionales (sobre todo por la rotura
de cristales en miles de viviendas). Edificios como el Pala-
cio de Hielo resultaron seriamente dafiados. Incluso la
vecina Kazajstan se vio afectada por la potentisima onda
expansiva.

Ambos acontecimientos han venido a demostrar una
vez mas que estos fendémenos astronémicos plantean a la
Humanidad un problema de seguridad real y de primera
magnitud. No en vano, sobre él se viene trabajando con
una intensidad creciente en los tltimos afios desde diver-
sas instancias nacionales e internaciones, estatales y pri-
vadas, con el objetivo de desviar la trayectoria de estos
cuerpos o de destruirlos antes de su impacto sobre la
Tierra.

2. EMPRESAS PIONERAS Y RECURSOS

EXPLOTABLES
Sin embargo, también es creciente el niimero de quienes
consideran que los asteroides podrian ser de una gran

utilidad y constituir una oportunidad para el género hu-
mano. Uno de ellos es el cofundador de Google, Larry
Page, inversor de la empresa Planetary Resources.

Se trata de una de las dos empresas estadounidenses
-la otra se denomina Deep Space Industries (DSI)- que se
encuentran trabajando actualmente en la posibilidad de
aprovechar los mdultiples recursos que contienen estos
cuerpos, y que colaboran con la National Aeronautics and
Space Administration (NASA).

Planetary Resources estima que a mas de 1.500 aste-
roides se podria tener acceso con igual facilidad que a la
superficie de la Luna. Podemos distinguir tres tipos de
recursos valiosos que pueden contener estos asteorides.

a) En primer lugar, recursos hidricos sélidos, que
son los primeros que pretende explorar dicha
empresa;

b) en segundo lugar, elementos como, por ejemplo,
rutenio, rodio, paladio, osmio, iridio y platino;

c) vy, en tercer lugar compuestos como hierro, ni-
quel, cobalto, nitrégeno, monéxido de carbono,
diéxido de carbono o metano.

Hay que tener presente que segtin Planetary Resour-
ces algunos asteroides contienen metales en concentra-
ciones mucho mayores que las minas maés ricas de nuestro
planeta, y que, a diferencia de la Tierra, los asteroides
poseen también en su superficie metales pesados, lo que



podria facilitar su extraccién, desde un punto de vista
tanto tecnolégico como de abaratamiento de unos costes
que hasta ahora hacen de la mineria espacial una activi-
dad que requiere una inversioén inasumible.

3. TECNOLOGIA RoBOTICA, COSTES Y BENEFICIOS

Pese a ello, y aunque expertos mundialmente prestigiosos
como el Catedréatico de Ciencias Planetarias del Massa-
chusetts Institute of Technology R. P. Binzel consideran
que la minerfa espacial es ain una industria del futuro,
DSI ha proyectado para la década 2010-2020 la realizacion
de misiones no tripuladas sorprendentemente baratas,
exploratorias y de recogida de muestras, que emplearan
microsatélites de investigacion o naves de disefio propio.
Tal es el caso, por ejemplo, de la “cosechadora” Harvestor,
cuya recreacion aparece en la Figura 1.

Fig. 1. Recreacion artistica de la Harvestor (DSI)

Del mismo modo Planetary Resources se encuentra
actualmente desarrollando tecnologia -en particular rob6-
tica- como:

a) un telescopio, el ‘Leo” Space Telescope (Arkyd Series
100);

b) un interceptador, el Interceptor (Arkyd Series 200);

¢) y un prospector, el Rendezvous Prospector (Arkyd
Series 300) [2].

DSI ha calculado en unos 50.000 millones € el benefi-
cio en agua recuperable del asteroide 2012 DA14, y en
aproximadamente 100.000 millones € el beneficio en me-
tales [3]. Entre otros proyectos, DSI pretende capturar y
arrastrar literalmente los asteroides para acercarlos -como
paso previo a su aprovechamiento- a la drbita terrestre,
donde incluso podrian hacer las veces de “estaciones de

servicio” para satélites y viajes espaciales, tanto tripula-
dos como no tripulados.

4. UNA NUEVA DIMENSION DE LA GEOPOLITICA
DE Los RECURSOS

Queda por tanto esperar si, por ejemplo, DSI se encontra-
rd efectivamente en 2015 -fecha prevista por la propia
empresa- en condiciones de realizar el envio de la prime-
ra misién exploratoria (previsiblemente sélo de ida y con
una duracion de varios meses) para localizar los primeros
asteroides aprovechables. Con independencia de que se
retrase o0 no esa fecha, y de la fecha concreta en que se
exploten los primeros recursos, ello verdaderamente su-
pondria un hito que, aunque a largo plazo, inauguraria
una nueva dimensién -y no menor- de la geopolitica de
los recursos.

Esta dimensién ofreceria a los paises, por un lado,
nuevos espacios para la cooperacién, pero, por otro lado,
también nuevos escenarios de conflicto, sobre todo entre
las grandes potencias, que liderarian el aprovechamiento
de los recursos de los asteroides.

Han sido y son muchas las experiencias de aprove-
chamiento no conflictual entre paises de los recursos, pero
también éstos han sido el objeto de sangrientas y destruc-
tivas guerras libradas a lo largo de la Historia, que ade-
mas, en el caso de estas hipotéticas guerras del futuro,
incluirfan, como minimo, un componente revolucionario,
derivado de la posibilidad de trasladar el campo de bata-
lla nada menos que al espacio exterior, con las imprevisi-
bles consecuencias que ello supondria, asi como el empleo
de nuevas armas desarrolladas paralelamente a la tecno-
logia para la explotacién de los recursos.

5. CONCLUSIONES

La existencia de asteroides préximos a nuestro planeta
constituye un problema de seguridad real y de primera
magnitud para la Humanidad, como quedé demostrado
el 15 de febrero de 2013 con el paso muy cercano a la
Tierra del asteroide 2012 DA14 y con el impacto sobre
Rusia de un pequefio asteroide que causé6 mas de mil
heridos e importantes dafios materiales.

Sin embargo, estos cuerpos también podrian consti-
tuir para la Humanidad una gran oportunidad desde el
punto de vista del aprovechamiento de los multiples
recursos diferentes que contienen, como agua y minera-
les. De hecho, dos empresas estadounidenses ya se en-
cuentran interesadas en explorar en el corto plazo las
posibilidades para dicho aprovechamiento que, si a mas



largo plazo fuese una realidad, inauguraria una nueva y
relevante dimension de la geopolitica de los recursos que
ofreceria a los paises nuevos espacios tanto para la coope-
racién como para el conflicto; sobre todo entre las princi-
pales potencias, que serian las que lideraran el aprove-
chamiento de los recursos de los asteroides. En este ulti-
mo caso las hipotéticas guerras del futuro por los recursos
incluirfan, como minimo, un componente revolucionario,
como consecuencia de la posibilidad de trasladar el cam-
po de batalla al espacio exterior, asi como la introduccién
de nuevo armamento.
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El propofol, el asesino del rey del pop

Ana Belén Diaz Méndez

Resumen— EI propofol es una molécula organica esencial en muchas intervenciones quirargicas al ser utilizado como
anestésico. Presenta uniones con los receptores GABAA del sistema nervioso central, que contribuye a que el tiempo de
accion de esta molécula sea minimo. Por esta razén, entre otras, se ha vuelto muy popular en los Gltimos tiempos.

Palabras Claves— Propofol, anestesia, mecanismo de accion.

n nuestro dia a dia estamos acostumbrados a oir ha-

blar sobre la anestesia, pero no sabemos que tipo de

moléculas se usan como anestésicos. Una de estas
moléculas es el propofol, muy popular por ser el causante
de la muerte de Michael Jackson o por la gran controver-
sia que ha causado recientemente por ser propuesto para
ser usado en ejecuciones, pero jpor qué es un anestésico
tan importante? ; Cémo funciona en nuestro organismo?

El propofol (2,6-diisopropilfenol) surgié a principios de
los afios setenta como consecuencia de la investigacion
delos derivados sustituidos del fenol con propiedades
hipnéticas. Es un agente anestésico liposoluble intraveno-
so de corta duracion introducido para el uso clinico en
1977. Se disuelve en aceite de soja y lecitina de huevo para
que se pueda introducir bien en el organismo y asi poder
llevar a cabo su funcidén en este. Fue aprobado para ser
usado en la anestesia general en pacientes adultos y pe-
diatricos mayores de 3 anos. Con él se consigue una rapi-
da induccion al suefio en casos de anestesia general o una
sedacion moderada. Es, probablemente, el tipo de aneste-
sia general mas ampliamente utilizada.

En cuanto a su naturaleza, el propofol presenta un carac-
ter lipdfilo, esto significa que posee una buena solubilidad
en lipidos, necesaria para que el agente anestésico pueda
atravesar la barrera sangre-cerebro pero, desgraciada-
mente, el cardcter lipéfilo del compuesto da como resul-
tado que éste sea insoluble e inmiscible en agua y, por
tanto, que no se pueda formular con facilidad una inyec-
cion intravenosa (Figura 1).

Fig. 1. Molécula de propofol

La preparacion original contenia como agente tensioacti-
vo aceite de ricino polietoxilado, pero la aparicién de do-
lor en la inyeccién y reacciones anafilactoides obligaron a
que se buscasen formulaciones alternativas. Posterior-
mente, se encontrd que se puede obtener una formulacién

inyectable de propofol utilizando un disolvente tipo iso-
sorbida, conteniendo la composicién final un 2,25% de
glicerol, un 10% de aceite de soja y un 1,2% de lecitina de
huevo. Con esta reformulacién de la droga en una emul-
sion de huevo-aceite-glicerol se ha eliminado la hipersen-
sibilidad de las reacciones que se producian con la formu-
lacién original, siendo asi éptima para ser aplicada como
anestésico (Figura 2).

Fig. 2. Propofol

La dosis de propofol requerida para inducir la anestesia
medida por pérdidas de reflejos palpebral en el 95% de
pacientes sanos no premedicados es de 1,5 a ,.5 mg/kg. La
gama de tiempos de inducciéon ronda entre los 22 y 125
segundos. La rapida pérdida de la consciencia se debe a la
absorcion inmediata de esta droga liposuluble por el sis-
tema nervioso central. Después de varios minutos de
administracion intravenosa, la concentracion plasmatica
de propofol se reduce, debido a su distribucion por todo
el cuerpo y a su absorcidn por los tejidos periféricos. Se ha
propuesto que esta molécula tiene varios mecanismos de
accién, por un lado a través de la potenciacién de la acti-
vidad de los receptores GABAA, ralentizando de este
modo el tiempo de canal de cierre y actuando como un
bloqueador de canal de sodio. Por otra parte, investiga-
ciones recientes también han sugerido que el sistema en-
docannabinoide puede contribuir de manera significativa

a la accién de este anestésico.

El receptor GABAA es el principal neurotransmisor inhi-
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bidor en el sistema nervioso central. Cuando se activan
los receptores GABAA, aumenta la conductividad trans-
membrana del cloruro, que implica una hiperpolarizacién
de la membrana celular postsinaptica y la inhibicién fun-
cional de la neurona postsindptica. El mecanismo de in-
teraccion del propofol con los componentes especificos de
los receptores GABAA hace disminuir la tasa de disocia-
cion del neurotransmisor inhibidor GABAA a partir del
receptor, aumentando asi la duracién de la apertura de
GABA-activada del canal de cloruro con una hiperpolari-
zacién resultante de las membranas celulares (Figura 3).
Tanto la inmovilizacién como la depresion respiratoria en
el mecanismo de accién propofol son mediados por re-
ceptores GABAA-beta3 y GABAA-beta2; mientras que la
hipotermia, depresion cardiaca y acciones sedantes son,
en gran medida, independientes de los receptores GABA-
beta3.

Fig. 3. Mecanismo de accion en el canal GABAA.

Como hemos comentado anteriormente, el propofol tam-
bién interacciona con el sistema endocannabinoide. Esto
se debe a que este anestésico se asocia con alteraciones del
estado de animo postoperatorias, e induce una mayor
incidencia de suefio en comparacién con otros anestésicos
generales. Estos efectos pueden estar mediados por su
accién inhibidora en la hidrolasa de amida de acido graso,
la enzima que degrada el endocannabinoide anandamida.
Debido a que el propofol también se asocia con una ma-
yor incidencia de los recuerdos traumaticos de la concien-
cia perioperatoria y el tratamiento intensivo en la unidad
de cuidados y, puesto que el sistema endocannabinoide
esta implicado en la regulacién de consolidacién de la
memoria de experiencias emocionales, varios investiga-
dores estan investigando si el propofol, a dosis anestési-
cas, modula la consolidacion de la memoria a través de
una activacion del sistema endocannabinoide.

El propofol se une extensamente a las proteinas plasmati-
cas, aproximadamente el 97-98% esta destinado a la al-
buimina. Después de la inyeccion intravenosa, la concen-
tracién plasmatica de propofol disminuye. La caida inicial
es extremadamente rapida (vida media 1-3 min). A medi-
da que la concentracién en sangre de propofol va dismi-
nuyendo, se va difundiendo desde el sistema nervioso
central hasta incorporarse a la circulacién sistémica;
cuando la dosis de propofol es ya demasiado baja, se pro-
duce una rapida recuperacion de la plena conciencia. Es-
tas propiedades ventajosas han contribuido a la populari-
dad de propofol. Aproximadamente el 70% de la dosis se
excreta en la orina dentro de las 24 horas después de la
administracion y 90% se excreta ya pasados aproximada-
mente unos 5 dias. A la hora de recuperar el conocimiento
se produce un hecho curioso, y es que éste se recupera
antes en mujeres que en hombres, la razén de esto no esta
clara aunque se sigue investigando, es posible que las
mujeres tengan una disminucién mas rdpida de la con-
centracion plasmatica de propofol después de la termina-
cion de la inyeccion, o simplemente puede haber diferen-
cias de género en la sensibilidad de este anestésico.

El propofol fue un gran desconocido hasta que en 2009 se
reveld la autopsia de Michael Jackson, siendo una sobre-
dosis de propofol la causante de su muerte. A partir de
aqui, la venta de propofol se ha incrementado en el mer-
cado, ya que se trata de un medicamento que no requiere
riguroso control, y ahora forma parte de una droga muy
consumida por drogodependientes. Ademas, en 2012 se
propuso usar propofol para llevar a cabo ejecuciones de
presos condenados a la pena de muerte en paises como
Estados Unidos. El primer estado que lo utilizé fue Mis-
souri, que lo aprobd en mayo del 2012. Este tema causo
gran controversia en la sociedad y en las empresas farma-
céuticas de todo el mundo, especialmente en las europeas,
que se negaban a suministrar a las carceles estadouniden-
ses propofol para llevar a cabo las ejecuciones. Hoy en dia
este tema sigue en debate.

En la actualidad existen gran cantidad de moléculas or-
ganicas que estdn muy presentes en nuestro dia a dia y
son beneficiosas. Un ejemplo es el caso del propofol, muy
presente en hospitales, es esencial para poder realizar
operaciones quirurgicas, entre otros tratamientos. Por
tanto, podemos decir que es ‘buena’ para el ser humano.
Sin embargo, a pesar de su importancia no es reconocida
en la sociedad por su papel principal en el organismo y
por sus magnificas caracteristicas, que la han hecho con-
vertirse en uno de los anestésicos estrella, sino que se aso-
cia con la drogodependencia o con la muerte debido a un
uso inadecuado.
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Polimeros inteligentes

Jesus Porcuna Doncel

Resumen— ¢ Serias capaz de imaginar que las cosas que tengas a tu alrededor pudiesen responder a lo que quisieses de la
forma que quisieses? No lejos de la ciencia ficcion, este hecho se esta4 consiguiendo. Efectivamente, hablamos de los
polimeros inteligentes. Con este articulo pretendo haceros méas cercano qué es un polimero inteligente, y algunos ejemplos

sorprendentes.

Palabras Claves— polimeros inteligentes, poliacrilato de sodio, autorreparacion, PIPAAm, Azobeceno.

1. INTRODUCCION

éQué es un polimero inteligente?, veamos la defi-

nicién del Informe de vigilancia tecnolégica sobre polime-
ros inteligentes del proyecto Madri+d: “Es aquel que ante
un estimulo exterior sufre cambios en sus propiedades fisicas
y/o quimicas.” Bajo esta definicion tan sencilla, se encuen-
tra un gran campo de investigacion que esta revolucio-
nando la forma de ver la quimica, y sus aplicaciones tanto
en el mundo actual como en el futuro.

La primera vez que se acufi6 el término polimero inteli-
gente se hizo en un articulo periodistico de 1989, en el que
se describia cémo un grupo de investigadores de la Uni-
versidad de Michigan utilizaba fluidos electrorreolégicos
para crear materiales inteligentes. Desde ese momento el
mundo de los polimeros inteligentes ha ido tomando cada
vez més relevancia, se han descubierto nuevos usos y
aplicaciones de estas uniones de monémeros tan sorpren-
dentes. [1]

Y como no podia ser menos en el mundo de la ciencia, se
ha creado una clasificacion, que es la siguiente:

-Atendiendo al estimulo que reciben:
.Temperatura.
.pH.
.Luz.
.Campo eléctrico.
.Campo magnético.
.Reconocimiento molecular.
-Atendiendo a la respuesta que dan una vez es-
timulados:
.Hinchazén/ contraccion.
.Flexion.
.Color.
.Cambio de estado.
.Luminiscencia.
.Conductividad.

A continuacién se van a mostrar unos ejemplos de algu-
nos polimeros inteligentes.

2. EJEMPLOS

2.1. Poliacrilato de sodio

El poliacrilato de sodio pertenece al mundo de los poli-
meros inteligentes por ser considerado un polimero su-
perabsorbente. Estos polimeros superabsorbentes estan
formados por una enredada malla de acido acrilico y co-
polimeros de este acido con almidén formando sales s6-
dicas.

En el caso del poliacrilato de sodio, su capacidad de ab-
sorber grandes cantidades de agua se encuentra en razo-
nes tanto fisicas como quimicas. El poliacrilato de sodio es
un compuesto formado por largas cadenas de carbono en
las que encontramos grupos iénicos: COO- y Na+. En
presencia de agua, el Na+ se desprende de la cadena,
quedando la cadena del polimero desestabilizada eléctri-
camente ya que solo hay repulsién de los grupos negati-
vos de los COO- residentes en la cadena, lo cual provoca
un reordenamiento de la malla y un aumento de su vo-
lumen. Es este aumento del volumen es el que permite
que quepan méas moléculas de agua dentro del polimero y
de ahi su capacidad superabsorbente (Fig.1). [2]

Fig. 1. imagen de como se comportaria el polimero en un medio
Seco y en uno con agua. Imagen obtenida de
http://centros5.pntic.mec.es/ies.victoria.kent/Rincon-C/Curiosid/Rc-
39/polim.gif
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Se ha demostrado que este tipo de polimeros es capaz de
absorber hasta 200 y 300 veces su propio peso de agua
destilada, y menor cantidad de agua con iones disueltos.
Esta capacidad de absorber esas grandes cantidades de
agua ha hecho de este polimero una gran herramienta en
muchos campos: en la agricultura ayudan a retener ma-
yores cantidades de agua en la tierra, también son utili-
zados para absorber liquidos de cadaveres en autopsias,
se han creado objetos ltidicos como la nieve instantanea o
las perlas de agua, y muchos usos mds. Sin embargo, el
que maés destaca es el uso que han hecho las empresas de
panales y de compresas de este polimero para mejorar sus
productos.

2.2. Material autorreparable

El estudio de polimeros que sean capaces de formar un
material autorreparable estd siendo observado muy de
cerca por las empresas automovilisticas, ahora veréis el
porqué.

El 6rganismo mas avanzado en este estudio es la univer-
sidad de Mississipi. Han conseguido crear un material
por montaje supramolecular, esto es, a un polimero senci-
llo se le afiaden, ya sea a la cadena o dentro de la malla
que forme el polimero, otras estructuras quimicas para
mejorar capacidades o para hacer que aparezcan capaci-
dades nuevas. Este es el caso del material autoreparable
del que estamos hablando; esta formado por cadenas de
poliuretano (polimero que se obtiene mediante condensa-
cién de bases hidroxilicas combinadas con disociana-
tos[4]) que da elasticidad, y a su vez resistencia a arafia-
zos y roturas; y por otro lado, el componente reparador:
oxetano (OXE) y chitosan (CHI).

El funcionamiento de este polimero se basa en que cuan-
do el material es danado, la estructura en anillo del
oxetano se abre creando dos terminales reactivas. En pre-
sencia de luz ultravioleta, el chitosdn se activa, produ-
ciendo asi la unién de las cadenas de oxetano, y reparan-
dose asi el mismo (Fig.2). [3]

Fig. 2. Microfotografias en las que se observa cémo
se repara una grieta en el material tras ser enfoca-
do con luz ultravioleta.

Obtenida de: http://i53.tinypic.com/2zf018l.jpg

Se esta buscando crear lunas para coches que sean auto-
rreparables gracias a este material, de ahi el interés del
sector automovilistico citado anteriormente.

2.3 Poli(N-isopropilacrilamida), PIPAAmM

La poli(N-isopropilacrilamida), o abreviado PIPAAm, es
un polimero inteligente bastante conocido que responde
cambiando su hidrofobicidad/hidrofilia en funcién de la
temperatura a la que se encuentre.

A unas temperaturas mayores que 32°C el polimero se
vuelve hidrofébico, y a menores actda como hidrofilico;
siendo las temperaturas Optimas mas utilizadas en estu-
dios 37 °C y 20 °C. Este comportamiento se debe princi-
palmente a los cambios conformacionales de las cadenas
del polimero dependiente de temperatura, lo cual produ-
ce la hidratacién de los grupos laterales de isopropilo del
compuesto.

El principal campo en el que se usa este polimero es en el
conocido como “Cell sheet Engineering”, una rama que
estudia capas celulares como por ejemplo los cultivos
celulares y sus usos. Lo que se hace con este polimero es
que se coloca en mondémeros en la placa y se tratan con
Mg v EB (“electron beam irradiation”) para que polimeri-
ce. Una vez que se tiene esta placa, se cultivan las células

sobre ella.

Fig. 3. imagen obtenida de Polymers.

Como se observa en la imagen adjunta (Fig. 3), la capa de
PIPAAm que se encuentra debajo de la capa de células a
37°C (a) posee caracter hidrofébico permitiendo que la
capa esté unida. Si se disminuye la temperatura a 20°C (b)
el agua del medio entra en el polimero por ser ahora hi-
drofilico, cambia su conformacién y hace que la capa de
células se despegue y sea mas facil separarla de la placa
de cultivo. Ademds, la temperatura de 37°C es 6ptima
para cultivar células de tejidos humanos, y descendiéndo
la temperatura serfa mads facil arrancar las células de la
placa para llevarlas a estudio sin tener que usar otros
productos quimicos para hacer que dejen de estar adheri-
das. [5]

Se ha demostrado que grosores de PIPAAm de 15,5 + 7,2
nm permiten el correcto funcionamiento. Por otro lado,
grosores mayores impiden este comportamiento hidrofo-
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bico/hidrofilico, y por tanto no son eficaces.

Sin embargo, el PIPAAm tiene otras aplicaciones que es-
tan estudio, como formar microcdpsulas que liberen su
contenido dependiendo de la temperatura, o crear micelas
de este polimero que lleven un medicamento y guiarlas
hasta un lugar concreto y controlar la liberacién del far-
maco, por medio del control de la temperatura del orga-
nismo, o de una zona de este.

2.4. Polimeros que contienen azobenceno.

Este tipo de polimeros pertenecen al grupo de los que son
controlados por luz y por calor aunque, sin embargo, los
polimeros que contienen azobenceno estan siendo incor-
porados cada vez més a los materiales fotocontrolables y
no tanto de los termocontrolables. [6]

Cuando este tipo de polimeros inteligentes reciben luz,
cambian sus propiedades porque cambian su alineamien-
to molecular dirigido por el movimiento del esqueleto
principal, quedando de forma perpendicular al haz de luz
polarizada que les llegue. Se ha descubierto que este tipo
de polimeros pueden cambiar de conformacién cis a trans
al ser enfocados con luz, lo cual explica ese realineamien-
to y reorganizacién de la malla que forme el polimero.

Un caso concreto de estudio sobre este polimero es el
elastémero de cristal liquido de azobenceno. Cuando una
capa de este material recibe tratamiento con luz se reor-
dena, como se observa en la figura adjunta (Fig. 4). Sin
embargo, solo afecta a capas finas (a), es decir, las capas
mas internas no se verfan afectadas, lo cual permite jugar
con curvaturas del material dependiendo del dngulo de
las moléculas del material, y del angulo de las distintas
radiaciones a las que se vean sometidos (b y c).
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Fig. 4. Obtenida de Polymers.

En los laboratorios en los que se estd trabajando con este
material se estan poniendo sobre la mesa ideas tales co-
mo: musculos artificiales, motores plésticos, control de
fuentes de energia... en definitiva, estdn abriendo el cam-
po de los materiales fotodeformables y de la fotomanipu-
lacion. [7]

5. CONCLUSIONES

En este articulo sélo se han mostrado 4 ejemplos de poli-
meros inteligentes y de su funcionabilidad. Sin embargo,
se puede apreciar la gran versatilidad de este campo. Sin
lugar a dudas, la sociedad futura hara uso de este tipo de
materiales, mucho mas eficientes y de mayor facilidad
para el reciclaje, asi como mejorardn y cambiaran nuestro
estilo de vida.

Con el avance del mundo de los polimeros inteligentes se
haran realidad otros proyectos sorprendentes, como ven-
tanas inteligentes que cambian de color [8], ropa inteli-
gente [9] o incluso un material carbonado que sea capaz
de hacer pasar la luz por €I, creando asi una capa de invi-
sibilidad [10] que parecerd sacada de las novelas de Harry
Potter.

REFERENCIAS

[1] Encarnaciéon Cano Serrano, Marina Urbina Fraile, Noviembre
2008, Informe de Vigilancia tecnoldgica: Polimeros inteligentes.

[2] Miguel Angel Gémez Crespo, Alfonsa Cafiamero Lancha Eure-
ka sobre Ensefianza y Divulgacion de las Ciencias 8 (Num. Ex-
traordinario), 460-465, 2011

[3] unaventanalconocimiento.blogspot.com.

[4] en.wikipedia.org/wiki/Polyurethane

[5] Zhonglan Tang, Yoshikatsu Akiyama and Teruo Okano, Review
Temperature-Responsive Polymer Modified Surface for Cell
Sheet Engineering, Polymers 2012, 4, 1478-1498.

[6] Koshima, H.; Ojima, N.; Uchimoto, H. Mechanical motion of
azobenzene crystals upon photoirradiation. J. Am. Chem. Soc.
2009, 131, 6890-6891.

[7] Akira Emoto, Emi Uchida and Takashi Fukuda, Review Optical
and Physical Applications of Photocontrollable Materials: Azo-
benzene-Containing and Liquid Crystalline Polymers, Polymers
2012, 4, 150-186.

[8] http://hypatia.morelos.gob.mx/index.php?option=comcontenté&
task=view&id=97&Itemid=68

[9] Javier Ramén Sanchez Martin, Los tejidos inteligentes y el desa-
rrollo tecnoldgico de la industria textil, Técnica industrial Marzo-
Abril 2007, 268, 38-44.

[10] http://edition.cnn.com/2013/03/27/tech/invisibility-cloak


http://en.wikipedia.org/wiki/Polyurethane
http://hypatia.morelos.gob.mx/index.php?option=comcontent&task=view&id=97&Itemid=68
http://hypatia.morelos.gob.mx/index.php?option=comcontent&task=view&id=97&Itemid=68
http://edition.cnn.com/2013/03/27/tech/invisibility-cloak

La nicotina como agente terapéutico

Luna Jiménez Castilla

La nicotina es conocida por sus efectos negativos sobre el organismo. No obstante, a pesar de lo que pueda creer la mayoria de la
gente, esta sustancia tiene efectos beneficiosos, siempre y cuando esté en su estado puro: mejora la atencién, la concentracion y la

memoria, ademas de ayudar a combatir ciertas enfermedades.

Palabras Claves— Nicotina, Parkinson , Alzheimer, puro, efectos beneficiosos.

sta sustancia conocida cominmente como nicotina,
es un compuesto organico, mas concretamente un
alcaloide que se puede encontrar en las plantas del
género Nicotiana, como en la planta del tabaco (Nicotia-
na tabacum). Conocida mundialmente por la dependencia
que genera cuando se consume, unida al resto de sustan-
cias que componen el tabaco es capaz de ocasionar en-
fermedades pulmonares, cardiovasculares, incluso cancer.
En términos técnicos, la nicotina estd formada por una
piridina y un pirrol (Figura 1).

Fig. 1. Estructura molecular de la nicotina.

La L-nicotina, uno de los isémeros de esta sustancia, es
la forma activa que se encuentra en el tabaco. Siendo un
liquido incoloro, se torna oscuro en presencia de oxigeno,
adquiriendo el olor a tabaco al ser expuesto al aire. Su
nombre quimico es el (S)-3-(1-metilpirrolidin-2-il) piridi-
na, y su férmula molecular es C1o0H14N». Sus propiedades
quimicas son las siguientes: masa molecular de 162.23
g/mol, densidad de 1.01 g/ml, punto de fusién de -7.9°C
y punto de ebullicién de 247°C. Su estructura molecular
esta constituida por diez carbonos, catorce hidrégenos y
dos nitrégenos, como se sobreentiende a partir de la for-
mula molecular mencionada anteriormente (Figura 2).

Fig. 2. Estructura molecular de la nicotina en 3D.

La nicotina es un compuesto “polifacético”, desde el
momento en que llega al cerebro se libera una gran canti-
dad de mensajeros quimicos. La nicotina puede ser un
estimulante al liberar adrenalina y glucosa desde el higa-
do. Es capaz de mejorar la concentracién y la memoria
debido al aumento de la acetilcolina. También mejora el
estado de alerta debido al aumento de, ademas de la ace-
tilcolina, la noradrenalina. Aumenta la excitacién, por la
norepinefrina, y puede llegar a disminuir el dolor por el
aumento de la acetilcolina anteriormente mencionada y la
betaendorfina, teniendo en cuenta que esta dltima tam-
bién produce una disminucién de la ansiedad.

Tal y como se anunciaba en el resumen de este articulo,
segun estudios recientes realizados en distintas universi-
dades y laboratorios, se ha podido constatar que la nico-
tina, en estado puro, es capaz de producir efectos benefi-
ciosos en el cuerpo humano contrarrestando sintomas de
diversas enfermedades neurodegenerativas o incluso lle-
gando a prevenirlas.

Las investigaciones realizadas sobre la nicotina revelan
un gran conocimiento sobre cémo acttian las sustancias
quimicas en el organismo, especialmente en el cerebro
(Figura 3). Los receptores de acetilcolina nicotinicos del
cerebro juegan un papel importante en la memoria y la
cognicién; y participan en la patogénesis de varios tras-
tornos cerebrales (enfermedades de Parkinson y de Alz-
heimer, sindrome de Tourette, la esquizofrenia, la depre-



sion, el trastorno de déficit de atencidn, etc). En estas en-
fermedades, diversos estudios clinicos han demostrado
que la nicotina, en estado puro, tiene resultados benefi-
ciosos, tanto como agente terapéutico como profilactico.
Esta sustancia se adhiere a los receptores y estimula la
actividad celular, liberando una gran cantidad de neuro-
transmisores, que llevan informacién de una célula a otra,
como la dopamina, la acetilcolina o el glutamato.

Fig. 3. Esquema de actuacion inmediata de la nicotina en el
cerebro humano.

Estudios realizados en la Universidad de Vermont
(EEUU), han demostrado que la nicotina pura, en parches
que lleven pequefas dosis de esta sustancia, ayuda a
mantener la atencién y se observa una mejoria en las
reacciones de los enfermos de Parkinson, entre otras do-
lencias cerebrales. La enfermedad del Parkinson, en con-
creto, estd determinada por la muerte de distintas células
que fomentan la liberacién de dopamina en el cerebro,
funcién que realiza la nicotina, siendo esta la principal
causa de los distintos estudios llevados a cabo hasta el
momento. Segiin investigaciones realizadas por el equipo
de profesionales médicos del Doctor Gabriel Villafane, del
hospital Lionel (Paris), que corroboran las conclusiones
de los anteriores estudios realizados en la Universidad de
Vermont, la nicotina es capaz de mejorar la actividad
motora de los enfermos de Parkinson. Ademas, permite la
reducciéon de la dosis de medicamentos para combatir
esta enfermedad, por ejemplo de L-dopa, hasta en mas de
un 50%. La nicotina modifica la produccién de ciertas
sustancias elaboradas por células del cerebro que tienen
un efecto llamado neurotroéfico, provocando un resultado
a corto plazo en la capacidad de creacién de prolongacio-
nes nerviosas y regeneracion celular.

La nicotina representara, en un futuro no muy lejano,
el mayor eje terapetitico, sobre todo al inicio de la enfer-

medad, incluso antes de aparecer los primeros sintomas
en futuros pacientes predispuestos a ella. Asi mismo, para
el afio proximo, se espera la salida al mercado del disposi-
tivo transdérmico de nicotina para el tratamiento de pa-
cientes con Parkinson.

Con respecto al Alzheimer, las investigaciones con
grupos de personas con signos tempranos de pérdida de
memoria demostraron que la utilizacién del tratamiento
con nicotina produce la recuperacion de la memoria a
largo plazo en casi un 50%.

Otra vertiente de aplicacién de la nicotina es el trata-
miento de pacientes que han dejado de ser tabacodepen-
dientes. En estos pacientes se observa una disminucién en
los procesos de atencién y memoria. Después de una te-
rapia de reemplazo de nicotina, se ha constatado la mejo-
ria en los aspectos mencionados anteriormente.

Estos aspectos positivos, a pesar de su optimismo, no
colocan al alcaloide en buena posicién, ya que los males
producidos por su asimilacién debido a la forma de con-
sumo usual, el tabaco, son mayores a los beneficios. A
pesar de los tépicos sobre la nicotina, en los que cree la
poblaciéon en general, ,serfa importante aclarar que estos
males se deben a su forma de consumo, ya que el estudio
de esta sustancia, en su estado puro, demuestran su uti-
lidad en diversos aspectos y situaciones de la vida coti-
diana. Es necesario que se abran nuevas puertas a la in-
vestigacion de esta sustancia ya que puede ser que este-
mos ante un importante agente terapéutico que apenas
hemos considerado viable hasta ahora.
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Origenes del Acido Formico

Cristina Casto-Rebollo

Resumen— El &cido formico es el acido méas simple de la naturaleza, y se encuentra presente en numerosos organismos con
finalidades diferentes. A lo largo del articulo observaremos algunas particularidades de dicho acido, como su utilizacion en la
dieta de los lechones y la accién defensiva llevada a cabo en algunos organismos.

Palabras Claves—Acido férmico, Producto natural, Defensa, Beneficios, Aplicaciones humanas.

1. INTRODUCCION

EL acido férmico es el acido carboxilico més simple
que existe (Figura 1). Fue descubierto por el cientifico

Jonh Ray a partir de la destilacion de una determina-
da cantidad de hormigas rojas (Formica Rufa). De dicho
descubrimiento es de donde procede el nombre de este
acido ya que hormiga en latin es “Formica”.

El caracter acido de la molécula le viene dado por el
grupo carboxilico (-COOH), cuya acidez se debe a la esta-
bilizacién de la carga del anién resultante por resonancia.
Su pKa es de 3.75, por lo que es un acido relativamente
fuerte para ser un producto natural organico.

Fig. 1. Estructura molecular del Acido férmico.

La reactividad de los 4cidos carboxilicos es diversa.
Puede reaccionar con bases fuertes, como el NaOH, para
dar sales de acidos denominadas carboxilatos, formiato
en el caso del férmico.Tambien se pueden descarboxilar;
R-COOH 2 R-H + CO;, aunque dicha reaccién es poco
favorable en ausencia de otros grupos funcionales. Ade-
mas pueden llevar a cabo una reaccién de esterificacion
(bajo catalisis acida) para la formacién de Esteres (R-
COOR).

A pesar de ser el acido férmico un producto natural,
hoy en dia, gracias al avance de las tecnologias, puede
sintetizarse cualquier compuesto en el laboratorio como
es su caso. Pierre Eugene Marcellin Berthelot desarrollo el
proceso de sintesis a partir de NaOH y CO para formar la
sal del 4cido que posteriormente darfa lugar al acido fér-
mico al producirse la reacciéon con HySO.,.

2. AcIDO FORMICO COMO PRODUCTO NATURAL

Generalmente la palabra acido no trae connotaciones
positivas a lo largo de su historia. Sin embargo, diversos
organismos se las han ingeniado para utilizar las caracte-
risticas de un acido en beneficio propio, como son las

hormigas, las abejas y las ortigas, entre otros.
Fig.2. Se observa una formica rufa (arriba) y una ortiga donde

se diferencian los pelos urticarios (abajo).

La hormiga (Figura 2) es un animal que, debido a su
pequefio tamafio, es fruto de interés por numerosos orga-
nismos depredadores. Por ello han desarrollado sustan-
cias que les sirven de defensa, como el acido férmico, que
es capaz de provocar quemaduras, dolor y enrojecimiento
de la piel en sus victimas, algo muy desagradable. Ade-
mas, se ayuda de dicho compuesto para marcar el camino
por donde viaja y que les sirva de rasto a sus compafieras.
Existe una especide de hormiga, la hormiga saltadora
(Myrmecia pilosula) que posee en su organismo &cido
cianhidrico, letal para algunos organismos y muy doloro-
S0 para nosotros.

La ortiga (Figura 2) posee unas protuberancias en for-
ma de pelos afilados llamados pelos urticarios. Estos pe-
los estdn formados por numerosas células calcificadas que
ayudan a formar una estructura rigida favorable para la
penetracién en la piel de algunos animales. Cuando se
produce el contacto del individuo con la ortiga se produ-
ce la rotura del apice de los pelos urticarios provocando la
rotura de la vacuola que contiene una concentraciéon de-
terminada de 4cido formico, insertdndose éste en el indi-



viduo y provocando urticaria.

Las abejas en cambio, poseen &4cido férmico para la
conservaciéon de la miel, no para su defensa. Este acido
sirve como una defensa indirecta contraa ciertos dcaros
del género Tropilaelaps y la Varroa que las suelen coloni-
zar. Este tipo de acaros se alimentan de los fluidos corpo-
rales de los adultos, pupas y larvas de las abejas. Nor-
malmente en los cultivos apicolas se suele aplicar una
leve concentraciéon de éste acido para prevenir dichas
plagas, aunque su exceso puede provocar un olor y un
gusto desagradable en la miel.

3. APLICACIONES PARA LOS HUMANOS

El ser humano, al igual que con infinidad de produc-
tos naturales, se las ingenia para conseguir, a partir de
unas caracteristicas quimicas y fisicas, productos adapta-
dos a los criterios que ellos desean. El ejemplo mas claro
es la manipulacién de esteroisémeros para la formaciéon
de farmacos éptimos.

Una de las aplicaciones que el ser humano le ha asig-
nado al 4cido férmico es su administracién en pequefias
dosis a los pequefios lechones. Los lechones en sus prime-
ras semanas de vida manifiestan ciertos sintomas gastro-
intestinales ligados a una baja ganancia de peso. La causa
es el desarrollo incompleto del aparato digestivo debido a
que no sintetizan correctamente ciertos componentes co-
mo el HC], la tripsina y la amilasa, entre otros compues-
tos que les ayudan a mantener un pH acido y digerir co-
rrectamente los alimentos.

El interés del ser humano en cuanto a la cria de lecho-
nes es ganar tiempo con respecto al aumento de peso de
los lechones para asi poder vender antes su carne y con-
seguir beneficios en sus empresas. Por ello se usa algunas
clases de acidos organicos (Figura 3), como el acido foér-
mico, en piensos de cebo de cerdos para aumentar la aci-
dez de su estémago. Esto permite aumentar la proteolisis
géstrica asi como reducir el crecimiento bacteriano intes-
tinal y sus metabolitos, potenciando el crecimiento de los
cerdos.

Fig. 3 Nivel de inclusién de acido en la dieta. Peso inicial, kg.
Ganancia diaria de peso, g. “Porcentaje de aumento/disminucion
sobre el control. ® Indice de conversion (g/g). ®Porcentaje de mejo-
ra/reduccién del FCR con respecto al control. *Diferencia significati-
va (P < 0,05) respecto al control.

El acido férmico es usado también profusamente co-

mo conservante, debido a su accién antimicrobiana. El
acido férmico es un compuesto orgdnico que posee la
caracteristica, al igual que otros, de difundirse a través de
las membranas celulares de los microorganismos. Esta
caracteristica les permite viajar hasta el citoplasma diso-
cidndose posteriormente en él y provocando una varia-
ciéon del pH intracelular del microorganismo. La conse-
cuencia de ésto es la inactivaciéon de numerosas vias del
metabolismo del microrganismo debido a la supresién de
numerosas vias enzimdticas. Las enzimas sélo son capa-
ces de trabajar a un pH determinado, a un pH 6ptimo, si
ese pH varfase rangote forma significativa la ruta metabé-
lica se verfa afectada. Aun asi, si el pH varfa mucho en el
interior celular puede ocasionar la desnaturalizacion de la
mayoria de las proteinas. Ambas cosas ocasionan la
muerte del microorganismo. Cuanto més alto sea el pKa
de los 4cido orgénicos mayor serd su accién conservante,
debido a que se disociard en una proporciéon mayor. El
acido férmico, como mencionamos antes, posee un pKa
de 3,75

4. CONCLUSION

El ser humano es capaz de sintetizar productos natu-
rales en el laboratorio para beneficio propio, como es el
caso del acido férmico, que es el acido carboxilico mas
simple, pero no por ello el menos importante. Puede
desarrollar numerosas funciones, como hemos ido viendo
durante el articulo, gracias a determinadas caracteristicas:
su elevada solubilidad y su relevante acidez. No obstante
al igual que las ventajas que posee utilizar el acido f6rmi-
co, hay que tener cuidado durante su utilizacién porque
aunque no sea uno de los acidos mas fuertes, sigue siendo
un acido.
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La castracion quimica: polémica solucion

Almudena Sanchez Garcia

Resumen— Existen diferentes tratamientos farmacol6gicos para evitar la reincidencia de los delincuentes sexuales, siendo los
més comunmente utilizados los antagonistas hormonales, como la medroxiprogesterona, o los antiandrégenos como el acetato
de ciproterona, que actian contra la testosterona. Estos medicamentos tienen ventajas e inconvenientes que, en combinacién
con la ineficacia en ciertos casos, hacen que no sean aceptados totalmente.

Palabras Claves— Castracion quimica, Testosterona, Medroxiprogesterona, Hormona luteinizante, ISRS.

1. INTRODUCCION

En 1990 surgioé en varios estados del mundo la consi-
deracién de castigar la pederastia o los delitos sexuales
con la castracién, tanto quimica como quirtrgica. La po-
sibilidad de un tratamiento para delincuentes reinciden-
tes es una realidad en cada vez mas paises, aunque exis-
ten evidencias de la ineficacia de la castracién quimica, si
el trastorno es de origen genético o social, la combinacién
de una terapia psicolégica con farmacos da resultados. Si
bien el término suena agresido, es un procedimiento que
no provoca dafios, es reversible y beneficioso para quien
lo requiera, y en combinacién con terapia psicoldgica
puede resultar en una diminucién de la reincidencia, del
50% habitual en este tipo de transtorno, a un 2-5 %.

El control de la libido mediante fAirmacos consiste en la
reduccién de la testosterona (Figura 2), principal hormo-
na sexual de los hombres, mediante tres vias principales:
uso de antagonistas o agonistas hormonales y antiandré-
genos.

2. MEDICAMENTOS

2.1. Medroxiprogesterona

La medroxiprogesterona (Figura 1) es un progestageno

sintético muy potente, que se utiliza en diferentes trata-
mientos en enfermedades respiratorias, amenorrea, el
sindrome de Pickwick, anticonceptivo, en mujeres meno-
pausicas, etc.
Si bien el mecanismo exacto es desconocido, la medroxi-
progesterona surpime el ciclo de accién de la hormona
luteinica (LH), hormona que regula la cantidad de células
de Leydig y, por tanto, la cantidad de testosterona, ya que
es el lugar principal de la siintesis de esta hormona.
Cuando la medroxiprogesterona se fija a sus receptores
se reduce la frecuencia de la salida de la hormona libera-
dora de gonadotropina del hipotdlamo, que interfiere con
la LH.

Se puede suministrar por via oral o por intyeccion in-
tramuscular, pero en el caso del tratamiento para la cas-
tracién suele ser en forma de inyeccién trimestral, elimi-
nandose sus efectos en un periodo de 120-200 dias apro-
ximadamente. La inyeccién puede producir una decolo-
raciéon de la piel en la zona, y se han descrito casos de
fatiga, aumento de peso, sofocos, cefaleas, nauseas, hiper-
tensién, trombosis retinal, embolia pulmonar, etc. No se

recomienda el uso de este formaco en hombres con pro-
blemas de insuficencia renal, por el agravamiento de los
sintomas. La impotencia se produce cuando los niveles de
testosterona descienden un 25% de los niveles basales,
ademads, este medicamento, que se comercializa por la
compaiiia Pfizer bajo la marca Depo- Provera, puede ser
usado como tratamiento para algunos canceres, ya que se
ha demostrado que los delincuentes tratados con este
fadrmaco tienen menos tendencia a desarrollar cancer de
prostata.

La medroxiprogesterona puede resultar ineficaz por
las interacciones que tiene con otras moléculas en nuestro
organismo, como la aminoglutetimida, fenobarbital, car-
bamazepina, primidona, etc.

CHs

medroxyprogesterone acetate

Fig. 1. Medroxiprogesterona.

2.2. Acetato de ciproterona y LHRH

El acetato de ciproterona es un derivado de la
progesterona que posee actividad antagonista al receptor
de los andrégenos, inhibiendo su unién. De esta manera
se limita la sintesis de testosterona en el testiculo,
disminuyendo los niveles en sangre. Ademas de como
tratamiento para la reduccién del impulso sexual, se
utiliza también como medicamento en el carcicoma de
prostata, en la alopecia androgénica, para la sustitucion
hormonal en cambios de sexo de varén a mujer, en la
menopausia o en hirsutismo muy intenso en mujeres. En
el caso de la castraciéon se pueden administrar dosis de 50



a 200 mg al dia por via oral. Entre los efectos adversos se
encuentra el aumento de peso, malestar, pesadillas,
dolores de cabeza, calambres musculares, dispepsia,
calculos biliares o diabetes.

Fig. 2. Ciclo de la testosterona.

El LHRH es un decapéptido que se sintetiza en el hi-
potalamo y se secreta directamente al torrente sanguineo
de manera pulsatil, estimulando la liberacion de las hor-
moénas FSH y LH de la pituitaria. Como vemos en la Fi-
gura 2, y como dijimos anteriormente en el caso de la
hormona luteinizante, si éstas se inhiben, la producciéon
de testosterona disminuye. Los agonistas de la LHRH
sintéticos, como la leuprolida o la nafarelina, tienen una
potencia mayor con respecto a la LHRH nativa. Este tra-
tamiento es similar al de la medroxiprogesterona, se su-
ministran entre 300 y 600 mg cada 3 meses aproximada-
mente. Este farmaco fue desarrollado como tratamiento
para el cancer de préstata avanzado en un primer lugar.
Los efectos secundarios son muy parecidos a los que ya
hemos visto en el acetato de ciproterona.

2.3. Serotonina

El serotonina inhibe la excitacion sexual y Ila
eyaculacién, aunque los efectos varian de acuerdo con
diferentes receptores de serotonina, por ejemplo, la
activacion de los receptores 5-HT1A acelera da
eyaculacién, al contrario que los 5-HT2C. Los posibles
mecanismos de los ISRS (“inhibidores de la recaptacion
de serotonina”) en parafilias son:
Inhibicién general de la actividd sexual.
Reduccién de la impulsividad.
Reduccion del trastorno obsesivo-compulsivo.
Reduccién de los sintomas depresivos subyacen-
tes.
Reduccién inderecta de los niveles de testostero-
na debido a la nefazodona, un inhibidor de la re-
captacion de serotonina.

Hoy en dia, los tratamientos que regulan los niveles de
serotonina se utiliza a menudo como medicacién estdndar
para estas afecciones, y ya desde 1990 los ISRS también se
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usan en el tratamiento de las parafilias y la impulsividad
sexual, para reducir las fantasias sexuales, el deseo y la
masturbacién.

Las primeras mejoras de los sintomas suelen verse des-
pués de 2 a 4 semanas de tratamiento. La dosis debe ajus-
tarse a cada paciente y, en pocas ocasiones, es necesario
elevarla més de la utilizada en los pacientes con trastor-
nos obsesivo-compulsivos. Como vemos en la Figura 3,
los resultados de la serotonina se ven incrementados a
mayor regularidad de la dosis, y se observa un increible
incremento de los pacientes que no realizan la masturba-

cién con fantasias sexuales.

Fig. 3. Experimento: antes y después en pacientes tratados con
ISRS.

Los efectos secundarios son inquietud, ansiedad, dismi-
nucion del suefio, nduseas, disminucién del apetito, dafio
hepatocelular, etc.

3. CONCLUSION

Actualmente, la ética y la moral estan lo suficientemente
avanzadas como para que la posibilidad de la castraciéon
quirdrjica reducidazo se contemple. Los avances en la
ciencia y la medicina nos permiten encontrar soluciones
menos drasticas a las conductas problemaéticas de la so-
ciedad. Muchos piensan que estos tratamientos no son
adecuados, y los efectos secundarios son mayores que el
efecto positivo global. En los dltimos afios la castraciéon
quimica ha ido extendiéndose por numerosos paises y, en
combinacién con terapia psicoldgica, utilizada como re-
medio para ciertos casos parafilias penadas por ley. El
termino castracion es fuerte, pero se llama castraciéon por-
que, aunque sea de manera quimica, se impide de una
forma u otra, el acto sexual de la persona en cuestion. La
ciencia sigue avanzando dia a dia, y las técnicas y trata-
mientos con ella, algtin dia se encontrard la solucién a
este gran problema de la sociedad, y muchas personas
podran resultar salvadas por ello. Porque a veces las apli-
caciones de la ciencia pueden resultar tan decisivas y tras-
cendentales como salvar a alguien de un futuro de miedo



y pesadillas.
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El levonorgestrel

Irene Garcia Roldan

Resumen— El levonorgestrel (LNG) es el principal componente de lo que conocemos hoy en dia como pildora del dia
después. El LNG actiia alterando el ciclo menstrual para evitar de este modo el embarazo en la mujer. Se sabe que puede
actuar como un anti-estrégeno, potenciar el efecto natural de la progesterona o alterar el moco cervical para evitar la llegada
de espermatozoides a la trompa de Falopio, entre otras cosas. Sin embargo, no se conoce a ciencia cierta si puede impedir la
implantacion del 6vulo una vez fecundado, es decir, no sabemos si esta pildora de emergencia es una pildora solamente
anticonceptiva o si también es abortiva. EI LNG también tiene otros usos, aunque menos conocidos, como pueden ser el

tratamiento de endometriosis o la disminucién de histerectomias.

Palabras Claves— Hormona luteinizante, Levonorgestrel, Ovulacién, Pildora, Progesterona

1. QUIMICA DEL LEVONORGESTREL

I levonorgestrel (LNG) es una progestina de origen

sintético derivada de la 19-nortestosterona. La 19-

nortestosterona deriva a su vez de la hormona mas-
culina testosterona; esto hace que tenga una accién dual:
por un lado es similar a la hormona femenina progestero-
na y por otro lado, tiene efectos masculinizantes que an-
tagonizan la accién de las hormonas femeninas. Quimi-
camente, el levonorgestrel (figura 1) es el enantiémero
levorrotatorio de la mezcla racémica norgestrel, hormo-
nalmente activo.
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Figura 1. Levonorgestrel

2. HISTORIA DE LOS ANTICONCEPTIVOS DE
EMERGENCIA

La anticoncepcién de emergencia se inicié en los afios 60
como método para evitar embarazos y abortos después de
una violacién. En primer lugar, se empezaron a usar altas
dosis de un estrégeno. Después, el estrégeno fue reem-
plazado por lo que se conoce como régimen de Yuzpe. El
régimen de Yuzpe contiene dos anticonceptivos: el etinil-
estradiol y el levonorgestrel. Sin embargo, posteriormen-
te, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) realiz6 un
estudio en el cual se comparaba el régimen de Yuzpe con
el levonorgestrel y, los resultados obtenidos revelaron
que el levonorgestrel solo podia ser utilizado como anti-

conceptivo de emergencia. La anticoncepcién de emer-
gencia esta aprobada por la OMS, la Federacién Interna-
cional de Planificacién de la Familia (IPPF) y las agencias
reguladoras de la mayoria de los paises, incluyendo los
EEUU (Food and Drug Administration). En la mayoria de
los paises, también se incluye la anticoncepcion de emer-
gencia en las normas para la atencién de los casos de vio-
lacién. La anticoncepcién de emergencia ha sido conocida
también como anticoncepcién postcoital y a las pastillas
utilizadas se las ha llamado la pildora del dia después.
Estos términos pueden dar lugar a confusién ya que pue-
de usarse varios dias después de un coito no protegido y,
ademas, no se trata de una sola pildora.

3. PROCESO DE OVULACION

La ovulacién normal es el proceso mediante el cual el
ovario libera un 6vulo fecundable. Para que esto ocurra,
la hipéfisis produce una sefial con forma de pico hormo-
nal (pico de LH) que al actuar sobre el ovario produce, al
menos, cuatro efectos:

a) Libera al 6vulo de su encierro en las células de la pared
folicular y, de esa manera, el 6vulo y las células que lo
rodean quedan suspendidos en el fluido folicular.

b) Desencadena una cascada de eventos quimicos y celu-
lares que terminan por romper la pared folicular, permi-
tiendo la liberacién del 6vulo. Este evento tiene lugar en-
tre 24 y 48 horas después del pico de hormona luteinizan-
te (LH).

¢) Provoca cambios en las células foliculares, las que dis-
minuyen su produccién de estrégeno e inician la produc-
cién de progesterona que induce modificaciones en el
cuello uterino, impidiendo la entrada de nuevos esperma-
tozoides, y completa la maduracién del endometrio pre-
parédndolo para la implantacién embrionaria.

d) Induce cambios somaticos y cromosémicos en el 6vulo
que son necesarios para que, al encontrarse con los es-
permatozoides, éstos puedan penetrarlo e iniciar la fe-
cundacion. Si los 6vulos no se exponen al pico de LHy a
los cambios hormonales desencadenados posteriormente,
no seran fecundables o la fecundacién sera defectuosa.



4. MECANISMO DE ACCION DEL LEVONORGESTREL

Dependiendo de la fase del ciclo menstrual en la que se
encuentre la mujer, el levonorgestrel actuard de una for-
ma u otra (Figura 2):

4.1. Antes de la ovulacion

Si se administra LNG antes de la ovulacién, al igual que
la progesterona natural, actia como un anti-estrégeno en
el nivel periférico (inhibe las glandulas del endometrio y
las glandulas del cuello uterino) y, en el nivel central, in-
hibe las descargas hormonales de la hipéfisis.

4.2.Después de la ovulacion

Sin embargo, si se administra después de la ovulacién,
debido a su gran afinidad con las gldndulas endometria-
les, potencia el efecto de la progesterona natural. La pro-
gesterona es una hormona sexual que actta fundamen-
talmente durante la segunda parte del ciclo menstrual:
para los cambios endometriales que inducen los estroge-
nos, estimula los cambios madurativos y se encarga de
mantener sujeto al endometrio en el ttero.

4.3.Durante la ovulacion

Si el levonorgestrel se administra durante la fase de reclu-
tamiento folicular ocurren dos cosas: se retrasa la fase de
reclutamiento folicular, retrasando proporcionalmente el
momento de la ovulacién o impidiendo que ésta ocurra y
el foliculo se reabsorbe en un proceso llamado atresia foli-
cular. Esto puede ocasionar un pequefio sangrado que es
el reflejo de que el endometrio perdié sustento hormonal.

Si el LNG se administra en la fase de maduracién folicu-
lar, cercana a la ovulacion, el efecto progestativo del LNG
puede inhibir el crecimiento y maduracién folicular, con
lo que habitualmente se desencadena una atresia folicu-
lar. A diferencia del periodo anterior, lo habitual es que la
ovulacién se inhiba o que pueda retrasarse. También
puede ocurrir un pequefio sangrado uterino semejante a
una menstruacién. El LNG administrado en la fase folicu-
lar tardia tiene la capacidad de interferir con el proceso de
ovulacién, ya sea suprimiendo el pico de LH, la ruptura
folicular o la luteinizacién. Por ser el LNG una progestina,
su administracion en la fase folicular altera, ademas, el
moco cervical impidiendo, retrasando o dificultando la
migracion de los espermatozoides. Aquellos espermato-
zoides procedentes de un coito previo que ya estaban a la
espera del 6vulo en el cuello uterino o en la trompa de
Falopio, se encuentran con la alteracién de los fluidos de
estos 6rganos, producida por el LNG, lo que dificulta o
impide su migracién, y por consiguiente el encuentro con
el 6vulo y la fecundacién.

Los efectos del LNG sobre la ovulacién parecen depender
de la anticipacién con que se administra y los tiempos
relativos al inicio del pico de LH.
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Figura 2. Mecanismo de accién del levonorgestrel

5. EFECTOS SECUNDARIOS

La ingesta de este farmaco conlleva una serie de efectos
secundarios tales como: natiseas, vémitos, mareos, hiper-
sensibilidad de las mamas, aumento de peso, nerviosis-
mo, dolor de estémago, desmayos, cansancio y debilidad,
cambios menstruales, pérdida del deseo sexual, depre-
sién, dolor de cabeza y diarrea.

6. ¢ PILDORA ABORTIVA O PILDORA
ANTICONCEPTIVA?

El recurrir a la contracepcién de emergencia ha sido con-
denado por la Academia Pontificia para la Vida y por las
conferencias episcopales de numerosos paises, basado en
el hecho de su accién anti-nidatoria, que atenta contra la
vida del embrién. No se puede afirmar que la pildora de
emergencia sea anticonceptiva, pero tampoco abortiva, ya
que se trata de un procedimiento quimico que se encuen-
tra en el limite del origen de la vida y puede actuar tanto
antes de la fecundacidon como después. Si la pildora es
tomada dias previos a la ovulacién impediria este proceso
y actuaria como una pildora anticonceptiva; sin embargo,
si es tomada después de la fecundacién, podria impedir la
implantacién del 6vulo en el ttero (este hecho no estd
demostrado atin) y entonces, podria ser una pildora abor-
tiva.

Actualmente, se necesitan mas investigaciones para poder
determinar con certeza los mecanismos responsables de la
fecundacion, implantacion y de la regulacién del cuerpo
lateo y como interfiere el levonorgestrel en estos. Por
ejemplo, atn no se conocen los cambios estructurales que
ocurren en el endometrio para la implantacion, y si estos
son afectados por el levonorgestrel. Tampoco se sabe si el
levonorgestrel impide la reaccién acrosémica (en la cual
la progesterona juega un rol importante).

7. OTROS USOS DEL LEVONORGESTREL

El levonorgestrel, ademas de ser utilizado como anticon-
ceptivo de emergencia, puede ser utilizado para otros
fines. Segin un estudio realizado, la ingesta de levonor-
gestrel por mujeres perimenopatsicas con fibromas uteri-
nos puede reducir el niimero de histerectomias realizadas
a éstas. Otro estudio revel6 que el uso de levonorgestrel
por adolescentes con endometriosis dismunuye en su
mayoria, el dolor provocado por esta patologia.



8.

CONCLUSIONES

El levonorgestrel es el componente principal de la pildora
de emergencia. Durante los tultimos afios esta pildora ha
sido utilizada por un gran ntiimero de adolescentes movi-
das, sobre todo, por el miedo al embarazo. Sin embargo,
tal y como se ha descrito en este articulo, sus mecanismos
de accion todavia siguen en estudio ya que no se conoce
si puede interferir en la implantacién del 6vulo en el tte-
ro. Ademads, podria tener efectos secundarios a largo pla-
Z0s atin no conocidos.
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Los alcanos en nuestra vida

Maria Manuela Romero Cisneros

Resumen— ¢ Como es posible que compuestos organicos tan sencillos como los alcanos se hayan convertido en la fuente

principal de energia de nuestra sociedad?

Palabras Claves— Petréleo, Gas Natural, Alcano, Craqueado, Energia.

1. INTRODUCCION

En la naturaleza, los compuestos orgdnicos mas simples
que existen, ya que carecen de grupos funcionales y estan
formados tnicamente por carbonos e hidrégenos, son
hidrocarburos a los que se conoce bajo el nombre de Al-
canos.

Los alcanos entrarian dentro del grupo de los hidrocarbu-
ros saturados, es decir, solo se establecen enlacen simples
entre sus atomos y, como consecuencia, presentan hibri-
dacién sp?, responsable de muchas de sus caracteristicas y
sus propiedades fisicas y quimicas.

Hoy en dia se les puede considerar como la fuente de
energia mas importante para la sociedad, dadas sus inter-
acciones intermoleculares y sus propiedades caracteristi-
cas, como la insolubilidad en agua o sus puntos de ebulli-
cion.

Conociendo la baja polaridad de los alcanos, podemos
entender que solamente sean solubles en compuestos
apolares; los alcanos son miscibles entre si, pero insolu-
bles en moléculas polares como el agua. El porqué reside
en la incapacidad que tienen los compuestos organicos de
romper los enlaces de hidrégenos presentes en las molé-
culas de agua, ya que la energia que estos contienen es
incomparable con la presente entre los atomos de carbono
e hidrdégeno.

Los puntos de ebullicién no destacan por ser elevados, es
mas, son menores que la mayoria de los compuestos or-
ganicos del mismo peso molecular. Hecho que reside en
la debilidad de las fuerzas con las que permanecen uni-
das, fuerzas de van der Waals, por lo que se requiere poca
energia para romper sus interacciones intermoleculares.
Sin embargo, dichos puntos aumentan a medida que lo
hace la longitud de la cadena, y disminuyen cuando las
cadenas se vuelven mas ramificadas.

Su poca reactividad quimica a temperatura ambiente dio
origen al nombre de parafinas, lo que explica que no son
atacados por acidos o bases fuertes, ni por agentes oxi-
dantes o reductores.

Las reacciones mas importantes que se dan en los alcanos
son: la pirolisis (permite la formacién de nuevos alcanos
con un mayor niumero de carbonos), la combustion (obte-
nemos agua y didéxido de carbono) y la halogenacién. El
proceso de sintesis se realiza por la hidrogenacion de los
alquenos, pero se obtienen, principalmente, a partir de
fuentes naturales (gas natural y petréleo las mas impor-
tantes) y por métodos sintéticos.

Los alcanos se pueden obtener a escala industrial en el

proceso de destilacion fraccionada del petréleo y del gas
natural (Fig. 1).

Fig. 1. Proceso de obtencion del Petréleo y el Gas Natural paso a
paso.

2. EL PETROLEO

El petréleo, recurso natural no renovable, se define como
la mezcla de alcanos liquidos y otros hidrocarburos, que
se formaron cuando los animales marinos y plantas (zoo-
placton y fitoplacton) muertos y hundidos en el fondo de
los antiguos mares, fueron cubiertos con sedimentos por
varios millones de afios a altas temperaturas y presion
hasta su forma actual.

Es considerado el combustible fésil mas importante. Su
nombre proviene del latin, y literalmente significa aceite
de piedra (petra piedra, dleum aceite). Se saca a la superfi-
cie mediante perforaciones y bombeo. Pero su utilidad
aumenta cuando es refinado. La destilacion, primera eta-
pa del proceso, consiste en calentar el petréleo crudo, li-
quido negro viscoso que se colecta a grandes profundida-
des donde hay rocas sedimentarias, a 400°C aproxima-
damente, de forma que los gases asciendan por una co-



lumna fraccionada. Como cabe esperar, aquellas fraccio-
nes que tienen los puntos de ebullicién mas bajos ascien-
den mas rapido que aquellas cuyos puntos son mas ele-
vados. El petrdleo se separa, por tanto, en distintas frac-
ciones (Tabla 1).

TABLA1
FRACCIONES DEL PETROLEO
Fraceion | Intervalo de|Intervalo  aproximado | Usos tpicos
| Hidrocarburos tpicos | de puntos de ébulicion
| (C)
Gas CHezCilp Menns de 40 Combustibies, matenas
pruas par plashicos
(Gasoling CqHp2a CpHy 40-200 Combugibles disolventes
Quernseno |CyHyga CyHy 175475 Combusable tiesel,
combustible para motores
a reacdn, calefcadn
doméstica, purdlisis pera
obtener gasnlina
Peirolen para calefaccaon |CyHya CyHy 150400 Calefacaon indudnal,
purdhas para  oblener
gasolia
Aceite ivhricante | CyyHy enadelante Sobre 300 Lubncantes
Residuo | CypHy tnadelznte Sobre 350 (ciens|Parafina asfalto
‘_ descompasiain)

La fraccién que forma la gasolina se empleara como com-
bustible, como materia prima para la industria petroqui-
mica, para la industria que suministra fibras sintéticas y
para otros materiales ttiles.

Las fracciones de altos puntos de ebullicién son someti-
das a un craqueado por medio de calor y de catalizadores,
de forma que se obtienen cadenas carbonatadas mas cor-
tas y con unos puntos de ebullicién mas bajos. En este
proceso, y para mantener el numero de dtomos de hidro-
geno, como resultado obtendremos un alcano y un al-
queno (presenta dobles enlaces). Esto favorece a la obten-
cién de gasolina a partir del petroleo.

Por otra parte, de este craqueo se obtienen hidrocarburos
gaseosos inferiores, entre los que cabe destacar el eteno
que su utiliza como materia prima en la industria petro-
quimica. Estas moléculas sufren distintas reacciones como
la alquilacién, combinacién de un alqueno con un alcano
para formar un alcano con un punto de ebullicién mayor.
Hoy en dia este método es utilizado para obtener gasoli-
nas con alto octanaje.

El indice de octano en las gasolinas es de suma importan-
cia, ya que ciertos porcentajes son nocivos para el medio
ambiente. Los hidrocarburos con estructuras ramificadas
se queman suavemente en un motor, y elevan los pistones
suavemente. Aquellos con cadenas carbonadas no ramifi-
cadas tienden a explosionar en el cilindro y elevan los
pistones violentamente. El indice varia mediante las adi-
ciones de tetraetilplomo, procesos de isomerizacion o
mediante la presencia de catalizadores como el platino,
que deshidrogena los alcanos para formar cicloalcanos e
hidrocarburos aromaticos.

A grandes rasgos, este combustible fésil forma una parte
muy importante de nuestra vida cotidiana, y se emplea en
los siguientes campos: industria, alimentacidn, textil, lim-
pieza, agricultura, medicina, combustible, construccion,
muebles y papel. Los ejemplos concretos son infinitos,
pero entre ellos cabe destacar: en los plasticos, en los acei-
tes y lubricantes, en los cables de comunicacién y en la
fibra Optica, en carreteras, pavimentos, cementos, hormi-

gon y pinturas, en el tratamiento de los libros y cartones,
boligrafos, chalecos salvavidas, nailon, suela de los zapa-
tos, automoviles, gafas, pomadas...

3. EL GAS NATURAL

TABLA2
COMPOSICION DEL GAS NATURAL

Por otra parte, tenemos el gas natural, combustible que
estd formado por un conjunto de hidrocarburos livianos
donde el principal componente es el metano (CH,) en un
porcentaje del orden del 80%, el resto est4 constituido por
etano, propano, butano y otros hidrocarburos mas pesa-
dos tales como pentanos, hexanos y heptanos (Tabla 2). Se
trata de un gas combustible que proviene de formaciones
geologicas, por lo que constituye una fuente de energia no
renovable.

Ademas del metano, la presencia de diéxido de carbono,
etano, propano, butano y nitrégeno, entre otros gases,
hacen que el uso del gas natural sea contaminante.

Se origina espontaneamente en estructuras subterraneas
en forma similar al petréleo. Estas se formaron hace mi-
llones de afios como resultado de los sedimentos (restos
de plantas y criaturas microscépicas) abundantes en ma-
terias organicas, que soportaron la accién bacteriolégica,
elevadas temperaturas y grandes presiones, provocando
el asentamiento de capas de sedimentos hundidas en un
lecho marino cubierto con lodo y arrastradas por las co-
rrientes de los rios. Al endurecerse el lodo, gradualmente
se convirti6 en roca sedimentaria y el peso de las nuevas
rocas, que se apilaron encima de las rocas sedimentarias,
originaron que estas fueran sometidas a altas presiones y
temperaturas.

Ademads de su presencia en yacimientos fosiles, el gas
natural puede obtenerse a partir de la descomposicion de
los restos organicos. Este proceso es promovido en plan-
tas de tratamiento especializadas que producen el deno-
minado biogas, una mezcla de gases obtenidos por fer-
mentacién anaerobia de la materia organica y estd com-
puesto de CO, y CH, con vapor de agua (generalmente
saturado de vapor a la salida del digestor) y trazas de
otros compuestos como el SH, Ny, siloxanos, hidrocarbu-
ros halogenados asi como particulas y espumas.

Para su utilizacién como combustible o primera materia
para la fabricaciéon de productos quimicos (etanol, hidré-
geno...) es necesario proceder a su depuracion para eli-
minar los componentes que pueden disminuir el rendi-


http://definicion.de/yacimiento/

miento o causar inconvenientes en la aplicacién.
Actualmente se trabaja en la creacién de membranas efi-
caces energéticamente para producir gas natural, y a su
vez reducir emisiones de Di6éxido de Carbono en las po-
pulares chimeneas térmicas o tubos de escape de vehicu-
los.

Como es sabido el grafeno consiste en una sola capa de
dtomos de carbono colocados en una reticula hexagonal,
similar a la de un panal de miel. Es por ello que afirman
que el grafeno es un material ideal para crear una mem-
brana de separacion debido a sus caracteristicas especia-
les, entre las que se incluyen su durabilidad y que no ne-
cesitan mucha energia para empujar a las moléculas por
la membrana.

Al ser gaseoso a temperatura ambiente, no contamina los
rios y los océanos. Ademads, como suele contener poco
azufre, se quema de forma limpia.

Sus utilidades son enormes, las mas comunes son: Inyec-
cién en los yacimientos para el maximo aprovechamiento
del petrdleo, energia para las casas, industrias y servicios
publicos, materia prima para la obtencién de nuevos pro-
ductos a través de procesos petroquimicos, proceso de
desulfuracién del petréleo, calefaccién y combustién, fa-
bricacién de aceros de distinta consistencia, fabricaciéon de
hornos de fundicién, fabricacion de pilas de combustible
y de automoviles que funcionan con gas natural.

5. CONCLUSIONES

No cabe duda que el descubrimiento de la importancia de
los alcanos como fuente de energia ha marcado un hito en
la historia de la humanidad y del progreso. Tanto el pe-
tréleo como el gas natural son los responsables de una
gran cantidad de las comodidades de las que hoy en dia
gozamos e imaginarnos una vida sin ellas es bastante di-
ficil. Pero no debemos olvidar que son energias no reno-
vables y que debemos de realizar un uso responsable y
comedido de ellos ya que se pueden agotar. Es por ello
que cada vez son mayores las inversiones y el tiempo que
se dedica a la bisqueda en la naturaleza de otras fuentes
que muy probablemente tengamos delante de nuestros
0jos y a nuestro alcance sin que sepamos hacer uso de
ellas, no olvidemos que han sido necesarios veinte siglos
para que descubrieramos la utilidad de esos hidrocarbu-
ros tan sencillos llamados alcanos.
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IONOFOROS

José Martin Gomez

Resumen—Los iono6foros son sustancias de origen microbiano que afectan a la permeabilidad normal de las membranas
bioldgicas. A lo largo de este articulo conoceremos a dos de los ion6foros mas conocidos, el DNP y la valinomicina.

Palabras Claves— lonéforos, iones, valinomicina, 2,4-dinitrofenol, membranas.

1. CONCEPTO DE IONOFORO

os ionéforos son un variado grupo de moléculas que

acttan aumentando la permeabilidad de las mem-

branas celulares hacia determinados iones. Son sinte-
tizados como mecanismo defensa por microorganismos,
principalmente bacterias y algunos hongos, aunque exis-
ten ejemplos de ionéforos artificiales.
Los iones son incapaces de atravesar la membrana plas-
matica de las células por si solos, dada la alta hidrofobici-
dad del interior de éstas, y necesitan de canales proteicos
que atraviesen la bicapa lipidica y proporcionen un inte-
rior hidréfilo para su paso. El transporte de iones esta
muy regulado por las células para mantener la concentra-
cion necesaria de cada i6n en el interior. La funcién natu-
ral de los ionéforos es, por tanto, romper este equilibrio
para inducir la muerte de las células.

NO,
HO

NO,

Fig. 1. Estructura del 2,4-dinitrofenol ™.

Existen dos mecanismos por los cuales los ionéforos per-
miten el transporte de iones:

» Por un lado, los ionéforos moviles son capaces de
unirse al i6n a transportar en una cara de la
membrana, girar en ella y liberar el ién en el otro
lado. Es el caso de la monensina, la valinomicina,
la calcimicina o el 2,4-dinitrofenol.

> Otro tipo de ionéforos acttia formando canales
que atraviesan completamente la membrana lipi-
dica. Por ejemplo, la gramicidina o la nistatina.

2. EL 2,4-DINITROFENOL

El 2,4-dinitrofenol o DNP (Fig. 1) fue un medicamento
usado en la década de los 30 como quemagrasa [, debido

a su capacidad para acelerar de forma sorprendente el
metabolismo de los consumidores. Sin embargo, pronto
fue retirado del mercado tras provocar la muerte a un
gran namero de personas.

(@)

outer membrane

Fig. 2. (a) Funcionamiento de la ATP sintetasa. (b) Mecanismo de
accion del DNP . El dinitrofenol lleva a cabo un transporte de pro-
tones en el mismo sentido que la ATP sintetasa, pero no puede usar
la energia liberada para la sintesis de ATP.

El DNP acttia como desacoplante de la cadena respirato-
ria mitocondrial: es un iondéforo que permite el paso de
protones desde el espacio intermembrana de la mitocon-
dria hacia la matriz, abriendo una via de paso alternativa
a la ATP sintetasa (Fig. 2). En consecuencia, toda la ener-
gia acumulada en el gradiente de protones se pierde en
forma de calor en lugar de ser usada para generar ATP.
La pérdida de eficiencia de las mitocondrias es compen-
sada con una mayor tasa de quema de grasa corporal. El
exceso de calor puede provocar hipertermia y la muerte.



Pero, ;a qué obedece la peligrosa actividad de este com-
puesto? La respuesta la encontramos en sus propiedades
aromaticas.

2.1. LAQuimMmICADEL DNP

Los fenoles son compuestos con un ligero cardcter acido
Bl, al contrario que otros alcoholes no aromaticos. Esta
propiedad se debe a la aromaticidad del benceno, que
estabiliza el anién fendéxido gracias a la deslocalizacién de
la carga negativa sobre las posiciones orto y para.

Fig. 3. Estructuras resonantes del DNP en su forma ionizada.

Esta acidez puede verse incrementada dependiendo de
los sustituyentes que posea el anillo aromético, de forma
que los grupos atractores de electrones como el grupo
nitro aumentan la acidez del compuesto al contribuir a la
deslocalizacién de la carga negativa y a la estabilidad de
la molécula, especialmente si se encuentran en las posi-
ciones orto y para, tal y como ocurre en el 2,4-DNP (Fig.
3). Y esta ligera acidez (pKa = 4.09) es precisamente lo que
permite al DNP transportar facilmente protones a través
de las membranas de mitocondrias, cloroplastos y bacte-
rias.

TABLA 1
ACIDEZ DE VARIOS NITROFENOLES [4]

Por otra parte, la distribuciéon homogénea de las cargas
por toda la molécula permite que ésta sea ligeramente
liposoluble, lo que le permite atravesar las bicapas lipidi-
cas.

Una investigaciéon dirigida por Grzegorz Nalecz-Jawecki
y Jozef Sawicki ¥ probd la relacién entre la estructura
molecular, la acidez y la toxicidad de varios nitrofenoles y
dinitrofenoles. Para ello pusieron en contacto al protozoo
Spirostomum ambiguum y a la bacteria Vibrio fischeri con los

diferentes compuestos en medios con diferentes niveles
de pH.

En la tabla 1 podemos apreciar coémo varia la acidez de
cada compuesto segin su estructura. Esta es mayor en los
dinitrofenoles, y, dentro de éstos, en aquellos compuestos
con los grupos nitro en posiciones orto y para (2,4-DNP y
2,6-DNP).

En la tabla 2 observamos los datos de toxicidad de los
distintos compuestos para Spirostomum ambiguum en va-
rios medios con pH creciente. Los compuesto mas téxicos

resultaron ser el 2,4 -DNP y el 2,5-DNP, y su toxicidad
disminuia en medios mas alcalinos, especialmente en los
dinitrofenoles.

TABLA 2
TOXICIDAD DE LOS NITROFENOLES SEGUN PH [pmol /L]

De esta forma, podemos concluir que es en ambientes
acidos, como el espacio intermembrana mitocondrial,
donde la actividad de los DNP es méxima. Sin embargo,
tal vez deberian haberse incluido en el estudio otros nitro-
fenoles como el 3,5-DNP para obtener datos concluyentes
de lipofilia y acidez en relaciéon con la toxicidad, teniendo
ambos grupos nitro en posiciones meta, las menos favo-
rables para estabilizar el anién fenéxido.

Aunque en la actualidad su uso como medicamento esta
prohibido, el 2,4-dinitrofenol sigue empleandose en la
industria (produccién de tintes, pesticidas...). Ademads, se
emplea en investigacion cientifica, especialmente dirigido
al estudio de la actividad mitocondrial.



3. LA VALINOMICINA

La valinomicina (Fig. 4) es un péptido ciclico sintetizado
por bacterias del género Streptomyces. Esta formado por la
triple repeticion de la secuencia L-valina, acido D-
hidroxivalérico, D-valina y dcido L-l4ctico BIeI17],

En un disolvente apolar, como una membrana lipidica,
los 12 grupos carboxilo que posee se disponen hacia el
interior del ciclo, y su caracter aniénico les permite inter-
accionar con los cationes, formando un complejo coordi-
nado octaédrico de los seis carbonilos de las valinas con,
especialmente, el K*.

Fig. 4. Estructura de la valinomicina. En morado, el i6n potasio, for-
mando un compuesto coordinado octaédrico con los seis atomos de
oxigeno, en rojo.

Los grupos isopropilo y metilo se disponen, por el contra-
rio, hacia el exterior del anillo, y su hidrofobicidad permi-
te que pueda moverse libremente por la membrana plas-
matica celular. Los bordes polar y apolar de la molécula
pueden intercambiarse, de forma que cuando la valino-
micina se encuentra en un disolvente polar, los grupos
carbonilo se sitdan en el exterior.

Fig. 5. Mecanismo de accion de de la valinomicina.

La valinomicina tiene accién antibiética y actia aumen-
tando la permeabilidad de las células a iones monovalen-
tes (Fig. 5). Posee una gran afinidad por el potasio y me-
nor afinidad por el sodio, cuyo radio es menos favorable

para formar el complejo en el anillo.

En el interior de las células, la concentracion de K* es de
140 mM, mientras que en el exterior es de aproximada-
mente 5 mM. Por el contrario, la concentraciéon de Na*
intracelular es de 5-15 mM y en el exterior de 145 mM.
Estos gradientes son generados y mantenidos gracias a las
bombas de sodio-potasio, que usan ATP para introducir
potasio y expulsar sodio de forma constante. Esta activi-
dad consume hasta el 30% del ATP de las células y es im-
prescindible para un gran nimero de procesos bioldgicos,
como el simporte de glucosa, la transmisién del impulso
nervioso o el control del equilibrio osmético y el volumen
celular.

Cuando la valinomicina afecta a una célula, la elevada
concentracién de potasio en el citosol va disminuyendo y
la de sodio va aumentando, provocando la muerte de la
célula.

Diversos experimentos [ relacionan la actividad de la
valinomicina con la de la ATPasa de sodio-potasio.

En una prueba con eritrocitos infectados con babesiosis
(enfermedad parasitaria parecida a la malaria provocada
por el protozoo Babesia), se usaron dos muestras de célu-
las que trataron con valinomicina.

El primer grupo de eritrocitos, denominados eritrocitos
LK (low potassium), tenian una baja concentraciéon de
potasio y una alta concentracion de sodio (actividad de la
bomba Na*/K* nula). En este caso la valinomicina conse-
guia acabar con la mayorfa de los parasitos.

En cambio, cuando se trataba de eritrocitos HK (high po-
tassium) en los que habfa una actividad Na*/K* ATPasa
correcta, se conseguia una actividad antiparasita dismi-
nuida.

En el primer caso, la valinomicina apenas afectaba a los
eritrocitos al haber un menor gradiente iénico, y en cam-
bio atacaba a los parésitos. Por el contrario, en los eritroci-
tos HK, la valinomicina provoca un aumento del sodio
intracelular y una disminucién del potasio. Esto lleva a
una actividad por encima de lo normal de la bomba
Na*/K*y a un consumo excesivo de ATP, provocando la
lisis en las células sanguineas en lugar de en Babesia. Sin
embargo, al usar ouabaina, un inhibidor de la bomba
Na*/K*, la actividad antiparasita de la valinomicina vol-
via a niveles normales. Ademas, la incubacion de los eri-
trocitos LK en un medio con elevada concentracién de
potasio frenaba la actividad antiparasita de la valinomici-
na, ya que ayuda a restaurar las concentraciones iniciales
en las células.

4. |IoNOFOROS: UN MUNDO POR DESCUBRIR

El dinitrofenol y la valinomicina son dos de los ionéforos
mas estudiados, pero la lista de este tipo de moléculas es
muy larga, y sigue ampliandose. Algunos de ellos son el
centro de un gran ntmero de investigaciones que inten-
tan usar sus propiedades en nuestro beneficio. Un exce-
lente ejemplo es la calcimicina, un ionéforo de calcio que
podria ser usado como tratamiento contra el cancer por su
capacidad de inducir la apoptosis en las células a las que



ataca; asf como en tratamientos de fertilidad, al ser capaz
de inducir la activacion del huevo tras la fecundacion al
incrementar los niveles de calcio intracelulares.

Esta en nuestras manos, por tanto, saber aprovechar este
tipo de compuestos ttiles que la naturaleza nos ofrece.
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La morfina: sus propiedades no descubiertas

Marina Segura Benitez

Resumen—En las Gltimas décadas se ha prescindido de la utilizacién de la morfina como analgésico a causa de sus efectos
secundarios y su efecto adictivo. Sin embargo, recientes estudios indican que podria administrarse sin estos efectos y ademas
ser mas beneficiosa que otras drogas similares. ¢ Deberia ser por ello administrada con mas frecuencia?

Palabras Claves— Morfina, analgésico, investigaciones, medicina.

La morfina es el principal alcaloide fenantreno presen-
te en el opio. Se trata de una droga medicinal cuya

estructura molecular es Ci7H19NOs, y su nomenclatu-
ra (5a, 6a)-Didehidro-4,5-epoxi-17-metilmorfinan-3,6-diol
(Figura 1), pero se administra en forma sulfatada, siendo
esta estructura (Ci7H19NO3), HoSO4 5H20. La morfina se
aislé en forma pura por primera vez en 1805; su estructu-
ra correcta se establecié en 1925 y se logré sintetizar por
primera vez en 1952, empezandose a utilizar a gran escala
durante la Guerra de Secesién.

Es un analgésico que combate el dolor agudo pero sin
causar inconsciencia, también utilizado para combatir la
adiccion a ciertas drogas derivadas de ella, tales como la
cocaina o la heroina. Su gran inconveniente es que causa
adiccidn, con lo que su utilizacién estd decreciendo a me-
dida que aparecen nuevas drogas sintéticas no adictivas.

Figura 1. Estructura molecular de la morfina, que entre otras subes-
tructuras contiene heterociclos como la piperidina y el fenol un, gru-
po hidroxilo y ciclohexanos.

Muchas drogas actuales son derivados de la morfina,
es decir, tienen su misma estructura pero con ligeras mo-
dificaciones en esta. Asi, su acetilacién produce la heroi-
na, su metilacién parcial conduce a la codeina,...Otros
derivados son el demerol, la metadona o el tramadol. En
teorfa, estos derivados son intentos de encontrar produc-
tos parecidos a la morfina pero con menos efectos secun-
darios, aunque el consumo abusivo de algunos de ellos se
ha convertido en un grave problema en la sociedad, como
es el caso de la heroina. Actualmente se sigue buscando el
“analgésico perfecto”, es decir, aquel que no posea efectos
secundarios ni cause adiccion.

La sintesis total de la morfina fue uno de los primeros
ejemplos de la reaccién de Diels-Alder en el contexto de
una sintesis total, la cual tiene lugar entre un dieno y un
diendfilo. El mecanismo es el que se puede apreciar en la
Figura 2, en el cual se identifican varios tipos de reaccio-
nes tales como hidratacién o alquilacién.

Figura 2. Sintesis total de la morfina.

La morfina se utiliza con fines médicos de manera le-
gal en diversas circunstancias como, por ejemplo, analgé-
sico a nivel hospitalario, asi como distintos y multiples
dolores en el infarto agudo de miocardio, post-quirirgico,
asociado con golpes,...Uno de sus usos mas extendidos es
su uso en el tratamiento del dolor de enfermos con cancer
en estado terminal, hecho que refleja el poder analgésico
tan fuerte que posee esta droga. Pero, como toda medici-
na, posee muchas contraindicaciones, algunas bastante
peligrosas, de las cuales las mas significativas son la mala
respiracién, pancreatitis aguda, fallos renales o intoxica-
ciones.



La morfina, por tanto, presenta efectos secundarios se-
rios. Ademas de la adiccién puede causar nduseas, dismi-
nucién de la presién sanguinea y depresién del ritmo res-
piratorio. La reducciéon del tono del sistema nervioso
simpédtico en las venas periféricas produce un estanca-
miento con reduccién del retorno venoso, gasto cardiaco
y presion arterial. Ademas, tiene una toxicidad quimica
que puede ser letal para personas con baja tolerancia, con
lo que hay que saber muy bien el estado y toleracia de
cada paciente antes de ser administrada.

En una investigacién reciente se llevé a cobo un estu-
dio de la morfina enfocado a determinar su eficacia de-
pendiendo de la cantidad administrada. Para ello, a 40
pacientes se les administraron al azar 0,2 o 0,3 mg de mor-
fina intravenosa, antes de administrar la anestesia gene-
ral. Después de la operacién, a las 24 y 48 horas no se en-
contraron diferencias significativas entre los dos grupos
en cuanto a la necesidad de mepiridina (analgésico deri-
vado de la morfina que se utiliza para paliar el dolor
postoperatorio en el tiempo inmediatamente posterior a
la intervencion). Tampoco se encontraron diferencias en-
tre el tiempo en el que los enfermos no sufrian dolores, ni
de la primera vez que comieron y que bebieron. Ademas,
un paciente del grupo de 0,3mg desarroll6 una depresion
del ritmo respiratorio por un corto periodo de tiempo. La
conclusién de esto fue que la dosis de 0,2 era tan efectiva
como la de 0,3, y que se debe tener cuidado en la dosis,
pues si se incrementa se pueden desarrollar problemas
respiratorios sin el beneficio de una bajada de consumo
de mepiridina postoperatoria.

Otro estudio ha descubierto que la morfina intraveno-
sa reduce la pérdida de sangre durante las cirugfas. Este
estudio empez6 en enero de 1993, y se desarroll6 hasta
2003. 128 pacientes fueron operados de escoliosis por el
mismo equipo médico. A estos 128 pacientes no se les
administré morfina intravenosa. A partir de 2003 y hasta
febrero de 2012 otros 128 pacientes fueron operados
igualmente pero con dosis de morfina. Ambos grupos
eran iguales en edad, porcentaje de chicos y chicas, peso y
duracién de la operacion. Los resultados fueron esperan-
zadores: la pérdida de sangre se redujo en un 63,4% (Fi-
gura 3), en cambio, muchos mas pacientes del primer
grupo necesitaron transfusiones de sangre, y en mucha
mas cantidad.

Pogwn 3

Figura 3. Grafica en la que se refleja la pérdida de sangre por afio
de los pacientes. En el lugar de la flecha se introdujo el uso de mor-

fina, y se observa una bajada brusca de esta pérdida.

En conclusion, podemos afirmar que la morfina es una
sustancia con propiedades beneficiosas y que aun nos
queda mucho por descubrir sobre ella, y hasta que no se
encuentre un analgésico perfecto serd la mas eficaz de
este gran grupo de drogas medicinales en la que se en-
cuentra.
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LIQUIDOS IONICOS: PROPIEDADES y
APLICACIONES

José Manuel Vicent Luna

Resumen— Los liquidos idnicos representan una nueva gama de posibilidades tecnoldgicas al usarlos en innumerables
aplicaciones en areas como la quimica y en la ingenieria. El estudio de sus propiedades, conocer y predecir su comportamiento

esta muy demandado en la actualidad.

Palabras Claves— liquidos, i6nicos, sales, aplicaciones, disolvente

Desde hace un par de décadas se ha incrementado el
interés por el desarrollo de procesos y aplicaciones

de unos nuevos compuestos quimicos llamados li-
quidos iénicos. Se denomina liquidos iénicos a sales com-
puestas por un catién orgédnico, y un anién inorgéanico u
orgdnico, que se presentan en estado liquido en un am-
plio rango de temperatura (generalmente bajo los 100 °C)
en el cual otras sales se encuentran sélidas (Figura 1).

Fig. 1. Ejemplo de liquido i6nico utilizado como disolvente
verde [1].

La combinacién de diferentes aniones y cationes da lu-
gar a un enorme numero de liquidos i6énicos con propie-
dades fisico-quimicas diferentes. Estas propiedades los
hacen ventajosos frente a otras opciones en diversas apli-
caciones, en primer lugar, poseen una muy baja presién
de vapor, son muy estables quimica, electroquimica y
térmicamente. Ademds su volatilidad es practicamente
nula, no son téxicos ni inflamables, poseen una alta con-
ductividad iénica, capacidad calorifica y viscosidad. Por
otra parte, ademds de las caracteristicas funcionales de
estos compuestos, otro factor a tener en cuenta es la com-
patibilidad ambiental que ofrecen [2]. Por este motivo los
liquidos iénicos son candidatos muy potentes para reem-
plazar los llamados “compuestos organicos volétiles”,
solventes comunes en la industria, estos tdltimos sujetos
cada vez a mads restricciones ambientales. Cabe destacar
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que variando el catién y anién utilizados, puede ajustarse
la capacidad de disolucién e hidrofobicidad dependiendo
de la aplicacién deseada. Por esta razén los liquidos iéni-
cos son conocidos como “los disolventes verdes”.

Esta versatilidad hace que puedan ser usados en una
gran cantidad de aplicaciones [3], como por ejemplo flui-
dos para la transferencia de calor, sustrato para cataliza-
dores, lubricantes, membranas, electrolitos en capacitores
y células solares [4]. Los liquidos i6nicos se utilizan tam-
bién en procesos de separacién y extracciéon de gases, co-
mo por ejemplo purificacién de gas natural [5], captura y
separaciéon de diéxido de carbono, etc. Recientemente
también han sido empleados en extracciéon de mezclas en
estado liquido, como es el caso de separacién de alcoholes
y agua, para la produccién de combustibles menos con-
taminantes que los combustibles fésiles. Entre otros, se
contemplan la separacién de etanol y agua para la pro-
duccién de bioetanol [6].

Otra aplicaciéon que se puede destacar es el uso de li-
quidos iénicos como componentes de los cristales liqui-
dos i6nicos [7], materiales que combinan las propiedades
de los cristales liquidos -sustancias que presentan una
fase intermedia entre un sélido y un liquido- y las de los
liquidos i6nicos (Figura 2). El uso mds comun de los cris-
tales liquidos iénicos es la fabricacién de pantallas LCD
de monitores y televisiones.

Fig. 2. Fotografia de la fase de cristal liquido i6nico a 140
°C, obtenida con un microscopio 6ptico de luz polarizada [7].



Por dltimo otro uso de los liquidos iénicos es la combi-
nacién de éstos con polimeros naturales o gelatinas para
la formacién de gelatinas i6nicas (Figura 3). Estos mate-
riales combinan las propiedades de los liquidos iénicos
con las de los polimeros, dando lugar a dispositivos flexi-
bles. La importancia de estos compuestos reside en la po-
sibilidad de tener materiales en estado sélido con las pro-
piedades los liquidos iénicos. Las gelatinas i6énicas son
usadas en diversas aplicaciones de gran interés como por
ejemplo electrolitos flexibles, biosensores y dispositivos
administradores de farmacos.

Fig. 3. Fotografia de un cubo de gelatina i6nica (ion jelly) [8].

Toda esta amplia gama de aplicaciones hace de los li-
quidos i6nicos unos compuestos cuyo estudio se ha con-
vertido en uno de los temas mds interesantes a abordar.
Como vemos estas sales son interesantes, no solo por si
mismas, sino también por la capacidad que tienen para
combinarse con otros materiales y la diversidad de apli-
caciones en las que pueden ser utilizadas.
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R aplicado a la Bioinformatica

Israel Ledbn—Rodriguez

Resumen—En el presente articulo veremos el conjunto de utilidades que nos ofrece R y la instalacion de varias librerias
disehadas especialmente para bioinformatica. Ademéas se daran los primeros pasos en este lenguaje junto con algunos
ejemplos, demostrando que en poco tiempo se puede llegar a manejar este lenguaje y ser realmente Gtil .

Palabras Clave—R, SeqinR, Bioconductor.

1. INTRODUCCION

1 lenguaje de programacién estadistica R nos

facilita la manipulacién de datos, hacer calculos y
graficas. Gran parte de la funcionalidad que presenta
R es la cantidad de operadores y funciones que pode-
mos utilizar sobre arreglos (vectores) y matrices. R ya
aporta de por si mucha funcionalidad en este aspecto
pero se puede incluir librerfas o paquetes que mejoren
este aspecto, existen varias, En este documento se

veran dos de ellas: Bioconductor y SeginR.
Abril, 2013

2. INSTALACION DE R

Desde 1997, R ha sido manejado por el R Deve-
lopment Core Team y se ha mantenido como “open-
source”. Puede ser descargado desde su pagina web
de forma gratuita [6]. Dicha pagina da soporte para
distintos sistemas operativos, junto con guias para fa-
cilitar su instalacién. Ademads estdn disponible varios
manuales para su mejor uso.

2.1. Instalacion de librerias

Una vez instalado R, se necesitard instalar alguna
de las numerosas librerfas para poder ser realmente
atil en el campo de la bioinformatica. En este caso se
instalardn los dos paquetes comentados anteriormen-
te.

Una vez ejecutado R y apareciendo en la pantalla
principal el prompt “>", se procedera a introducir las
instrucciones necesarias para comenzar la instalacion
de los paquetes.

2.1.1. Libreria SeqinR

Para instalar SeqinR solo se tiene que introducir en
la consola la siguiente instruccién:

> library(“seqinr”)

La principal utilidad de esta libreria es la de trabajar
con secuencias de ADN. Con ella se puede leer fiche-
ros en formato FASTA. Como se verd mas adelante,
estos ficheros se pueden descargar de las principales
bases de datos como NCBI, EMBL o DDJ.

Israel Leén-Rodriguez,Universidad Pablo de Olavide

2.1.2. Libreria Bioconductor

Bioconductor es un grupo de paquetes desarrolla-
dos para ser usados en la bioinformatica, el cual in-
cluye 672 paquetes entre los que se pueden encontrar
“Biostrings”, que permite manejar cadenas de texto
para la manipulacién de grandes secuencias bilégicas
o conjuntos de secuencias, o “yeastExpData”, que
es una colecciéon de diferentes conjuntos de datos
experimentales sobre la levadura.

El procedimiento anterior se puede utilizar para
la mayoria de los paquetes de R. Sin embargo, el
conjunto de paquetes de Bioconductor necesita ser
instalado mediante un procedimiento especial. Para
instalar Bioconductor es necesario introducir las si-

guientes instrucciones en la consola de R:
>source(”http:/ /bioconductor.org/biocLite.R”)

>biocLite()

Con ello se instala el niicleo de Bioconductor con los
principales paquetes. En la pagina web [3] se puede
encontrar mds informacién sobre los numerosos pa-
quetes que incluye. Para instalar algunos de los pa-
quetes que no se instalan por defecto, se introducira la

siguiente secuencia en la consola de R:
>source(“http:/ /bioconductor.org/biocLite.R”)

>biocLite(“yeastExpData”)

3. PRIMEROS PASOS EN R

En el presente documento se partird de un ejemplo
para ver la utilidad de R para la bioinformaética.
Existen numerosos manuales de aprendizaje de R [1,
2, 8] que se pueden consultar. Atn asi se tratard de
comentar brevemente algunos aspectos del lenguaje
de programacién utilizado en los ejemplos.

3.1.

Para la siguiente parte se utilizard como ejemplo la
secuencia de ADN del virus del Dengue. Se podra ac-
ceder a esta publicaciéon desde NCBI y obtenerse
en formato FASTA [7]. En este caso el archivo se
llamara “denl.fasta”. Una vez descargado el archivo,
se puede utilizar de una manera muy simple mediante
la libreria “seqinr”:

Aplicando R a la bioinformatica



> dengue <- read.fasta(file = “denl.fasta”)

En este caso, el objeto dengue es una lista con
la informacién del archivo FASTA. Para acceder a
la secuencia de nucleédtidos se hard de la siguiente

manera:
> dengueseq <- dengue[[1]]
> dengueseq[1:3]
[1] Ilaﬂ Ug/! Utﬂ

En el ejemplo anterior se puede ver como se accede
a la lista de nucleé6tidos que contiene el objeto dengue
y este a su vez se asigna a la variable dengueseq
utilizando para ello <-.

A continuacién se verd el nimero de nucleétidos
que componen la cadena y el ntimero de cada uno de
ellos:

> length(dengueseq)

[1] 10735

> table(dengueseq)

dengueseq

a c g t

3426 2240 2770 2299

En este caso se ha hecho uso de funciones que
incorpora R 8. Como se ve, se ha pasado como
pardmetro el vector denqueseq.

Hasta ahora se han utilizado funciones incluidas en
R. A continuacioén se utilizara GC, funcién incluida en
el paquete SqinR que permite calcular el contenido de
guanina y citosina:

> GC (dengueseq)

[1] 0.4666977

Ademas de la frecuencia con la que aparecen los
diferentes nucleétidos, puede ser de interés la frecuen-
cia con la que aparecen “palabras” en la secuencia
de ADN. Para ello se utilizard la funcién “count()”.
En el siguiente ejemplo se verd como hallar palabras

formadas por dos nucleétidos:
> count(dengueseq, 2)
aa ac ag at... ta tc tg tt

1108 720 890 708 ... 440 497 832 529

3.2. Representar datos de forma graficas

Anteriormente, al usar la funcién “GC()” se obtuvo
un valor de 46.7 % sobre la secuencia de nucleétidos
completa. Es probable que haya variaciones de este
porcentaje si se estudia la cadena en trozos maés
pequerios. Esto dara informacién sobre posibles casos
de transferencia horizontal o mutaciones sesgadas.

Se utilizard este ejemplo para ilustrar el uso de
funciones y representar los datos de forma gréfica.
Para ello se empezara calculando los GC de la cadena

dividiéndola en pedazos de 2000 nucleétidos:
> GC(dengueseq[1:2000])
[1] 0.465
> GC(dengueseq[2001:4000])
[1] 0.4525

> GC(dengueseq[10001:10735])

[1] 0.4993197

R permite simplificar tareas como la vista en el an-
terior ejemplo, haciendo uso de algunas instrucciones
propias de R:

> starts <- seq(1, length(dengueseq)-2000, by = 2000)
> starts

[1] 1 2001 4001 6001 8001

> n <- length(starts)

> chunkGCs <- numeric(n)

> for (i in 1:n)

chunk <- dengueseq[starts[i]:(starts[i]+1999)]
chunkGC <- GC(chunk)

print (chunkGC)

chunkGCsl[i] <- chunkGC

En el ejemplo anterior, se ha creado un vector con
los intervalos en los que se ha dividido la cadena de
ADN y se ha obtenido el ntimero de intervalos que se
utilizara junto a la instruccién for. Como se ha visto, la
tarea es mucho mds simple de realizar. A continuacién
se representaran los datos obtenidos:

> plot(starts,chunkGCs,type="b" ,xlab="Nucleotide start posi-
tion”,ylab="GC content”)

Figura 1. Contenido GC por intervalo de nucledtido

En la Fig:1 se puede ver el contenido de guanina y
citosina por cada intervalo creado.

Por otro lado R permite crear funciones mediante
la funciéon “function()”. Se construird una funcién
utilizando dicho ejemplo para demostrar su utilidad.
En este caso la funcién se llamara slidingwindowplot:

> slidingwindowplot <- function(windowsize, inputseq)

starts <- seq(1, length(inputseq)-windowsize, by = windowsize)

n <- length(starts) chunkGCs <- numeric(n)

for (i in 1:n)

chunk <- inputseq|starts[i]:(starts[i]l+windowsize-1)]

chunkGC <- GC(chunk)

print(chunkGC)

chunkGCsl[i] <- chunkGC

plot(starts,chunkGCs,type="b" xlab="Nucleotide
position”,ylab="GC content”)

start

Con esto se consigue crear una funcién personali-
zada la cual se puede llamar en todo momento y tan
solo se tendrd que indicar el tamafio de los intervalos
y la cadena de nucleétidos. En este caso la funcién
incorpora la representacion grafica de los datos. A
continuacién se vera el resultado de su ejecucion:

> slidingwindowplot(300, dengueseq)



Figura 2. Incrementando el tamano del intervalo.

R ofrece muchas opciones a la hora de representar
graficas drboles de tallo y hoja, graficos de cajas,
histogramas, graficos de puntos y graficos circulares,
entre otros muchos.

3.2.1. Representar datos tridimensionalmente

El hecho de representar datos de forma tridimensio-
nal hace que los datos sean mds compresibles al ojo
humano. R tiene multitud de funciones para repre-
sentar datos en 3D. Persp y scatter3d son algunas de
ellas. A continuacién se muestra una representacién
de los datos en 3D:

9 [}
5

Figura 3. Representacion en scatter3d.

4. CONCLUSIONES

Como se ha podido ver R es una herramienta muy
atil y su aprendizaje no es muy complejo. Permite
optimizar muchisimos los cdlculos con el uso de fun-
ciones y la representacién grafica de los datos ayuda
a una mayor compresion de los calculos realizados.
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BioJava;
Framework para bioinformaticos

Abel Cuevas Moreno

Resumen—BioJava es un proyecto de codigo abierto distribuido bajo licencia LGPL para el procesamiento de datos bioldgicos
usando el lenguaje de programacion Java. Se ha lanzado una reciente actualizacion del cédigo fuente, estructurando el mismo

en moédulos independientes.

El médulo del ndcleo proporciona una representacion concreta de los pasos que hay que seguir para convertir una secuencia

de un gen a una secuencia de una proteina.

Palabras Clave—BioJava, Maven, LGPL, ADN, Nucleo.

1. INTRODUCCION

ioJava forma parte de un proyecto de cédigo
B abierto, desarrollado por voluntarios y coordina-
do por la organizacién "Open Bioinformatics Foun-
dation” (OBF, http:/ /www.open-bio.org), que propor-
ciona un framework para el tratamiento de datos
biolégicos bajo el lenguaje de programacién Java.
Incluye una serie de librerfas con médulos indepen-
dientes que proporcionan una serie de herramientas
para realizar estudios relacionados con la biologia,
entre las que destacan la comparacién de la estructura
de proteinas, trabajar con secuencias de ADN, analizar
las propiedades de los aminoacidos o detectar modi-
ficaciones en las proteinas. Todo el cédigo puede ser
utilizado de manera gratuita y libre al ser distribuido
bajo la licencia LGPL, licencia de software creada por
la ”"Free Software Foundation” que garantiza la liber-
tad de compartir y modificar el software cubierto por
ella, asegurando que es libre para todos los usuarios.
Abril, 2013

2. BioJAvA 3

BioJava es un framework compuesto por una serie
de moédulos independientes, entre los que destacan
”Core Module” (médulo del nicleo), Protein Module
0 Genomic Module, que han sido compilados usando
una herramienta en linea de comandos conocida como
Maven.

Recientemente se ha lanzado una actualizacién del
cédigo fuente de BioJava, dando lugar a BioJava 3,
aunque el cédigo de BioJava se conserva por motivos
de compatibilidad.

Seguidamente explicaremos qué es un Framework,
qué es y cémo funciona Java, qué es y cémo funciona
el médulo del nicleo de BioJava, para lo cudl nos
basaremos en un ejemplo de un proceso biolégico,
como es la transcripcién del ADN, centrdndonos en

Abel Cuevas Moreno, Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide, E-mail: acuemor@alu.upo.es

las nuevas caracteristicas de la ultima versién de
BioJava 3.

2.1,

Java es un lenguaje de programacién creado a me-

diados de la década de los 90 por Sun Microsystems.
La caracteristica principal que diferencia a éste de
otros lenguajes de programacion es que las aplicacio-
nes de Java son compiladas a lo que se conoce como
Bytecode (o clases Java), lo que permite que puedan
ejecutarse en cualquier maquina que integre la JVM
(Java Virtual Machine). Esto permite que dispositivos
de cualquier tipo funcionen gracias a cédigo Java,
desde televisores a lavadoras.
Otra caracteristica que define la idiosincrasia de Java
es que estd basado en Clases, y orientado a Objetos.
Una Clase define la forma y el comportamiento del
Objeto. El Objeto es una instaciacién de la clase, a
través del cudl controlamos los atributos y métodos
de la misma.

Java

2.2. Framework

El concepto de Framework no es sencillo de
definir. De forma general, un Framework es un
esquema,un esqueleto, un patrén para el desarrollo
y/o la implementacién de una aplicacién. Define un
conjunto estandarizado de conceptos, practicas
y criterios para enfocar cualquier desarrollo
software, haciendo que el programador no tenga
que preocuparse de estructurar la aplicacion.
BioJava proporciona a Java un Framework para el
procesamiento de datos bioldgicos.

Que BioJava sea un Framewok supone numerosas
ventajas desde el punto de vista de la bioinformatica,
ya que facilita el desarrollo rapido de aplicaciones. Al
ser un Framework orientado a objetos sus componen-
tes son clases que forman parte de una gran jerarquia
de clases, lo que deriva en bibliotecas que resultan
mas faciles de aprender a utilizar.



2.3. Modulos

El concepto de médulo en BioJava estd ligado al
de Clase. Cada moédulo viene representado por una
serie de clases, que contendran una serie de atributos
y métodos que especifiquen su funcionalidad.

2.4. Nducleo

El nicleo es un médulo de BioJava que representa

una coleccién de clases que se pueden descomponer
en otros médulos, como puede verse en la figura
1. Los elementos comunes de estos médulos son la
lectura, escritura y la representacion de las secuencias
de datos.Uno de los principales objetivos que se
tuvieron presente a la hora de desarrollar dicho
moédulo fue mantener el tamafio de éste lo mas
pequerio posible, por lo que no se afiadiran clases al
mismo que no estén estrechamente relacionadas con
las proteinas o las secuencias de ADN.
Las clases principales que componen el médulo
del ntcleo son DNASequence, ProteinSequence y
RNASequence, y todas ellas extienden de una clase
llamada AbstractSequence.

Fig. 1. Diagrama de Clases.

El diagrama de Clases muestra la estructura del médulo del
nucleo de BioJava.

El médulo del nicleo estd compuesto por una serie
de clases que ayudan a simular procesos biolégicos,
como la transcripcion del ADN. Recuerde que la
transcripcién del ADN es el primer proceso de la
expresién génica, mediante el cual se transfiere la
informacién contenida en la secuencia del ADN
hacia la secuencia de proteina utilizando diversos
ARN como intermediarios. Durante la transcripcién
genética, las secuencias de ADN son copiadas a
ARN mediante una enzima llamada ARN polimerasa
que sintetiza un ARN mensajero que mantiene
la informacién de la secuencia del ADN. De esta
manera, la transcripcién del ADN también podria
llamarse sintesis del ARN mensajero.

24.1.

Esta es una Clase del Framework de BioJava que
se antoja necesaria para comprender cémo se lleva
a cabo el proceso de transcripciéon del ADN. Indica
la manera en la que se traduce una secuencia, y hay
6 formas distintas de conseguirlo: one, two, three,
reverse_one, reverse_two, reverse_three.

Enum Frame

public enum Frame extends Enum<Frame>

2.4.2. Traduccion en el Frame 1; Deprisa y corriendo

El siguiente fragmento traduce una secuencia de
ADN dada (generada por la Clase DNASequence) en
un péptido usando codones:

ProteinSequence
ce(“ATG”).getRNASequence().getProteinSequence();

protein = new DNASequen-

2.4.3. Traduccion en un Frame distinto

La manera anterior era rdpida pero llena de
galimatias, ya que una caracteristica comin de la
transcripcién del ADN consiste en especificar la base
en la que comenzamos la transcripcién del ADN
al ARN, que a su vez tiene un efecto sobre como
convertir los ARN resultantes en una proteina. Para
ello, el método getRNASequence, que devuelve la
secuencia de ARN equivalente a una secuencia ADN,
acepta que se pase un Frame como argumento, que
indica la forma en la que se produce la traduccién
de la secuencia. Como vimos anteriormente, la clase
Enum frame proporciona 6 formas en las que pueden
ser dados al objeto ADN cuando solicitamos el ARN.
DNASequence dna = new  DNASequence(”ATG");
RNASequence dna.getRNASequence(Frame. TWO);
ProteinSequence protein = rna.getProteinSequence();

rma =

Como podemos observar, aqui realizamos el mismo
proceso biolégico que en el apartado anterior, aunque
en 3 pasos. En el primero instanciamos un objeto de
la clase DNASequence con una secuencia dada. En el
segundo, hacemos lo propio con un objeto de la clase
RNASequence, pero indicando el Frame en el que se
producird la traduccién, es decir, indicando la manera
en la que se produce la traduccién. En el tercer y
altimo paso nos creamos un objeto de la clase Protein-
Sequence a través del método getProteinSequence() de
la clase RNASequence.

2.4.4. Traduccién en multiples Frames: Clase Trans-
criptionEngine

La clase TranscriptionEngine es el motor de trans-
cripcion, es decir, define la forma en la que se produce
el proceso de trascripcién. El método getDefault() nos
devuelve un objeto de ésta clase para poder trabajar,
aunque nosotros podemos construirnos el nuestro

propio.



Para hacer esto necesitamos un objeto de la clase
TranscriptionEngine, aunque podemos trabajar con el
objeto por defecto usando el método getDefault(), que
crea una instancia para usar cuando transcribimos de
ADN ARN Proteina.

El método getForwardFrames() devuelve todos los
frames (los seis que tenemos de la Clase Enum).

El método multipleFrameTranslation() es una
manera de traducir el ADN en un ntimero de frames.
Acepta dos pardmetros: el primero es la secuencia
de ADN a traducir y el segundo es el frame con el
que traduciremos, es decir, la manera por la cudl se
producird la transcripcién, que en este caso es de
todas las posibles. Devuelve todas las secuencias de
proteinas generadas por los frames.

TranscriptionEngine te = TranscriptionEngine.getDefault();
Frame[] frames = Frame.getForwardFrames();
Map <Frame, Sequence<AminoAcidCompound>> results =

te.multipleFrameTranslation(dna, frames);

2.4.5. Usando nuestro propio objeto de Transcriptio-
nEngine

Un objeto de la clase TranscriptionEngine es
la esencia del proceso de transcripcién, ya que
nos permite crearnos nuestro propio motor de
transcripcién. Si queremos hacer algo fuera de lo
normal, tenemos que construirnos uno personalizado.
Para hacer esto, ejecutamos las siguientes lineas de
codigo:

TranscriptionEngine.Builder b =
ne.Builder();
b.table(11).initMet(true).trimStop(true);
TranscriptionEngine engine = b.build();

new TranscriptionEngi-

Ya tenemos nuestro propio motor de transcripcién,
por lo que podrfamos proceder a la transcripciéon
del ADN, en este caso usando nuestro motor de
trascripcién propio en vez de un Frame:

DNASequence dna = new DNASequence(“ATG”);
RNASequence rna = dna.getRNASequence(engine);
ProteinSequence protein = rna.getProteinSequence(engine);

3. CONCLUSIONES

El mundo de la Bioinformética se encuentra en
pleno auge. El futuro desarrollo de ciencias como
la medicina molecular va a necesitar de todas las
tecnologias posibles como son la Biotecnologia o la
Bioinformatica.

BioJava proporciona un potente framework para el
tratamiento de datos y procesos bioldgicos. Ayuda
a aclarar estos procesos a través de la simulacién

de los mismos, ademds de crear gréficos, establecer
una comunicacién con el National Cancer Institute’s
Centre for Bioinformatics por medio de la utilizacién
de web services (SOAP + http).
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Introduccion a BioWeka

Daniel Jurado Fernandez

Resumen—Los métodos de mineria de datos siempre han estado fuertemente ligados a las tareas de investigacién en
bioinformatica, aplicandose el uso de algoritmos para la agrupaciéon de genes o clasificacion de secuencias bioldgicas. Es
por ello que, sobre todo en el los Ultimos afos, se ha ido incrementando de forma exponencial el uso de técnicas de mineria de
datos con aplicaciones en la bioinformatica. Herramientas como Weka, disefiadas para en andlisis masivo de datos, han sido

extendidas.

BioWeka es una extension de la herramienta Weka, que da un valor afadido a dicha herramienta a la hora de aplicar procesos
y técnicas de mineria de datos sobre datos puramente bioldgicos (p. e. en el tratamiento de datos de expresion génica).

Palabras Clave—Bioinformatica, BioWeka, Data and Text Mining, Mineria de Datos, Weka

1. INTRODUCCION

1 proyecto BioWeka naci6 en Agosto de 2005

como una herramienta de software libre para la
comunidad Weka / Bioinformatica y fué realizado
por la Universidad Ludwig-Maximilians-Universitit,
Munich (www.bio.ifi.lmu.de).

BioWeka ofrece componentes que frecuentemente se
utilizan en proyectos de investigacién biolégica o que
han demostrado producir resultados deseables en el
proceso KDD (Knowledge Discovery Database).

Aporta diferentes funcionalidades como la posibi-
lidad de realizar cargas de datos con formatos de
archivos usados con frecuencia en bioinformaética o
ficheros XML personalizados. Realizar tareas de cla-
sificacién y agrupamiento en los datos de expresién
génica utilizando componentes de Weka. los filtros
afiadidos para la manipulacién de los datos. Todas
estas extensiones de BioWeka se pueden apreciar en
la Figura 1 en color gris claro.

lr[ Gene Expression ] [ Sequences ] [ Custom XML Data ]
L. Input Layer
/[ Symbol Filters | '

[chuanoe Manipulation]

Weka Filters '

N\ Filters

'[ Alignments ] [ Weka Classifiers ] [ Weka Clustering ] ]

L

[ Weka Validation, Evaluation and Visualization ]

Figura 1. Vista general de componentes BioWeka [1]

Daniel Jurado Ferndndez, Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo
de Olavide, E-mail: djurfer@alu.upo.es

2. DESCRIPCION GENERAL DE BIOWEKA
2.1. ¢Qué es Weka?

Weka es una herramienta de mineria de datos
implementada en Java, usada en el anélisis de datos,
entre los que se encuentran aquellos que son materia
de estudio en bioinformatica. Ofrece muchos métodos
de clasificacién (SVM’s, arboles de decisién, etc) y
de agrupamiento. Proporciona diferentes técnicas de
aprendizaje, tanto supervisado como no supervisado,
asi como técnicas de preprocesado (editado y
seleccion de atributos). Estas caracteristicas, ademas
de que es gratutia, son las que han hecho que
investigadores la use para analizar todo tipo de
datos. Ademés permite la visualizacion y evaluacién
estadistica de los resultados obtenidos.

Weka utiliza un formato especial de ficheros (con
extensiéon ARFF) para importar los datos a analizar.
Este formato de fichero tiene una limitacién y es que
s6lo permite una relacién por archivo, es decir, no
es posible procesar los datos que tengan mdiltiples
relaciones en Weka. La tinica forma que tiene Weka de
consultar grandes cantidades de datos relacionados es
a través de conexiones con bases de datos relacionales
y utilizando el lenguaje de consulta SQL.

2.2,

Dado que los datos biolégicos pueden aparecer en
una gran cantidad de formatos diferentes, BioWeka
provee al usuario de una herramienta de conversiéon
de formatos muy conocidos en ARFF (y viceversa
para algunos formatos).

¢Y qué es BioWeka?

Como por ejemplo para datos de expresion
génica (MAGE-ML) o almacenamiento de secuencias
biologicas (FASTA). Ademas los usuarios pueden
extender f4cilmente mediante la adicién de
BioWeka sus propios convertidores. Formatos
XML personalizados también se pueden incorporar



a BioWeka usando hojas de estilo XSL. BioWeka
contiene nuevos filtros (en Weka, los filtros son las
clases que modifican un conjunto de datos) para
la manipulacién de secuencias. Las operaciones de
agrupacién sobre datos de tipo cadenas no son
frecuentes, especialmente en Weka. Por lo tanto un
funcionalidad de BioWeka es que proporciona filtros
que extraen caracteristicas numéricas o nominales
a partir de secuencias. Para ello se utilizan dos
métodos, uno es el andlisis de las propiedades de
la secuencia mediante la inspeccién de aminodcidos
o de &cidos nucleicos. El otro método es el conteo
de simbolos individuales o grupos de simbolos (por
ejemplo, codones) de una secuencia.

2.3. Licencia de uso

BioWeka al estar desarrollado en lenguaje de
programacién Java y distribuirse bajo la Licencia
Publica General GNU se asegura que todas las
contribuciones hechas son aportaciones libres
realizadas por la comunidad contributiva. Los
nuevos componentes se pueden desarrollar y adaptar
sobre las clases ya existentes de BioWeka.

Pero a pesar de estar bajo licencia GNU, la
evoluciéon de BioWeka no se puede decir que haya
sido continuada y adaptada a las plataformas
tecnolégicas actuales, ya que las tltimas versiones
fueron desarrolladas en 2006-2007 (recordamos que
BioWeka naci6 en 2005). La web donde estaba
publicada en origen (www.bioweka.org) comenzé a
sufrir cambios hasta llegar integrarse dentro de
la plataforma SourceForge que es una central de
desarrollos de software que controla y gestiona
varios proyectos de software libre y acttia como un
repositorio de codigo fuente. En dicho repositorio
la documentacién se puede considerar escasa y
desactualizada, cuenta con un apartado de ayuda
donde las cuestiones o problemas apenas tienen
respuesta, o si las hay, en pocos casos llegan a
ser satisfactorias. Como consecuencia se podria
decir que BioWeka no es una herramienta de facil
distribucién y puesta en marcha para aquellas
personas con escasos conocimientos informaticos.
Esto puede llegar a hacer que algunas personas
relacionadas con la investigacién y que necesiten
de alguna herramienta para el tratamiento y/o
andlisis de datos biolégicos se decanten por una de
las muchas otras herramientas que existen hoy en dia.

2.4.

Para poder utilizar BioWeka lo primero que
hay que descargar es la herramienta Weka
(http:/ /www.cs.waikato.ac.nz/ml/weka) en la ver-
sién del S. O. que se vaya a utilizar (Linux, Windows

¢ Como usar BioWeka?

XP, Windows 7, Mac OS X) e instalarla. A continuacién
habrd que descargar la distribucién BioWeka
(http:/ /sourceforge.net/projects /bioweka/files).

La udltima versién disponible es la 0.7.0, aunque
parece ser que la mas utilizada es la 0.6.1 dado que
es una version mas estable. El fichero BioWeka.zip
que se ha descargado es un fichero en formato
comprimido que habrd que descomprimir en el
directorio donde se vaya a tener localizada la
herramienta. En principio el lugar de localizacién es
indiferente.

Una vez realizados los pasos anteriores hay dos
formas de instalar BioWeka. La primera es afiadir
la ruta donde se encuentra el fichero JAR de Weka
en la variable CLASSPATH para BioWeka. Hay que
modificar el script de inicio de BioWeka (para S.O.
Windows es el fichero BioWeka.bat y para 5.0. Linux
bioweka.sh) y afiadir la ruta de instalacion de Weka
en la variable CLASSPATH. En la figura 2 podemos
ver un ejemplo de un fichero ya modificado. La
otra forma de instalar BioWeka es que una vez se
instale la distribucién de Weka correspondiente, en
su directorio de instalacién debe aparecer un fichero
llamado weka jar, este fichero habra que copiarlo en el
directorio lib de la distribucién BioWeka que se haya
descargado.

Figura 2. Script de inicio BioWeka

Una vez completado el proceso de instalacion de
BioWeka, las nuevas funcionalidades que nos ofrece
son accesibles directamente desde la interfaz gréfica
Explorer de Weka. El mismo script de inicio de
BioWeka ya proporciona acceso a Weka asi como a
BioWeka

3. APLICACIONES EN LA BIOINFORMATICA

Ya se ha comentado la importancia que tienen los
métodos de mineria de datos para el KDD ya que
su aplicacién se hace indispensable en multitud de
tareas relacionadas tareas relacionadas con el anélisis
de datos 6micos. A continuacién se describen dos
de los casos de uso que se podrian considerar mds
habituales. Uno de ellos es la clasificaciéon de ADN,
ARN o secuencias de aminoacidos de acuerdo con su



funcién dentro de un organismo o a su descendencia.
Y otra de ellas es la agrupacion de datos de expresion
génica para encontrar genes co-regulados.

3.1.

La clasificacién de datos de secuencias es una de
las tareas mds comunes en biologfa computacional,
ya que una gran cantidad de datos en la biologia son
secuencias. Se puede tratar de secuencias de ADN,
ARN, aminodcidos u otros elementos de estructura
secundaria. El procedimiento a aplicar es siempre el
mismo, es decir, a partir de un conjunto de casos con
dos atributos que son la secuencia y un valor nominal
de clase y para estos casos hay que encontrar una
funcién que se asigna cada secuencia de la clase
asociada. Estas secuencias se pueden clasificar por:

Clasificacion de secuencias

= Localizacién: El valor de la clase indica la
localizacién de una proteina. En este caso los
métodos de minerfa de datos se utilizan, por
ejemplo, para distinguir entre las que son
proteinas intramembranosas y las que no lo son.

= Funcién: Tanto los genes como las proteinas,
tienen diferentes funciones. Estas funciones se
pueden utilizar para clasificarlos. Una tarea
comun es, por ejemplo, para encontrar genes
que acttian en la regulacién del ciclo celular .

= Estructura: La clasificacién de estructuras es
importante para el tratamiento de datos de las
proteinas. Este tratamiento de datos puede llegar
a tener su grado de complejidad en funcién del
numero de niveles jerdrquicos se vayan a tratar
(p. e. superfamilia-familia-proteina).

= Especies: A veces es necesario para distinguir
entre las diferentes especies en experimentos de
expresion génica.

3.2. Agrupacion de datos de expresion génica

Otro de los usos mds habituales que podemos dar
a BioWeka es el tratamiento, andlisis y agrupacion
de datos de expresiéon génica, en los que se observan
docenas o incluso cientos de genes diferentes con
respecto a su nivel de expresién bajo diferentes
circunstancias, como puede ser por ejemplo en
diferentes fases celulares. Para llevar a cabo estos
estudios se utilizan los llamados microarrays, que no
son mds que varios chips puestos en forma de matriz
a los que se les han manchado oligonucleétidos cortos
indicando su nivel de expresién. En dicha matriz, las
filas representan los genes en cuestion y las columnas
los niveles de expresién en diferentes condiciones,
o viceversa. Para encontrar subconjuntos de genes

co-regulados, se utilizan técnicas de aprendizaje
automatico, entre los que se destacan las técnicas de
agrupacion.

4. CONCLUSIONES

Podemos decir que BioWeka, para el personal que
esté acostumbrado a trabajar con Weka, cumple con
su objetivo y hace que sea facil de utilizar un ndmero
de formatos de datos que son mds relevantes para la
bioinformética haciendo uso de la herramienta Weka.
Ademas, al estar bajo licencia GNU, los desarrollado-
res de software tienen la posibilidad de hacer uso de
BioWeka y de sus clases e interfaces para crear nuevos
prototipos. También tienen la posibilidad de probar
nuevos algoritmos de clasificacién o agrupacién e ir
realizando aportaciones a la comunidad que puedan
ser de utilidad en diversos dmbitos en los que el
tratamiento y andlisis de grandes cantidades de datos
biolégicos sea parte fundamental del estudio. Aunque
como ya se comenté en una de las secciones de este
articulo las aportaciones a BioWeka en los tultimos
afos son escasas.
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Problematica en la eleccidon del nimero de
cluster en el algoritmo K-Means

Alfonso Munoz Baena

Resumen—EI| problema a tratar seria sobre la necesidad de definir previamente los parametros arbitrarios como el nimero
de cluster K, implicando a forzar a cada gen a estar contenido en un cluster a pesar de tener una baja correlacién con otros
miembros del cluster. Para ello se propone una adaptacién basada en la calidad del método de agrupacion a partir de los
principios descritos por Heyer, concretamente se basan en el algoritmo de cluster global Adap Cluster.

Palabras Clave—Adap Cluster, K-Means, Heyer, K, Cluster.

1. INTRODUCCION

n este documento se expondra una de las posibles

E soluciones que presenta la eleccién del ntimero de

cluster K en los que dividir los diferentes genes de un
microarray.

Abril, 2013

1.1. Definicion de Conceptos

Un algoritmo de agrupamiento (en inglés, clusteri-
ng) es un procedimiento de agrupacién de una serie
de vectores de acuerdo con un criterio. Esos criterios
son por lo general distancia o similitud. La cercania
se define en términos de una determinada funcién de
distancia, como la euclidea, aunque existen otras mas
robustas o que permiten extenderla a variables discre-
tas. Existen dos grandes técnicas para el agrupamiento
de casos:

= Agrupamiento jerdrquico, cuando no conocemos
cuédntos grupos hay, que puede ser aglomerativo
o divisivo.

= Agrupamiento no jerarquico, cuando conocemos
cuantos grupos hay, en los que el nimero
de grupos se determina de antemano y las
observaciones se van asignando a los grupos en
funcién de su cercanfa. Como los métodos de
K-Mean y K-Medioid.

Existen diversas implementaciones de algoritmos con-
cretos. Por ejemplo, el de las K-Medias, de particio-
namiento. Este supone que el ntimero de cluster K
es conocido y consiste en minimizar las distancias
entre los elementos y el centroide del cluster al que
pertenecen.
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Figura 1. Particionamiento en diferentes cluster

1.1.1. Caracteristicas de K-Means

Las dos caracteristicas claves del K-Means, las que
lo hacen eficiente vienen a convertirse en su principal
problema:

= La distancia euclidea se usa como una métrica
y la varianza es usada como una medida de la
dispersion de los grupos.

= El ndmero de grupos K es un pardmetro
de entrada: una eleccién inapropiada puede
acarrear malos resultados. Por eso es muy
importante cuando corremos el K-Means
tener en cuenta la importancia de determinar
el nimeros de grupos para un conjunto de datos.

= La convergencia a 6ptimos locales puede traer
malos resultados.

1.1.2. Limitaciones/Imperfecciones de K-Means

Una limitacién clave del K-Means es su modelo
de agrupamiento. El concepto se basa en grupos
esféricos que son separables de una forma en que el
valor de la media converge hacia el centro del cluster.
Se espera que los clusters tengan igual tamafio, por
lo que la asignacién al cluster mds cercano es la



asignacion correcta.

Es uno de los mds antiguos pero de uso extendido
a pesar de sus carencias y falta de robustez. Algunas
de esas carencias son, que presenta diferentes
inconvenientes como algoritmo de clustering genético.

1. El namero de clusters no suele conocerse a
priori. Para detectar el nimero éptimo de éstos,
el algoritmo deberd ser ejecutado repetidamente
con diferentes valores de K, comparando los
resultados obtenidos.

2. Los datos de expresién genética suelen contener
una enorme cantidad de ruido; sin embargo,
K-Means fuerza a cada gen a ser incorporado
en un cluster, lo cual hace que el algoritmo
sea sensible al ruido. Para solventar esta
problemdtica se han presentado diferentes
estudios de los cuales suelen wusar algin
parametro global para controlar la calidad de
los clusters resultantes (e.g., el radio maximo
de un cluster y/o la distancia minima entre
clusters).

1.2. Problema a tratar

El problema a tratar serfa sobre la necesidad de
definir previamente los parametros arbitrarios como
el nimero de grupos implicando a forzar a cada gen
a estar contenido en grupo a pesar de tener una baja
correlacién con otros miembros del clister. Para ello
se propone el algoritmo Adap Cluster. Consta de dos
pasos:

1. El primer paso seria la localizacién del cluster
(basada en la calidad de aproximacién).

2. El segundo paso deriva de la calidad del cluster
obtenido de los datos del paso anterior.

Figura 2. Algoritmo Adap Cluster

1.2.1. Localizacion de un grupo de calidad basado en
el centro de agrupamiento

Dada una coleccién G de perfiles de expresion
genética, el objetivo de la etapa 1 consiste en
encontrar el centro del cluster en el area del conjunto
de datos, donde la “densidad”de perfiles de expresién
dentro de una esfera con un radio igual a la calidad
o RK Prelim (estimacién preliminar del radio), es
localmente méxima.

Donde E es la dimensién de los vectores de los
genes de expresion.

El método se basa en los principios utilizados por
Heyer pero es significativamente mds rdpido. La
desventaja con el enfoque de Heyer es que la calidad
o el radio de los grupos es un parametro que no
es muy intuitivo. Ademads, todos los grupos se ven
obligados a tener el mismo radio.

1.2.2. Re-estimacion o la adaptacion de la calidad del
grupo

En el parrafo anterior se localiza un cluster central
C en la coleccién de perfiles de expresién genética G,
utilizando una estimacién preliminar "A’ del radio de
agrupacién RK Prelim. El objetivo del método que se
definird en este parrafo es, dado el centro del cluster
que permanece fijo, recalcular el radio RK Prelim
del cluster actual con los valores significativamente
co-expresados de aquellos genes que pertenecen a
este grupo. En primer lugar, se calcula la distancia 'r’
euclidea para cada vector de expresién del conjunto
de datos en el cluster central C. Imagina hacer
lo mismo para cada vector con datos aleatorios. La



distribucién de estas distancias en los datos originales
consta de dos partes:

1. Background: estos son los perfiles de expresién
con una distancia al centro del cluster que estdn
significativamente presentes en la distancia
con el conjunto de datos al azar. Los genes
pertenecientes a otros cluster no se mostrardn
en la distribucién para calcular el centro del
cluster actual.

2. Cluster: los genes pertenecientes al cluster son
significativamente co-expresados.

Tenga en cuenta que la estructura del modelo supo-
ne que la medida de distancia utilizada para 'r’ es la
distancia euclidea. Esto significa que nuestro método
no puede ser extrapolado a otras medidas.

1.2.3. Parada del criterio

La iteracion (bucle WHILE) en el algoritmo general
termina cuando el criterio de parada se cumple.
Este caso se cumple cuando sigue una de estas tres
condiciones:

= Paso 1 o Paso 2 convergen.

= Si, para un grupo especifico, el ntiimero de
iteraciones necesarias para disminuir la
diferencia entre RK y RK Prelim, es mayor
que un nimero predefinido.

m Si los datos de los cluster eliminados no son
vélidos.

2. CONCLUSIONES

El algoritmo propuesto en [14] estd disefiado para
encontrar grupos de genes que estén altamente
relacionados en areas de alta densidad de datos.

El método se basa en los principios utilizados
por Heyer pero es significativamente mds rapido. La
desventaja con el enfoque de Heyer es que la calidad
o el radio de los grupos es un pardmetro que no
es muy intuitivo. Ademads, todos los grupos se ven
obligados a tener el mismo radio.

En conclusién, Adap Cluster puede ser considerado
como un algoritmo muy intuitivo, facil de usar
(sin necesidad de definir previamente el nimero de
Cluster en los que subdividir) y un algoritmo de
clustering répido.
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Qué son y para qué se utilizan los BioChips

Antonio Galicia de Castro

Resumen—La necesidad de conseguir un estudio simultdneo de la expresion de cientos de genes llevé a la creacién de
técnicas que permitieran disponer de una gran densidad de sondas colocadas en un area pequefa [1]. Ademas era necesario
automatizar el proceso de andlisis y realizarlo de una forma mas rapida y barata. Cubriendo estas necesidades los biochips son

utilizados para el estudio genético.

Palabras Clave—Analisis de expresion, Andlisis del transcriptoma, BioChip, Biolnformatica, MicroArray.

1. INTRODUCCION

1 uso de chips de ADN para estudiar la expresién

de diversos genes fue publicado en 1995 por
Stanford University Medical Center, en la revista
cientifica Science [5]. Un BioChip o MicroArray
es una superficie sélida con muchas sondas, a la
que unimos a un tejido o solucién con fragmentos
de ADN. Las superficies empleadas para fijar el
ADN pueden ser de vidrio, plastico o de silicio.
Con ellos podemos analizar la expresion de genes,
monitorizdndose los niveles de miles de fragmentos
de ADN de forma simultdnea.

Los GeneChips son los MicroArrays producidos
por Affymetrix, que es una de las compafiias lideres
en la fabricacién de BioChips. Algunos de sus chips
estudian genomas completos utilizando méas de 50.000
sondas. Abril, 2013

2. GENERACION DE UN BIOCHIP

Los cientificos se refieren al estudio de la expresién
de genos como “andlisis de expresion” o “anélisis del
transcriptoma”. Se suele retrotranscribir el ARN a
ADN para estos casos, de manera que lo que usamos
como muestra para las sondas es ADNc.

A partir de cualquier célula se puede obtener el
ADN completo de un individuo. De éste se extrae
el ADN mensajero que se integrard en el Biochip.
Como se muestra en la Figura 1, para medir el nivel
de expresiéon entre la sonda especifica y la molécula
diana se deposita en la sonda un juego de ADNs
codificados. Después se eliminan todas las cadenas
que no se han unido mediante lavados (sélo las
moléculas que hibridan permanecerdn en el biochip),
y se procede al revelado mediante un escéner éptico

1.
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Figura 1. Imagen extraida de [4]

Para identificar genes con una expresién diferente
bajo condiciones distintas se utilizan los analisis
de expresion. Estos andlisis se realizan desde dos
perspectivas. En primer lugar podemos estudiar
a un individuo concreto, compardndolo con una
muestra controlada, para detectar anomalias frente
a individuos sanos. Otro enfoque es para el estudio
de un gen concreto, realizando una comparacién
con una baterfa del mismo gen, normalmente para
conocer la funcién del gen estudiado. Esta bateria
de genes para comparar se obtiene de diferentes
individuos, o del mismo individuo a lo largo del
tiempo.

Los andlisis de expresién generan un gran ntmero
de datos a ser valorados, que son contrastados
con informacién ya conocida de otros andlisis
para comprobar la coherencia de las conclusiones
obtenidas tras la prueba. Por lo tanto, se necesita
un sistema para almacenar los datos y potentes
herramientas de andlisis. Con los afios, los datos
generados, existentes en grandes bases de datos
gendmica crecen de forma exponencial.



3. ANALISIS DE EXPRESION GENETICA

Los experimentos MicroArrays no son perfectos ya
que los datos resultantes no son exactos y tienen una
gran cantidad de ruido. El primer paso en el analisis
de estos datos se denomina anélisis a bajo nivel y
consiste en reducir el ruido producido en el proceso
experimental a través de andlisis de normalizacién
de los datos, y manejos de valores omisos.

Figura 2. Imagen extraida de [1]

El andlisis a bajo nivel transforma la matriz de
datos original a una nueva matriz denominada matriz
de expresion. Esta nueva matriz contiene el conjunto
de datos de expresion genética provenientes de
un MicroArray. Segtun la Figura 2, los datos son
representados por valores reales en m filas y n
columnas, donde las filas representan a los genes
y las columnas representan las distintas condiciones
para cada gen. Cada celda W,,,, contiene el nivel
de expresiéon medido para el gen y la condicién
correspondiente [1].

4. NUEVAS APROXIMACIONES

La tecnologia MicroArray es una de las diferentes
aproximaciones al andlisis comparativo de patrones
de expresiéon de genes. Una vez obtenida la matriz de
expresion, la informacién es catalogada. Es cuando
entra en juego la informatica, y mas en particular
la Bioinformética, para procesar dichos datos. El
conocimiento acumulado en los tultimos afios es
necesario para entender el significado bioldgico de la
informacién que se obtiene de los genes.

El avance de la tecnologfa se ha producido bajo
tres factores importantes de escala: la fiabilidad, la
sensibilidad y la integracion. [4]

En la tendencia de mejorar la fiabilidad aparecen
los BioElectroChips, que permiten al cliente disefiar
el propio chip, ya que puede reutilizarse y cambiar
las secuencias de las muestras. Esto proporciona un
ahorro de consumibles y una mayor rapidez en las
pruebas, ademds de una mayor precision.

Con la tendencia de aumentar la sensibilidad
tenemos los PNAs (Peptide Nucleic Acid), que estdn
dirigidos a pruebas frente a proteasas y nucleasas,
pues son mds estables y producen una sefial mayor.

Por dltimo  encontamos los  dispositivos
microfluidicos o LOAC (Lab-On-A-Chip), que
emplean campos eléctricos -no confundir con

los BioElectroChips— para mover liquidos o
particulas como moléculas o células a través de
unos microcapilares. El chip contiene un conjunto de
microcamaras conde tienen lugar las reacciones que
permiten el andlisis de la muestra.

Estos avances tecnoldgicos nos han facilitado
otra aproximacién al andlisis de expresién de
genes denominado RNA-Seq, donde la utilizacién
de tecnologia punta para la secuenciacién de
transcriptomas nos permite obtener un mejor andlisis
e informacién del comportamiento de los ciclos
celulares [2]. Mientras que los BioChips cubren sélo
en torno a un 20 % del gen en cada medicién, RNA-
Seq cubre el transcriptoma completo, capturando
todos los datos biolégicamente relevantes [6].

Gracias a la eficacia, reproducibilidad y rendimiento
de las plataformas de secuenciacién de dltima
generacion, la técnica de RNA-Seq proporciona a los
investigadores una forma eficiente de medir niveles
de expresién génica [3].
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Algoritmos de agrupamiento basados en
grafos

Ivan Cabello Ledn

Resumen—EI| estudio de microarrays puede representar tal cantidad de datos que su traduccion sigue siendo una tarea de
enormes proporciones. Es por eso que la utilizacién de los algoritmos de agrupamiento son realmente atractivos debido a su
simplicidad, su éxito en el andlisis, su capacidad para abarcar una amplia gama de funciones bioldgicas con alta precision y su

modo de representacion.

El algoritmo NNN es el mas simple de todos siendo rapido, preciso y trabaja bien para un conjunto de datos reducidos.
MST (arboles de expansién minimos) se basa en la simple estructura de un arbol para facilitar eficientes implementaciones
de algoritmos de clustering que de otro modo serian computacionalmente dificiles de calcular. Por dltimo, SPICi es el mejor
algoritmo debido a su rapidez y eficiencia garantizando un tiempo de ejecuciéon muy rapido en redes biologicas densas.

Palabras Clave—NNN, clustering, algoritmos, MST, SPICi.

1. INTRODUCCION

n los tltimos afios, los esfuerzos de investigacién
E estdn mucho més centrados en el andlisis de mi-
croarrays con el fin de obtener pistas sobre la organi-
zacién y el funcionamiento celular. Los algoritmos de
agrupamiento basados en grafos es tal vez el enfoque
mdas comun para este tipo de andlisis, por lo que a
continuacién se presentan tres algoritmos que usan
esta técnica. Por un lado, los algoritmos NNN y MST
agrupan genes con similares perfiles de expresién
desde un grafo generado a través de un microarray,
mientras que, por otro lado, SPICi es un algoritmo
que acttia en grafos ya dados. En esta evaluacién
explicaremos el funcionamiento de los algoritmos y
los compararemos, concluyendo cual es el mejor de

los tres.
Mayo, 2013

2. TECNICAS DE AGRUPACION
2.1. Algoritmo NNN

Este algoritmo fue desarrollado por Huttenhower
y su equipo [3] y se inspira en el enfoque adoptado
por Stuart donde intentan definir los homdlogos de
un gen especifico en multiples especies [1]. En dicho
enfoque, se habla sobre la agrupacién de patrones de
genes en una red de interaccién (sin agrupaciones) uti-
lizando una medicién de similitud global bajo muchas
condiciones de microarrays diversos. En cambio, el
algoritmo de agrupamiento NNN comienza con una
red de interaccion definida por un estdndar de simili-
tud de medida (como el coeficiente de correlacién de
Pearson o la distancia euclidea entre los vectores de
expresion de dos genes) y encuentra grupos extrayen-
do informacién sobre los nodos mds cercanos.

Ivin Cabello Leén, Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide, E-mail: ivancleon@yahoo.es

El algoritmo NNN recibe como entrada un conjunto
de genes de tamafio m, una medida de similitud
d(g1,¢2), un tamafo de clique g (subgrafo en que cada
vértice estd conectado a cada otro vértice del grafo) y
un tamafio de vecindad n. Como salida obtenemos
una asignacién de cada gen a cero o mads clusters.

Figura 1.

En el ejemplo de la figura 1, tenemos 14 genes
con un tamafio de clique ¢ = 3 y un tamarfio de
vecindad n = 4. En el apartado A, se genera un
grafo dirigido en que cada gen se conecta a su n més
cercana. En el apartado B, se construye un grafo no
dirigido de conexiones bidireccionales. En el apartado



C, los cliques de tamario g se combinan para producir
redes preliminares. Finalmente, en el apartado D, las
redes preliminares contienen vértices de corte, que al
cortarse, producen las redes finales. Para garantizar el
resultado y ver que el los nodos no se han fusionado
indeseablemente, cualquier red (como méaximo una)
si contiene mdas de la mitad de los genes de entrada
se elimina.

2.2. Algoritmos de clustering basados en MST

En la investigacién de Ying Xu y su equipo se desa-
rroll6 un framework llamado MST que consiste en
agrupar datos usando drboles de expansién minimos,
un concepto de la teorfa de grafos. MST se basa en los
algoritmos de Kruskal y Prim, por lo que ahora los
clusters se convierten en sub-arboles del MST (todo
el problema de clustering se reduce a un problema de
particién del arbol). Seguin esta teoria, los diferentes
problemas de clustering necesitaban diferentes funcio-
nes objetivos con el fin de lograr mejores resultados.
Ying Xu y sus colaboradores desarrollaron tres fun-
ciones objetivos y sus correspondientes algoritmos de
clustering [2].

2.2.1. Algoritmo de clustering basado en eliminar las
aristas largas del MST

Este algoritmo propone basarnos en la diferencia
entre arista de corta distancia y larga distancia. Si dos
nodos estdn unidos por una arista de corta distancia,
deben de pertenecer al mismo cluster (sub-arbol). Al
contrario, si dos nodos estdn unidos por una arista
de larga distancia, deben de pertenecer a diferentes
clusters y por lo tanto, cortar dicha relacién.

2.2.2. Un algoritmo de clustering iterativo

Este algoritmo comienza con una arbitraria K-
particién del arbol y hace la siguiente operacién hasta
que converge el proceso: para cada par de clusters
adyacentes (conectados por una arista del arbol) re-
corre todas las aristas del cluster resultante (de la
fusién de los dos) para encontrar la arista de corte.
Asi optimiza el particionamiento del cluster resultante
que es medida por la funcién objetivo siguiente:

Z Z p(d, center(T;)),

i=1 deT;

2.2.3. Un algoritmo global de clustering optimo

Basdndonos en una nueva funcién objetivo, ya no
buscamos el centro si no la relacién entre padres e
hijos. En primer lugar, se convierte el MST en un arbol
con raiz (dicha raiz es un vértice del arbol v elegido
arbitrariamente) y se va definiendo la relaciéon entre
hijos y padres entre todos los vértices del arbol. Me-
diante programacion dindmica se calcula, para cada v
el valor minimo de S :

min S(root, K, d),
deD

2.3. Algoritmo SPICi
2.3.1.

Este algoritmo usa un enfoque heuristico para cons-
truir clusters. En un grafo ya dado, primero se en-
cuentra el vértice cuya suma de todos los pesos de
las aristas con la que tiene relacién sea la mayor. Es
asi como ese vértice serd la semilla principal de la
proteina. Seguidamente, para cada nodo conectado a
la semilla principal se suma todas las aristas con las
que tienen relacién y el més alto es la segunda semilla
siempre y cuando la suma sea mayor al umbral T's (si
es menor, se deja de ampliar el cluster y se finaliza).
Si no existen mas nodos que afiadir, se actualiza la
densidad (densidad x tamcluster x T's) y esta debe ser
menor que T'd. Este procedimiento hay que repetirlo
hasta que se agrupen todos los vértices del grafo.

Vision general

2.3.2. Buscando la semilla o inicio de la proteina

Figura 2.

Segun la figura 2, cada vértice tiene un peso de
1 excepto los vértices (1,6), (1,10), (5,6) y (7,8). Su-
pongamos que el umbral de apoyo es Ts = 0,5. En
este caso, encontramos que el vértice 1 estd unido al
2,3,9,10,6 y la suma de los pesos de las aristas son:
1+1+1+04+0,6 = 4. El vértice 1 es la semilla
principal de la proteina.

2.3.3. Expansion del cluster

Los nodos que estdn unidos al vértice 1 y cuyo peso
es el mds alto son los vértices 2,3 y 9. La suma de
las aristas del vértice 2 es 3 siendo el mds alto de
todos y superando el umbral T's, por lo que el vértice
2 se convierte en la segunda semilla de la proteina.
Desde el cluster actual (1,2), elegimos el vértice 3
ya que el 4 no forma parte del cluster. Afiadimos el
vértice al cluster y calculamos su densidad, que es 1.
Ya tenemos el primer cluster (1,2,3) que finalizamos y
sacamos de la red ya que al actualizar la densidad:
densidad x tamcluster x Ts = 1,5, el resultado es
menor que 7'd. Después de esto, la siguiente busqueda
se iniciard desde el vértice 6 y la salida serd (6,7,8)
como siguiente cluster. Los vértices 4,5,9 y 10 se dejan
como clusters aislados.



3. COMPARACION

3.1. Comportamiento de los algoritmos segun el
tamafno de las redes

Los resultados de los algoritmos varian segtn el ta-
mafo de las redes que se deban analizar. El algoritmo
NNN es el més simple. Trabaja bien para un conjunto
de datos reducidos y mejora en todos los aspectos los
algoritmos de andlisis anteriores a su descubrimiento
[3]. Las redes biolégicas tienden a crecer, y cada vez
es mads frecuente trabajar con un grupo de datos
mayor, por eso MST mejora los resultados y trabaja
bien con redes de gran tamario. Esto se debe a que
la estructura de un &rbol facilita implementaciones
eficientes de algoritmos de agrupamiento rigurosos,
que de otra manera serfa computacionalmente dificil
de calcular. Como MST no depende de la forma
geométrica detallada de un clister, se puede superar
muchos de los problemas que enfrentan los algoritmos
de agrupamiento cldsicos. Pero sin duda alguna, SPICi
es el algoritmo que mejor trabaja con redes de gran
tamafio. Segun el estudio con otros algoritmos [4],
SPICi tiende a mejorar sus resultados segin mas
grande sea la red. Por ejemplo, para grupos de 5
proteinas los resultados no son de calidad. Pero para
grupos de mas de 150 proteinas, se desemperfia mejor.

3.2. Velocidad de ejecucion

Para el algoritmo NNN, el mejor caso se dio al
procesar el conjunto de datos de Hughes [5] (6153
genes), estando agrupados totalmente en 3 minutos.
El peor caso se dio usando variables g=5 n=40 que
tomo aproximadamente 11.5 minutos. En el algoritmo
MST, se us6 el conjunto de datos de la levadura
Saccharomyces cerevisiae [6] (se seleccionaron 68 genes)
y se tardé 1 segundo para la agrupaciéon a través
del algoritmo de clustering basado en eliminar las
aristas largas del MST, menos de 7 segundos para el
algoritmo iterativo y menos de 20 segundos para el al-
goritmo global de clustering 6ptimo. SPICi, mediante
su coste computacional O(ViogV + E), procesoé la red
bayesiana humana (24433 vértices y 298473526 aristas)
en menos de 20 minutos [4].

3.3. Evaluacion global de los algoritmos de clus-
tering

Los algoritmos NNN presentan una buena alter-
nativa a la hora de agrupar nodos, basdndose en la
interaccién de los mismos en lugar de las distancias
minimas. MST a su vez intenta resolver los problemas
de agrupamiento mediante particiones en un &rbol
llevando asi al descubrimiento de una serie de algo-
ritmos de agrupacioén eficientes. SPICi sin embargo,
con el uso de umbrales de apoyo y densidad junto
a su coste computacional hace que el algoritmo sea
mds rapido, trabaje de forma excelente con grandes
redes y los resultados que arroje la investigacién sea
de mucha calidad.

4. CONCLUSIONES

El mejor algoritmo de agrupamiento basado en
grafos que hemos analizado es SPICi. Este algoritmo
es el que mejor trabaja de manera eficiente y rapida,
dando unos resultados de gran calidad [4] y sien-
do muy aconsejable en el estudio de redes densas.
Los tiempos de ejecucién son extraordinarios y la
gestiéon de memoria es muy buena, siendo el mejor
resultado de todos los algoritmos comparados. Estas
caracteristicas permitiran en el futuro nuevos tipos de
analisis, siendo especialmente ttiles a los bidlogos ya
que las redes tenderan a seguir creciendo en tamafio
y numero.
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EVALUACION ANALITICA PARA LA

DETERMINACION DE TRIHALOMETANOS

TOTALES EN AGUAS TRATADAS POR
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Resumen—La meta de un analisis quimico de aguas es generar resultados correctos y confiables, siendo la verificacion de
ensayos uno de los aspectos mas importantes para conseguir este propdsito; ademas constituye un factor clave para la
prestacion de servicios analiticos. En el presente estudio se hizo la evaluacion del método analitico cromatografico, para la
determinacion de Trihalometanos Totales en aguas, este se basa en la extraccion liquido-liquido de los Trihalometanos
presentes, principalmente aquellos que representan riesgo carcinogénico como Cloroformo, Diclorobrometano,
Clorodibromometano y Bromoformo. El objetivo de este trabajo fue confirmar la aplicacién correcta del método para el andlisis
de aguas. Se trabajaron muestras de agua potable, siguiéndose estrictamente los protocolos de verificacién. Se encontraron
resultados satisfactorios en precision y exactitud con el fin de emitir resultados confiables y reales de la muestra analizada.

Palabras Claves— Agua; método cromatografico; trihalometano.

INTRODUCCION

| aumento en la demanda de agua potable se debe al

crecimiento demogréfico mundial, al rapido desarro-

llo econémico y social, a la urbanizacién acelerada, y
a las mejoras en el nivel de vida y de los ecosistemas cir-
cundantes [1], [2]. El control de la potabilidad y la calidad
del agua son muy importantes, ya que éste es el medio de
trasporte de todas las sustancias y compuestos tanto bio-
l6gicos como fisicoquimicos [3]. Para llevar a cabo la ins-
peccién, vigilancia y control, es necesario realizar un se-
guimiento de las caracteristicas fisicoquimicas y microbio-
légicas del proceso de potabilizacion de agua y del pro-
ducto terminado, con el fin de comparar con los valores
normativos [4], [5]. Los aumentos de poblacién, y sus im-
pactos relacionados, contintian ejerciendo una gran pre-
sién sobre los recursos de agua alrededor del mundo. Al
mismo tiempo, el aumento de residuos municipales y
agricolas, aguas de desagiie y productos derivados de la
industria, ademas de los efectos climéticos globales y des-
equilibrios ecolégicos comprometen atn mds la calidad
del agua [6], [7].

La utilizacién de cloro como desinfectante se fue im-
plantando en el mundo desarrollado y, hasta la actuali-
dad, pocos son los paises que no lo empleen o lo hayan
empleado en el pasado como desinfectante la meta de la
cloracién del agua de consumo es eliminar la materia or-
ganica y todos aquellos microorganismos patdgenos pre-

(1) Aguas de Cartagena SA ESP, Laboratorio de Calidad de Aguas, Planta de

Tratamiento de Agua el Bosque, Transversal 45 No. 26-160, Cartagena de
Indias-Colombia. *cseveriches@gmail.com

sentes en ella [6], [8], [9]. No cabe duda que enfermedades
de origen hidrico como el célera, la fiebre tifoidea y la
disenteria han disminuido radicalmente debido a la de-
sinfeccién de las aguas con cloro Cuando el cloro libre
reacciona con la materia orgénica existente en el agua, se
forman subproductos de desinfeccién entre los que desta-
can los trihalometanos, haloacéticos, haloacetonitrilos y
halocetonas, haloaldehidos, fenoles clorados, etc. [6], [7],

(81, [9]-

No hay razén para discutir la necesidad de la desinfec-
cion del agua para bebida; el problema esta en evaluar y
comparar el riesgo de su toxicidad y potencia cancerigena
de los subproductos de la cloracién, frente al beneficio
que se obtiene en el control de las enfermedades transmi-
tidas por el agua contaminada. Al ser una substancia tan
activa, un exceso de cloro puede reaccionar con distintos
compuestos orgénicos, por lo que aumenta el riesgo de
que se produzcan trihalometanos, que son compuestos
carcinégenos para el ser humano [8], [10].

La materia orgénica genera color, sabor y olor, fomenta
el crecimiento de biopelicula en los sistemas de abasteci-
miento de agua interfiere en la remocién de hierro y
manganeso, incrementa la demanda de quimicos y los
costos de tratamiento, potencia el transporte de sustancias
organicas hidrofébicas adsorbidas y de contaminantes
inorganicos, agrava la corrosion en tuberias y, lo més im-
portante, reacciona con el desinfectante usado en la oxi-
dacién y desinfeccion del agua formando subproductos
de desinfeccién entre los que se incluyen los trihalometa-



nos, acidos haloacéticos y otros compuestos halogenados
(7], [9], [11].

Los Trihalometanos es el grupo de mayor atencién por
ser cominmente encontrados y estar asociados con po-
tenciales efectos cancerigenos y dafios reproductivos en
animales de laboratorio y considerados como posibles
cancerigenos en humanos. Ante esto, se ha planteado re-
ducir el uso de desinfectante, pero la preocupacién por
enfermedades de origen hidrico asociadas a microorga-
nismos patdégenos resistentes impide tomar esta determi-
nacién, ya que la mayoria de problemas de salud asocia-
dos con el agua son por contaminacién microbiana con
bacterias, virus, protozoarios y enteropatdégenos como
Cryptosporidium spp. y Giardia duodenalis [11]. La con-
centraciéon de THMs depende de la presencia de precur-
sores (compuestos activos que pueden reaccionar con el
cloro), asi como de la dosis de cloro, tiempo de contacto,
temperatura del agua y pH [8], [10], [11].

El método se basa en la extraccién liquido-liquido de
los Trihalometanos presentes, principalmente aquellos
que representan riesgo carcinogénico como Cloroformo,
Diclorobrometano, Clorodibromometano y Bromoformo.
Durante el proceso pueden ser extraidos otros derivados
Halometanos que representan menor riesgo y que son
analizados mediante otra técnica cromatografica. Los
Trihalometanos extraidos son analizados conjuntamente
con los patrones de trabajo mediante una curva de cali-
bracién con estandar externo, un cromatégrafo de gases
equipado con columna capilar, puerto de inyeccién Cool
On-Column y detector de captura de electrones (ECD).

En el presente trabajo se llevé a cabo la verificacion del
método cromatografico para la determinacién de Triha-
lometanos en aguas. La técnica estudiada es aplicable a
un rango de 5 ng/L a 150 pg/L, rango de interés, ya que
la mayoria de muestras analizadas en el laboratorio estan
en este intervalo.

2. MATERIALES Y METODOS

El Método de referencia aplicado es el descrito en la edi-
cién 22 de los Métodos Normalizados para el Analisis de
Aguas Potables y Residuales, métodos 6010B y 6232B [12].
El método original plantea extraccion liquido-liquido con
pentano como solvente mientras que en el presente traba-
jo se utiliza como alternativa el hexano alta pureza. Esto
solo implica pequefios cambios en la programacion de
temperatura del horno y los tiempos de retencion de los
compuestos pero no representa cambios significativos en
el método original. Este es aplicable a aguas potables que
han sido desinfectadas con cloro. Los compuestos que se
determinan principalmente son, Cloroformo (CHCls),
Bromodiclorometano (CHCL,Br), Dibromoclorometano
(CHCIBry) y Bromoformo (CHBrs). Las interferencias
pueden deberse a la presencia de contaminantes en el
solvente usado, en los reactivos, en el material de vidrio y
en el sistema cromatografico, especialmente la columna.

Para eliminar toda interferencia se debe analizar blancos
tanto del hexano usado como del agua desionizada del
laboratorio, seguir el protocolo de limpieza del material
de vidrio que se describe en el procedimiento y realizar
purgas desde el inyector hasta el sistema de deteccion;
mediante el procedimiento de limpieza térmica. El rango
de trabajo va hasta 150 pg/L de THMs; La legislacién
para agua potable no establece limites para los compues-
tos individuales sino para los Trihalometanos totales y
éste es de 200 pg/L. Hecho por lo cual, él laboratorio uti-
liza el método debido al tipo de muestras que se analizan
con frecuencia [12].

Se muestra a continuacién en detalle la ruta desarro-
llada:

e Recoleccién, preservacién y almacenamiento de
muestras:

Las muestras provenientes de la red de distribucién de
agua potable se recogen en viales de vidrio de 40 mL con
tapa de rosca revestida de TFE, previamente limpios se-
gun el protocolo de limpieza y preparacién del material
de vidrio.

- Adicionar el preservante a los viales bien sea de tio-
sulfato de sodio (3 mg) o acido ascérbico (25 mg).

- En campo, se llena el vial con la muestra hasta apro-
ximadamente la mitad del vial, se tapa y se agita sua-
vemente hasta disolucion total del preservante, luego
se rellena con la misma muestra hasta rebose (evite el
enjuague del vial con la muestra) y no permita la
formacién de burbujas a través de la muestra.

- Sitae el vial sobre una superficie nivelada, coloque el
lado de teflén de la tapa sobre el menisco convexo de
la muestra y cierre herméticamente la tapa de rosca.

- Invierta la muestra y golpee levemente el vial sobre
una superficie sélida. La ausencia de aire atrapado
indica un cierre correcto. En caso contrario, desen-
rosque la tapa, rellene con muestra nuevamente y re-
pita el cierre hermético.

- Conserve la muestra bajo refrigeracién a una tempe-
ratura de aproximadamente 6°C (no se debe conge-
lar).

- Extraer los THMs durante los siete (7) dias siguientes
a la toma y analizar completamente antes de los ca-
torce (14) dias a partir de la toma.

Si la toma de muestra se realiza a partir de un grifo,
abra éste y deje correr hasta que se estabilice la tempera-
tura del agua y el cloro residual (normalmente unos 5
minutos). Cuando la toma de muestra se efecttie a partir
de un sistema abierto de agua (tanque o reservorio de
agua), rellénese un vaso de precipitado de 1 litro con una
muestra representativa y a partir de ésta, llene cuidado-
samente los viales en forma de sifén para evitar la forma-
cién de burbujas.

e Equiposy materiales:

- Cromatégrafo de Gases con Inyector On-Column,
Detector de captura electrénica (ECD) y Software ac-
tualizado CHemStation para el procesamiento de



datos

- Columna capilar, 30m, 0.53mm ID, 2.65 pm Film
Thickness

- Jeringa con aguja de filamento de 10 pL Ref. # 5182-
3499 para puerto de inyeccién Cool On Column

- Pipetas mecénicas desde 20 L a 10 mL

- Pipetas de vidrio aforadas de 10 mL

- Puntas para pipetas mecanicas

- Balones aforados de 50-500 mL

- Vaso de precipitado de 1 litro

- Embudos de separacion de 500 mL

- Viales de vidrio con tapa rosca de TFE de 40 mL

- Cajas de Petri de vidrio

¢  Reactivos:
Todos los reactivos son de grado analitico, excepto se
indique alguna especificacion.

- Metanol grado cromatografico (MeOH), para andlisis
organico de trazas.

- Hexano calidad cromatografico, para andlisis organi-
co de trazas.

- Solucién Madre certificada de THMs (Mezcla patrén)
200 pg/mL en Metanol (MeOH) almacenada en neve-
raa< 6°C hasta la fecha de vencimiento.

- Solucién Stock Intermedia de THMs de 2000 pg/L en
Metanol almacenada en nevera a < 6°C hasta por 1
ano.

- Soluciones Patrones de trabajo para la curva de cali-
bracién de: 5, 10, 20, 40, 80 y 150 en agua desionizada.
Se preparan al momento de usar.

- Na28203

- Acido Ascérbico

- Nitrégeno de Alta Pureza

Las condiciones ambientales no son criticas para la rea-
lizacién de este ensayo. Para un 6ptimo funcionamiento
del cromatégrafo de gases, éste debe permanecer en un
local aclimatado y de baja humedad.

e Preparacion del material de vidrio:
Para evitar toda interferencia, se debe utilizar material
de vidrio cuidadosamente seleccionado y aislar el sitio de
preparacién de las muestras de fuentes contaminantes. Se
debe seguir el protocolo de limpieza y preparaciéon del
material de vidrio para anélisis de compuestos organicos:
1) Lavar todo el material con agua caliente y detergente;
enjuagar cinco (5) veces con agua potable y dos (2)
veces con agua destilada, posteriormente, con 10 mL
de metanol seguido de 10 mL de hexano y finalmente
enjuagar con agua desionizada. No es aconsejable
hornear ni utilizar solventes organicos previamente al
mismo, porque el uso de estos previo al horneado,
puede producir compuestos de degradacion que in-
terfieren con los procedimientos analiticos, ademads,
pueden generar complicaciones como explosiones
por inflamabilidad de los solventes.

2) Sila presencia de materia orgénica y/o material par-
ticulado es detectado, pasarlo por ultrasonido duran-
te 10 minutos con agua destilada.

Utilice en lo posible solventes de alta pureza que ayu-
den a minimizar los problemas de interferencias, sin em-
bargo, solventes grado reactivos son suficientes para el
lavado.

e Tratamiento de la muestra (Extraccion):

Para la extraccion de THMs se utiliza la técnica de ex-
traccién Liquido-Liquido con Hexano grado cromatogra-
fico, tenga siempre en cuenta que los Trihalometanos son
compuestos volatiles.

Permita que las muestras se aclimaten a la temperatura
del laboratorio y extraiga del vial 10 mL de la muestra
con ayuda de una pipeta aforada y deseche este volumen,
adicione igual cantidad de n-Hexano grado cromatogréfi-
co al respectivo vial, cierre herméticamente la tapa de TFE
y agite invirtiendo cinco veces el vial (no agite vigorosa-
mente para evitar pérdidas por volatilizacién), deje repo-
sar por unos diez (10) minutos; al interior se observaran
dos capas, una organica y otra acuosa.

Analice la fase organica para determinar la concentra-
cién de THMs, inyectando esta capa en el cromatégrafo
de gases.

Cuando desee almacenar el extracto durante mas de
dos (2) dias, transfiera la capa organica a un vial con tapa
rosca de teflén y guarde a una temperatura < 6°C.

e Determinacién Cromatogréfica:
Las condiciones cromatograficas del andlisis se descri-
ben a continuacion:
INYECTOR Modo: Cool On-Column (inyecci6n frio
en columna).
Temperatura Oven Trak: 48°C
Presién: 1.47 psi
Gas de Arrastre: Nitrégeno (N2)
Jeringa Agilent de 10 uL
HORNO Columna: HP-1 30m, 530 pm, 2.65 um

Flujo en la Columna: Constante, 2
mL/min

Presién inicial (psi)=1.47

Programacion de Temperatura:

Inicial: 45°C t=2,0 min

Rampa 1 =12°C/min

Temperatura: 120°C t=1.0min

Rampa 2 = 8°C/min

Temperatura: 165°C t= Omin

Tiempo de corrida= 14.88 minutos

DETECTOR FRONTAL Tipo: ECD

Temperatura = 300°C

Gas Auxiliar (Make up): Nitrégeno
(N2), 65mL/min

Flujo del anodo= 6.5 mL/min

Sefial 1= Front Det - Col Comp 1

Los datos y condiciones anteriores son aproximados y
deben optimizarse con cada cambio en el equipo. El cro-
matégrafo utilizado es automatizado y cualquier cambio



en una de las condiciones de temperatura, flujos de gases
y presiones, serd advertida por el mismo mediante un
aviso de error y/o sefal audible (sonido). Existen condi-
ciones que pueden variar con el tiempo como por ejemplo
la columna capilar que modificaria los tiempos de reten-
cién (RT) de los compuestos analizados, lo que se corregi-
ria con la modificacién del gas de arrastre (Nitrégeno).

e Preparacién del Patrén Intermedio de 2000

Hg/L:

Tome 1 mL de la Solucién Madre certificada de 200
pg/mL de THMs y adiciénelo bajo la superficie de apro-
ximadamente 95 mL de metanol contenidos en un balén
aforado de 100 mL, complete volumen con el mismo sol-
vente y agite invirtiendo suavemente el volumétrico para
evitar pérdidas por volatilizacién. Este patrén bien cerra-
do tiene una vida util de 6 meses a una temperatura <
6°C.

e Preparacion de la curva de calibracién con estan-
dar externo:

A partir de la soluciéon patrén Intermedia de 2000
ug/L, prepare los 6 patrones de trabajo en el intervalo de
5 a 150 pg/L. Agite suavemente invirtiendo el vial cinco
veces (no agite vigorosamente) y extraiga con 10 mL de
hexano grado cromatogréfico agitando por inversion del
vial cinco veces, inyecte 1UL del extracto organico al
Cromatoégrafo de gases.

e  Preparacién de blancos:

Analizar un blanco antes del analisis de las muestras a
partir de 1 litro de agua deionizada, con el fin de deter-
minar la linea base del solvente; siga el mismo proceso de
extraccién que utiliza para las muestras.

e  Calculos y presentaciéon de los resultados:

Para la Identificacion de los Trihalometanos, se deter-
mina la concentracién de los compuestos individuales en
unidades de pg/L y se reportan con dos (2) cifras decima-
les.

Se utiliza un procedimiento de calibrado Estandar Ex-
terno con curva de calibracion en diferente nivel de con-
centracion. El equipo cromatogréafico reporta el resultado
en pg/L directamente sin correcciones ni calculos poste-
riores utilizando la respuesta de picos mediante la curva
de calibracién elaborada previamente. Mediante la si-
guiente formula es realizado el célculo y presentacién de
los resultados:

RF= Cantidad de material inyectado, pg/ Rp ; Cwurra.
(THMs), pg/L= RF * R,/ V.

Donde, RF = Factor de respuesta calculado por el
equipo segtn la curva
R, = Area del pico patrén en la curva
R, = Area del pico de muestra inyectado
V, = Volumen de muestra extraida, L
Cwrra. = Concentracién de la muestra, pg/L

La concentraciéon de trihalometanos totales se calcula

mediante la suma de las concentraciones individuales
obtenidas segun la férmula previa. Dado que la concen-
traciéon minima a reportar para cada compuesto indivi-
dual es de 5 pg/L, aquéllas muestras con bajos contenidos
se reportaran como < 20 pg/L de trihalometanos totales.

Chequéese la curva con patrones en el rango bajo y al-
to de la misma, un ejemplo puede ser 10 y 120 ug/L res-
pectivamente, si los resultados son coincidente en +/-
20%, utilice la curva de calibrado para analizar las mues-
tras, en caso contrario, construya una nueva curva de ca-
libracion.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los protocolos de verificacién se eva-
luaron los siguientes parametros: precisién y exactitud
[13], [14], [15]. No es necesario evaluar: identificacién,
selectividad, especificidad ni robustez, ya que estos pa-
rdmetros no son alterados por la modificacién introduci-
da [16].

A continuacién se exponen e interpretan los resultados
obtenidos en los ensayos de verificacién del método, que
se realizaron siguiendo el procedimiento de anélisis refe-
renciado, los resultados descritos se obtuvieron con
muestras de agua potable colectadas en la red de distri-
bucién de agua potable de Cartagena, asi como muestras
certificadas comerciales y las empleadas en las pruebas de
desempefio del Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales (IDEAM).

Precision:

Evaluada como repetibilidad con muestras de agua po-
table, los datos de repetibilidad se muestran en la tabla 1,
Con base a los contenidos de Trihalometanos y la tabla de
Horwitz, puede considerarse satisfactoria la repetibilidad.

TABLA1
REPETIBILIDAD CON MUESTRAS DE AGUA POTABLE
Diclo-
robro- Clorodi-
Clorofor- mometa bromome- Bromo- THMs
mo no tano formo Total
CV%m 3.9 5.9 1.3 0.1 31
Minimo 0.4 1.8 X X 0.1
Maximo 8.3 105 X X 8.8
pg/L 9-37 10-25 8 9 11-79
N 6 3 1 1 6

En la tabla 2, se detalla la reproducibilidad interna, eva-
luada como reproducibilidad interna con muestras certifi-
cadas analizadas en mds de una ocasién y se considera
también satisfactoria.

TABLA?2
REPRODUCIBILIDAD INTERNA CON MUESTRAS CERTIFICADAS
Diclo- Clorodi-
Clorofor- robro- bromome- Bromo-
mo mometa tano formo




no

CV%m 5.8 10.0 7.8 8.4
Minimo 1.2 1.6 0.7 0.0
Méximo 13.6 25 16.6 208
n 8 8 8 8
Exactitud:

En la tabla 3 y 4, se muestran los ensayos para la determi-
nacién de la exactitud, siendo las pruebas de desempefio
del IDEAM y muestras certificadas el derrotero para la
consecucién de este pardmetro de calidad analitica.

PFIjIEbaS de evaluacién de desempefio del IDEAM (Punta-
jes):

TABLA3
PRUEBAS DE EVALUACION DE DESEMPERNO DEL IDEAM
Dicloro-
bro- Clorodi-
mometan bromome- Bromo-
Aio Cloroformo o tano formo
2009 50 30 30 90
2010 80 70 30 100
2011 50 70 100 100

Muestras certificadas:

Andlisis de muestras certificadas, incluidas las del
IDEAM analizadas en ocasiones posteriores. En total se
realizaron 21 anélisis,

TABLA4

ANALISIS DE MUESTRAS CERTIFICADAS

Compuesto Cloroformo

Cloroformo -0.83 (-3.89/1.27)
Diclorobromometano 0.87 (-1.70/2.31)
Clorodibromometano -0.20 (-1.88/0.67)

Bromoformo 0.14 (-1.08/1.83)

Recobrados:

Para 13 pruebas realizadas en un dperiodo de mas de 3
afios, con concentraciones individuales entre 5 y 200
u%)/ L, el resumen de los resultados se muestran en las
tabla 5.

TABLAS
PORCENTAJES DE RECUPERACION EN MUESTRAS
Diclo-
robro- Clorodi-
Clorofor- mometa bromome- Bromo- THMs
mo no tano formo Total
Prome-
dio 100.8 99.9 103.2 1029 101.7
Minimo 94.0 95.1 96.2 97.6 97.2
Maximo 113.9 110.3 114.4 108.6 110.6
CV% 35 39 5.6 2.8 2.5

Los cuales se consideran satisfactorios dado que el
Standard Methods considera el intervalo 80-120% como

adecuado.

El limite de deteccién para cada compuesto, se estable-
ce en 2.5 pug/L por lo que teniendo en cuenta que, la legis-
lacién para agua potable no establece limites para los
compuestos individuales sino para los Trihalometanos
totales y éste es de 200 pg/L y la concentracién de Triha-
lometanos totales se calcula mediante la suma de las con-
centraciones individuales y a concentraciones de 5 pg/L,
los resultados son satisfactorios (recobrados entre 96.6 y
111.7%); Se establece 5 pg/L como la concentracién mi-
nima a reportar para cada compuesto individual y por
tanto, las muestras con bajos contenidos se reportaran
como < 20 pg/L de trihalometanos totales.

4. CONCLUSIONES

El método estandarizado presenta adecuadas caracte-
risticas de desempertio, al ser preciso (coeficientes de va-
riacién <10%), veraz (no presenta sesgo significativo), con
un adecuado intervalo de concentracién y una concentra-
cién minima a reportar de 5ug/L para cada compuesto.

Estas caracteristicas permiten que el mismo se ajuste al
proposito para el cual fue disefiado, que consiste en la
determinacién de Trihalometanos totales en muestras de
aguas tratadas.

Se vuelve un método de referencia para otros laborato-
rios que deseen aplicarlo en Colombia, al estar este para-
metro acreditado ante el IDEAM, ya que pueden reportar
resultados correctos y confiables, ademds de ser una guia
a nivel internacional.
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Hidrogenacion de las grasas: la otra cara del
doble enlace

Patricia de la Cruz Ojeda

Resumen—La hidrogenacion parcial de las grasas permite obtener grasas con &cidos grasos trans. Esto le confiere a las
grasas textura, punto de fusion y sabor adecuados para su uso en la industria alimentaria. Sin embargo, su ingesta tiene
implicaciones desfavorables en nuestra salud, puesto que aumenta el riesgo de padecer accidentes cardiovasculares o sufrir

diabetes.

Palabras Claves— hidrogenacion, saturacién, acido graso, cis, trans, riesgo cardiovascular, diabetes.

1. INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas ha ido aumentando el
porcentaje de grasas hidrogenadas en los alimentos,

lo que ha despertado el interés de los investigadores.
De forma natural es posible encontrarlos en carnes o pro-
ductos lacteos, siendo necesaria su ingesta. También es
posible obtenerlos de forma industrial mediante la hi-
drogenacion de aceites vegetales. Uno de los productos
mas frecuentes y mas utilizados por sus ventajas en el
sistema de produccién, y a nivel econémico, son los &ci-
dos grasos trans. En este articulo se analiza el proceso de
obtencién, asi como las consecuencias que puede tener su
ingesta en la salud.

2. ISOMEROS TRANS Y GRASAS HIDROGENADAS

Las grasas estan formadas por un esqueleto de glicerina y
tres 4cidos grasos, unidos a esta por medio de un enlace
de tipo éster. En funcién de los dobles enlaces que estos
presenten se pueden clasificar en saturados o insaturados.
Los primeros destacan porque todos sus enlaces carbono-
carbono son simples. En los acidos grasos insaturados
encontramos enlaces dobles carbono-carbono. De esta
caracteristica depende el punto de fusién de la grasa que
lo contenga. Esto tltimo es de gran importancia en la in-
dustria alimentaria, ya que principalmente va a disminuir
el tiempo de producciéon y los costes energéticos, redu-
ciendo el coste total de produccién.

Las grasas con 4cidos grasos saturados poseen altos pun-
tos de fusion y por ello las grasas que los contienen se
encuentran sélidas a temperatura ambiente. En el caso de
poseer acidos grasos insaturados estos podran tener iso-
meria cis o isomeria trans. En su forma natural, los acidos
grasos grasos insaturados presentan mayoritariamente
isomeria cis, siendo los isdémeros trans practicamente
inexesistentes en aceites y grasas de origen vegetal no
refinados. Sin embargo, la isomeria trans produce estruc-
turas moleculares més rigidas y con mayor punto de fu-
sién que los isémeros cis de ntiimero equivalente de car-
bonos, pero menos que el de los 4cidos grasos saturados,
tal y como se puede observar en la siguiente tabla:

TABLA1
PUNTOS DE FUSION DE LOS ACIDOS GRASOS

Punto de fusién

Simbolo Nombre comin (°C)

C 12102 Laurico 44,2
C16:0 Palmitico 63,1
C18:0 Esteérico 69,6
C18:1(6¢) Petroselinico 29
C181(61t) Petroselaidico 54
C181(9c) Oleico 16
C181(9¢) Elaidico 45
C181(11¢) Cis-vacénico 15
C18:1 (11 t) Trans-vacénico 44
C182(9c¢c,12¢) Linoleico -5
C18:2(9¢,12t) Linoelaidico 28
C182(9t, 111 54
C18:3(9c,12t,15¢) Linolénico -11
C183 (9,12t 151t 30
C18:3(9c, 11,13 1) a-eleosteérico 49
C183(9t,11t13¢) B-eleostedrico 71,5

En la tabla aparecen los puntos de fusion de los distintos dcidos grasos, orde-
nados de menos a mayor niimero de carbonos, y con distintas insaturaciones.
1 N° total de dtomos de C

2 N°de dobles enlaces y naturaleza, c=cis, t=trans

Este punto de fusién intermedio de los acidos grasos trans
es de gran utilidad en la manufactura de alimentos, pues-
to que aporta caracteristicas organolépticas favorables a
las grasas hidrogenadas tales como textura y sabor. Ade-
mas presentan una gran resistencia al enranciamiento, lo
que permite un mayor tiempo de conservacion.

3. ¢ COMO SE PRODUCE LA HIDROGENACION?

Los 4cidos grasos trans que consumimos actualmente
tienen un origen tanto biol6égico como tecnolégico. Los de
origen biolégico son aquellos que se encuentran de forma
natural en leches, carnes y derivados lacteos de rumian-



tes. En estos animales tiene lugar una biohidrogenacién.
La llevan a cabo los microorganismos de su aparato di-
gestivo, cuya accion principal consiste en hidrogenar par-
cialmente acidos grasos insaturados como el linoleico o el
linolénico y luego isomerizarlos, transforméndolos en
derivados con isomeria trans.

Sin embargo, los aceites vegetales y marinos utilizados en
la industria no poseen en su forma natural las propieda-
des adecuadas para ser incorporados a un gran nimero
de alimentos. Es por ello necesaria una modificacién. Uno
de los métodos més usados para llevar a cabo esta modi-
ficacién es la hidrogenacion. La hidrogenacion permite
utilizar estos aceites, puesto que se obtienen productos
resistentes a la oxidacién y de facil manejo, que los hace
muy adecuados como sustitutos de sebos o mantecas
animales.

La hidrogenacién se realiza bajo determinadas condicio-
nes de presién y temperatura y en presencia de un catali-
zador metélico (suele ser niquel), burbujeando hidrégeno
gaseoso en el aceite. Si se lleva a cabo una hidrogenaciéon
total solo se obtienen 4cidos grasos saturados. En este
caso, ademads, nunca se obtendran estereoisémeros ya que
la hidrogenacion se produce en la misma cara del doble
enlace. Si se controlan las condiciones de la reaccion se
puede llevar a cabo una hidrogenacion parcial que si ten-
dra consecuencias estereosiméricas. Se obtendra una
mezcla de 4cidos grasos saturados y de dcidos grasos in-
saturados, ya sean monoinsaturados o poliinsaturados
con isomerta cis o trans. El 4cido graso trans que se forma
en mayor proporcién es aquel formado por 18 carbonos y
que presenta una insaturacién en el décimo carbono.

4. IMPLICACIONES EN LA SALUD

Los acidos grasos deben formar parte de nuestra dieta
puesto que son necesarios para la formacién de las mem-
branas celulares y de los tejidos, asi como para la obtén-
cién de energfa. Sin embargo, su consumo ha de ser mo-
derado, sobre todo el consumo de acidos grasos trans.
Uno de los efectos negativos relacionados con su consu-
mo es la pérdida de propiedades de los acidos grasos
esenciales, puesto que compiten con ellos e inhiben la
enzima A-6-desaturasa, implicada en el metabolismo de
estos 4cidos grasos y en la sintesis de las prostaglandinas.
Se ha estudiado la alteracién de estos acidos grasos en
lechones y se ha comprobado que se producen cambios
en los fosfolipidos de la arteria aorta, lo cual constituye
un factor de riesgo para desarrollar enfermedades cardio-
vasculares. En humanos poseemos estudios epidemolégi-
cos y clinicos que han relacionado la ingesta de &cidos
grasos trans con un aumento en el nivel de triacilglicéri-
dos en sangre y en el nivel de colesterol HDL, con el con-
siguiente aumento en el riesgo de padecer enfermedades
cardiovasculares.

De la misma forma se han relacionado con el desarrollo
de la diabetes ya que pueden influir en genes realciona-
dos con la regulacién de la sensibilidad a la insulina.
También existen evidencias que los relacionan con una
mayor tendencia a desarollar cancer de préstata, colon y

mama, aunque no son Concluyentes.

5. CONCLUSIONES

Aunque ingerimos grandes cantidades de grasas en nues-
tra dieta no somos conscientes de sus posibles efectos
perjudicales. Durante los tltimos afios las grasas trans, en
especial, han suscitado un gran interés y se han comenza-
do a hacer estudios mds concluyentes sobre sus efectos en
la salud. Sin embargo, siguen siendo un ingrediente de
gran importancia en la industria alimenticia, donde se
obtienen mediante hidrogenacién parcial. Gracias a este
proceso se utilizan aceites vegetales y marinos que de otra
forma caerian en desuso. La expliacién al hecho de que
todavia se sigan usando reside en que su manipulacién
origina productos que abaratan los costes de produccién
y facilitan la manufactura de los alimentos.
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Policaprolactona (PCL) y su aplicacion a la
regeneracion tisular.

Alejandra Estepa Ferndndez, M2 Remedios Dominguez Flores, Jesus Lavado Garcia, Clara
Rodriguez Fernandez.

Resumen—Las Ultimas técnicas de cultivo in vitro de tejidos usan el polimero policaprolactona para crear una estructura de
andamiaje dptima para el desarrollo y maduracion de condrocitos para crear tejido cartilaginoso.

Palabras Claves— Cartilago, Condrocito, Electrospinning, Policaprolactona (PCL), Polimero.

1. INTRODUCCION

La e-Caprolactona puede polimerizar facilmente para
producir un poliéster, la policaprolactona o PCL que

tiene caracteristicas peculiares. Su bajo punto de fu-
sién, (60°C) permite que sea moldeado manualmente y
ademas es biodegradable. En condiciones fisiolégicas, se
hidrolizan los enlaces ésteres pero a una velocidad muy
lenta, por lo que es aplicado como material para la im-
plantacién en el cuerpo humano de dispositivos a largo
plazo.

Fig. 1. Polimerizacién de la e-Caprolactona.

Este polimero comparte las propiedades de las gomas
ya que a una temperatura de 25-37 °C (temperatura am-
biente o temperatura corporal) adquiere una estructura
amorfa corta y poco viscosa. Esto le permite adherirse
bien a otras superfecies y ademas, el hecho de que sea
miscible con otros plasticos o polimeros se puede utilizar
para usarla en la técnica de impresién de condrocitos. Los
condrocitos necesitan un refuerzo artificial dénde poder
desarrollarse y la alta compatibilidad de la policaprolac-
tona con los requerimientos de la estructura cartilaginosa
la hacen idénea para esta aplicacion.[1]

La aplicaciéon consiste en usar el PCL como material de
ensamblaje para una “Impresora de Cartilago”. La técnica
de la impresién de células (condrocitos) se ha desarrollado
mucho en los dltimos afios usando un método analogo a
la impresiéon de tinta. Pero esta impresion necesita un
soporte para que las células sean viables, se desarrollen y
regeneren un tejido. El PCL es el material idéneo para
ello. Aqui nos vamos a centrar en la preparacién y el pa-
pel del polimero en el desarrollo del implante de tejido.[2]

2. APLICACIONES DE LA POLICAPROLACTONA

2.1. Aplicaciones comunes

La aplicacién mas comin de este polimero es su utiliza-
cién como aditivo en el proceso de fabricacién de ciertos
poliuretanos debido a que les proporcionan una buena
resistencia al agua, aceites, disoventes y al cloro. También
se emplea como aditivo para las resinas con el fin de me-
jorar su procesamiento y sus propiedades (confiere, por
ejemplo, resistencia a impactos).[1]

Ademés, puede mezclarse con una gran variedad de ma-
teriales como el almidén, con lo que se consigue reducir
sus costes de produccién y mejorar su biodegradabilidad
[3]. El Mater Bi producido por Novamont constituye un
ejemplo del uso de la PCL mezclada con almidén que se
emplea, por ejemplo, en la fabricacion de cubiertos, como
los mostrados en la figura 2.[1]

Fig. 2. Uno de los usos de la e-Caprolactona es la fabricacion de
cubiertos

Por otra parte, también encontramos a la PCL presente
en el mercado de los hobbies en marca comerciales como
Hand Moldable Plastic y InstaMorph (figura 3) en los
Estados Unidos o Polymorph en el Reino Unido, que lo
utilizan por sus propiedades de pldstico muy duro y por-
que se hace muy manejable a los 60°C; convirtiéndose en
una buena opcién en procesos donde la resistencia al ca-
lor no es necesario como pequefios modelados, fabrica-
cién de piezas, reparacién de objetos de plastico o proto-
tipado rapido.[1]

Fig. 3. InstaMorph con sus intrucciones de uso



3. APLICACION MEDICA. REGENERACION TISULAR

3.1. La construccion del sistema de impresioén
hibrido.

Para construir las estructuras cartilaginosas, investiga-
dores de la Universidad de Wake Forest, Carolina del
Norte han desarrollado un novedoso sistema de im-
presiéon hibrida mediante la incorporacién de un aparato
de electrospinning (electrohilado) en una impresora de
inyeccion de tinta usando una corriente eléctrica para
generar fibras muy finas de una solucién de PCL.

Fig. 4. Dibujo esquematico de este sistema de impresion hibrido.

Para el estudio, el electrospinning de fibras de policapro-
lactona (PCL) fue alternado con la impresion de inyeccion
de tinta de condrocitos elasticos de conejo suspendidos en
un hidrogel de fibrina-coldgeno para fabricar una con-
struccion de tejido de cinco capas. Mientras los materiales
sintéticos aseguraron la fortaleza de la construccién, los
materiales de gel natural proporcionaron un ambiente
que promueve el crecimiento celular.

Estos investigadores han sido capaces de imprimir un
hidrogel sobre una matriz de policaprolactona, que hace
de base dura para la sujecion de las células, de manera
que el “tejido” a imprimir puede alcanzar la forma y ex-
tension que se desee.[2]

3.2. Preparacion del Polimero:

Para la preparacién del polimero de PCL se disuelve la
solucién con el polimero en acetona (disolvente usado
para simular la produccién de cuerpos ceténicos que se
da en el higado, y que més adelante las células no sufran
rechazo por el disolvente). Se le afiade un copolimero

(Pluronic F127) para reducir la viscosidad y potenciar la
hidrofilicidad del PCL.

4. RESULTADOS:
4.1.Estructura de las construcciones de impresion:

La aplicacién de las capas de PCL mediante electrospin-
ning porporciona el soporte perfecto para poder controlar
el tamano de los poros que son altamente necesarios para
que el medio donde se desarrollan los condrocitos pueda

Fig. 5. Modificado de “Hybrid printing of mechanically and biologi-
cally improved constructs for cartilage tissue engineering applica-
tions”. Resultado final del modulo de impression (A,B). Vista al
microscopio electrénico de las capas del ensamblado (C) y estruc-
tura del PCL (D) y los condrocitos (E). Se observan los poros de
las diferentes capas

fluir, y renovarse, proporcionando un flujo de nutrientes
y de eliminacién de desechos. Para conseguir esto, se im-
primen cinco capas, alternando PCL y condrocitos (para
cada tipo de sustancia se usa un método de impresion
distinto, para los condrocitos la impresién analoga a la de
tinta y para el PCL “electrospinning”[4] que mediante
una descarga eléctrica, se secretan nanofibras del material
cargado de forma alineada. Se usa esta técnica ya que los
polimeros de PCL tienen una gran resistencia mecanica).
En la capa de condrocitos se afiaden condrocitos, fi-
brinégeno y colageno para el correcto desarrollo de los
mismos. Las cinco capas forman un ensamblado de 1 mm
de grosor. La capa de PCL se controla para formar estruc-
turas organizadas con poros para la buena integraciéon de
las células de las capas adyacentes. El resultado se mues-
tra en la figura 5.

4.2.Viabilidad y resistencia de la estructura:

Tras cuatro semanas de analisis se comprob6 que los con-
drocitos se habian desarrollado y se habia producido una
matriz de cartilago funcional. Habia mayor concentracion
de cartilago en los bordes debido a la falta de nutrientes
(poca difusién) de las células del centro pero ya se estan
probando disefios con nanofibras que conecten la placa
desde el centro a los bordes para facilitar la difusién. Se
comprobé la regeneracién y estabilidad in vivo de los
ensamblajes de PCL y cartilago.

Los resultados de las propiedades mecanicas del ensam-
blado obtenido son positivas, responde favorablemente a
mayores tensiones que los controles sin este disefio. Los
hibridos de PCL y tejido son mas fuertes y resistentes que
las pruebas con alginato (polisacarido usado en odon-
tologia que se aplicaba para estos usos) [5].



5. CONCLUSIONES Y ESTUDIOS FUTUROS:

5.1.Conclusiones

La policaprolactona ha demostrado ser el componente
clave para impulsar el desarrollo de técnicas como la im-
presiéon de condrocitos para desarrolar tejidos in vitro lo
que nos hace plantearnos la posibilidad de que este poli-
mero pueda servir de base para nuevos polimeros futuros
que superen los pequenos defectos de difusiéon de nu-
trientes que presenta el PCL.

5.2.Investigacion actual

Este avance puede permitir personalizar un polimero
basado en PCL para implantes médicos no sélo de car-
tilago, sino de cualquier otro tejido que pueda regen-
erarse en una base polimérica (actual investigacién).

Otra linea de investigacion actual es la posibilidad de ori-
entar los condrocitos y hacer un crecimiento direccional
que optimizaria y mejoraria el rendimiento de la técnica
actual.[2]
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Profesor, ¢qué es el Movimiento Browniano?
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Resumen— En este articulo se da una explicacion del movimiento browniano de manera amena y entretenida, y sera
explicado a modo de una clase de fisica, de la mano de un profesor y sus alumnos. El diadlogo entre ellos nos ayudara a la
comprension del mismo, gracias a distintos ejemplos y aplicaciones. Ademas, el profesor hara un pequefio repaso histérico,
recorriendo las diferentes aportaciones gque se hicieron acerca de este movimiento a lo largo de la historia.
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os encontramos en una clase de Fisica. Los alum-
nos, aturdidos, no terminan de entender en qué
consiste eso a lo que el profesor llama “Movimien-
to Browniano”. Un alumno, con miedo a la reac-
cién del profesor, levanta ligeramente su brazo, pidiendo
asi turno de palabra.
-Lo siento, pero realmente no entiendo cémo un sefior
hace précticamente dos siglos fue capaz de deducir todo
lo que usted nos esta contando. ;Podria explicar de nuevo
en qué consiste? Creo que ninguno de nosotros ha com-
prendido bien de qué estamos hablando.
-5i, este tema no resulta nada fécil, y menos atin cuando
es la primera vez que sabéis de su existencia. Bien, empe-
zaré contando una breve resefa histérica, para introduci-
ros en el contexto en el que este fenémeno fue descubier-
to.
>> Robert Brown fue un botanico escocés que observo,
en sus multiples experimentos, que mintsculas particulas
de polen que flotaban en el agua seguian movimientos en
zigzag. Este fendmeno podia observarse en granos de
apenas una milésima de milimetro de diametro usando el
microscopio. Para que lo entendais, puedo poneros el
siguiente ejemplo: imaginad un hombre que ha estado
consumiendo alcohol toda la noche. Llegara un momento
en el que pierda parcialmente el control de su cuerpo, de
manera que no sea capaz de coordinar sus movimientos
correctamente. Pues bien, imaginad que el borracho, co-
mienza a vagar sin rumbo por las calles de la ciudad. Po-
dria deciros que una particula que sigue el movimiento
browniano es basicamente ese mismo borracho que anda
dando tumbos, sin caerse, como si se chocara continua-
mente con postes invisibles plantados al azar. [1]
-:Pero realmente Brown fue capaz de descubrir todo eso
en una dilucién de polen tnicamente? ; Cémo podia saber
que las particulas seguian ese movimiento en la reali-
dad?- exclama una alumna algo confundida.
-Bueno, otras personas se dedicaron a investigarlo, y ellas
tampoco entendian este fenémeno en su completitud. De
eso precisamente quiero hablaros, de cémo evolucioné y
se progreso en este extrafio fenémeno. Brown repitié mu-
chisimas veces su experimento, pero empleando otro tipo
de compuestos, como particulas minerales, siendo capaz
de demostrar que el movimiento era independiente de
que la particula tuviera o no vida. Llegé a la conclusién
de que el movimiento lo seguia cualquier particula en
suspension, siempre y cuando fuese lo suficientemente

pequena. Como os podéis imaginar, las conclusiones de
Brown fueron muy criticadas por otros cientificos de la
época, ya que este defendia que el movimiento era auto-
animado, aunque no era capaz de explicarlo.

>> Aunque el tema fue olvidado durante un tiempo, mu-
chos cientificos, anos mas tarde, se preocuparon en relle-
nar esas “lagunas”, intentando buscar y explicar las cau-
sas de este movimiento. Se consiguié afirmar de manera
contundente que no se debia a diferencias de temperatura
en distintas regiones del espacio. Weiner, otro cientifico,
afirmé que no podria atribuirse este movimiento a causas
externas, sino que tenia que estar relacionado con movi-
mientos internos del fluido. Cantoni, poco después, lo
atribuy6é a movimientos térmicos en el liquido, y supuso
que era una demostracién experimental de la teoria me-
canica del calor. A pesar de todo esto, todavia no llegaba
a entenderse en qué consistia este movimiento, aunque si
se crefa que estaba relacionado con el calor.

-Habla usted de la agitacién térmica que sufren las parti-
culas a causa del calor, jverdad? - inquiere un joven sen-
tado en la tercera fila.

-Eh, si, las particulas se mueven con una energia cinética
y eso se evidencia en la temperatura. Aun asi, numerosos
experimentos realizados en Europa concluyeron que el
calor no podia ser el causante de este fenémeno. El qui-
mico inglés Ramsay o el botanico aleman Négeli asi lo
demostraron. El francés Gouy también se interesé por
este fenémeno, y concluy6 que la vivacidad y agilidad de
las particulas aumentaba a medida que el tamafio de la
particula era menor, de manera que esta vivacidad au-
mentaba cuando la viscosidad del liquido en el que se
encontraban era inferior. Ademas, llegd a decir que el
movimiento browniano era una violacién de la segunda
ley de la termodindmica.

>> Sin embargo, la relacién entre la agitacion térmica y el
movimiento browniano es muy estrecha. Para que os ha-
gdis una idea, lo que ocurre es lo siguiente: la particula en
la que observamos movimiento browniano se encuentra
inmersa en un fluido, suspendida en él. Las particulas de
dicho fluido estdn en continuo movimiento, pues si no
fuera asi su temperatura serfa de cero absoluto, y chocan
con nuestra particula. Como ésta es muy pequefia, la gran
cantidad de impactos que esta sufriendo en todo momen-
to hace que se mueva, siguiendo un patrén parecido a un
zigzag tridimensional [Fig. 1] que es lo que llamamos
movimiento browniano.



Figura 1: Representacion esquematica movimiento Browniano

>> En parte es por esto por lo que cost6 tanto entender el
movimiento browniano, porque tiene su base en que la
materia se compone de elementos concretos y finitos en
lugar de constituir un continuo, que era lo que en general
se crefa hasta entonces. Asi, la introduccién y aceptaciéon
del modelo atomista fue crucial para su estudio. En este
sentido, cabe nombrar a Jean Baptiste Perrin, quien pro-
puso que las cargas negativas del dtomo se encontraban
alrededor de la carga positiva. En esto se diferencia del
modelo atémico de Thomson de “pudin de pasas”, segtin
el cual la carga negativa se encontraria inmersa en la car-
ga positiva. El modelo de Perrin obtuvo buenos resulta-
dos experimentales y le vali6, junto con sus trabajos sobre
el equilibrio de sedimentacién, el Premio Nobel de Fisica
de 1926.

- Bueno, parece que el movimiento browniano no es tan
complicado como pensabamos.

- No cantéis victoria todavia. Hasta ahora solo os lo he
explicado cualitativamente, pero como casi todo en fisica
el movimiento browniano tiene detrds un modelo mate-
matico, y de él no os he hablado atun.

>> Un pionero de la explicacién cuantitativa del movi-
miento browniano fue Albert Einstein, que con tan sélo 26
afios fue capaz de predecir la distancia que una particula
suspendida en un fluido debia recorrer. Por otro lado,
corroboré que el movimiento browniano efectivamente
violaba la segunda ley de la termodindmica. Esto se debia
a que dicho principio no tenia que interpretarse de mane-
ra absoluta, como otros cientificos habian hecho hasta el
momento, sino que solo se cumplia en promedio. De he-
cho, habia que darle una interpretacién estadistica. [1],
2], [4]

-Me he vuelto a perder, profesor - exclama una alumna
con desesperacion.

El profesor, dirigiéndose a la pizarra, toma una tiza y res-
ponde:

-Supongamos que a tiempo cero una particula suspendi-
da en un fluido estda en un punto llamado A. Tras cierto
tiempo t, la particula se encontrara en otro punto B, que
se encuentra a una distancia d de A. Si volvemos a repetir
el proceso, la particula en ese mismo tiempo no se encon-
trard a la misma distancia d, si no a otra dj, y si se volviera

a repetir, se encontraria a otra distancia d; y asi sucesiva-
mente. Podriamos tomar entonces el cuadrado de estas
distancias, y seriamos capaces de calcular el promedio de
estos cuadrados, llamandolos <d?>, siendo este el despla-
zamiento cuadratico medio - el profesor dibuja en la piza-
rra todo cuanto dice- . Resolviendo las ecuaciones mate-
maticas apropiadas, que no son objeto de estudio en esta
asignatura, obtuvo una relacién entre el didmetro del
grano, el tiempo transcurrido, su desplazamiento, la vis-
cosidad del agua y el nimero de Avogadro, gracias al
coeficiente de difusién. Asi, obtuvo la siguiente férmula:
D=d?/ 6t (1)

>> Esto ayudd, tiempo después, a demostrar el modelo
molecular y atémico de la materia. [4]

-:Entonces podemos decir que el movimiento es total-
mente azaroso? - interrumpe un alumno de la tltima fila.
-Si. Ademas, las moléculas del fluido se mueven aleato-
riamente y esto “empuja” a las particulas suspendidas en
él. Basicamente, podemos enunciar el postulado de Eins-
tein diciendo que en cualquier periodo corto de tiempo,
cada particula recibe un ndmero aleatorio de impactos de
intensidad y direccién aleatoria. Esta es la explicaciéon que
dio para el movimiento browniano.

El profesor, desde la pizarra, contempla a sus alumnos
copiando rapidamente todo lo que acaba de exponer.
Transcurridos unos instantes, una alumna alza su brazo,
algo confundida, e inquiere:

-.Y esto para qué nos sirve en nuestro futuro?

Sus compaferos la observan callados, con miradas com-
plices, haciendo notar que todos comparten su inquietud.

-Esa pregunta me la hacen afio tras afio los alumnos de
Biotecnologia - el profesor le sonrie a la alumna, que es-
pera impaciente-. Para que os deis cuenta de la relevancia
que podria tener este fenémeno en vuestra carrera, 0s voy
a explicar brevemente una novedosa técnica que se esta
llevando a cabo, basandose en el movimiento browniano.

>> Esta técnica se llama NTA (del inglés Nanoparticles
Tracking Analysis) y permite visualizar particulas de a
partir de 15 nm y determinar su tamafio y concentracién
en una muestra original. Para ello, se utiliza un laser, con
longitud de onda que oscila entre los 400 a 600 nm, que
atraviesa una disolucién con las particulas en suspensién,
que se mueven con movimiento browniano. Como conse-
cuencia del choque con las particulas, la luz del laser se
desvia y puede observarse gracias a un microscopio. To-
do ello nos permite visualizar las particulas de manera
individual y directa. Esto es de especial utilidad en el
diagnostico de enfermedades como la ateroesclerosis,
enfermedades coronarias, diabetes o cancer. En pacientes
con estas enfermedades se encuentran niveles anormal-
mente altos de exosomas y microvesiculas, que siguen
este movimiento y que participan en la sefalizacién celu-
lar, por lo que pueden ser utilizados para la deteccién de
dichas enfermedades. [3]

>> Con esta técnica es posible, incluso, distinguir un tipo
de exosoma de otro en una mezcla compleja usando mar-
cadores de fluorescencia y distintos filtros, basandonos en
el movimiento browniano - el profesor dibuja en la piza-
rra el montaje del experimento-. ;Responde eso a tu pre-



gunta?

La alumna, algo intimidada, responde:

-5i, gracias. ;Podria darnos entonces una definicién exacta
del movimiento browniano?

El profesor suspira, y alzando la vista, como si tratara de
recordar algo que tiene profundamente grabado en la
memoria, cita:

-“Se denomina movimiento browniano al movimiento
cabtico o marcha aleatoria que experimentan las particu-
las microscépicas en un medio fluido como consecuencia
de las colisiones con las particulas de dicho medio, que
estdn sometidas a una agitacién térmica continua. El mo-
vimiento browniano pone de manifiesto las fluctuaciones
estadisticas que ocurren en un sistema incluso en equili-
brio térmico.” [2]

El silencio solo es interrumpido por el sonido de los boli-
grafos que se deslizan rapidamente sobre los folios. De
repente, un alumno exclama:

-Creo que lo he entendido, y aunque se trata de un fené-
meno microscépico, jpodria asemejarlo a algtn proceso
que podamos ver a simple vista?

De nuevo, el experto en Fisica, sonrie e intenta buscar un
ejemplo para que sus alumnos puedan llegar a entenderlo
completamente.

-Imagina que estds en el cine. Estas sentado en el centro
de la sala, de manera que el haz de luz procedente del
proyector pasa por encima de tu cabeza. No sé si alguna
vez te habras dado cuenta de que es posible ver las parti-
culas de polvo suspendidas en el aire. Si alzas la vista,
verds que esas particulas de polvo, iluminadas por el haz,
siguen précticamente el mismo movimiento browniano.
>> También podria ponerte otro ejemplo: si adicionas
tinta a un vaso de precipitados con agua [Fig.2], el movi-
miento que las particulas de tinta siguen en el fluido, es
también como el movimiento browniano. O bueno, si pre-
feris un enfoque mas “biolégico”, podria decir que el mo-
vimiento de una bacteria como Escherichia Coli, con flage-
lo, en ausencia de estimulos quimicos, se puede aproxi-
mar al movimiento browniano.

Figura 2: Tinta de colores en agua

A continuacién, el profesor consulta su reloj, ddndose
cuenta de que solo quedan 5 minutos mas de clase.

-¢Alguna duda mas? - pregunta -. Seguiremos profundi-
zando en este tema en las proximas clases, no debéis
preocuparos.

- Profesor, ;fue por esta deduccién por lo que Einstein
gané el Nobel? - de repente, todos se giran para contem-
plar al alumno que se encuentra en la tltima fila.

-No, no fue por este descubrimiento. Einstein fue un
hombre brillante, y polifacético.

Los alumnos rien y suena el timbre, que indica el fin de la
clase. El profesor recoge sus cosas y se despide hasta la
proxima sesion.
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Trabajo y potencia generado por el corazon
en un ciclo cardiaco

Alejandro Salguero Jiménez

Resumen—Problema comentado sobre el trabajo realizado y la potencia desarrollada por el corazén (en concreto por el

ventriculo izquierdo) en un ciclo cardiaco.
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1. TRABAJO REALIZADO POR EL CORAZON

stimar el trabajo que realiza el musculo cardiaco
durante un ciclo a partir del siguiente grafico que
representa la presion sanguinea en el ventriculo iz-
quierdo en funcion del volumen:
N
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Fig. 1. Representacion de la presion ventricular frente al volumen
ventricular en un ciclo cardiaco completo [1].

Este grafico nos representa la variacién de presion con
respecto al volumen del ventriculo izquierdo de un cora-
z6n humano durante un ciclo cardiaco. En la primera fase
(fase de llenado) se observa como el ventriculo se llena de
sangre (procedente de la auricula izquierda) sin aumentar
su presién hasta llegar a los 60 ml de volumen, punto en
el que el ventriculo se empieza a extender hasta llegar a
tener un volumen de sangre en su interior de 100 ml. En
este punto, el ventriculo comienza a contraerse y por tan-
to aumenta la presién ventricular. Cuando esta presion
ventricular sobrepasa la presion diastélica de la vena aor-
ta se produce la apertura de la valvula adrtica. La presion
ventricular sigue subiendo pero el volumen de sangre en
el ventriculo desciende ya que la sangre fluye hacia la
vena aorta. Una vez que la presion del ventriculo cae por
debajo de la presién de la vena aorta, la vélvula de esta se
cierra y se vuelve al comienzo del ciclo.

El ejercicio nos propone que calculemos el trabajo (W)
que realiza el corazén a partir del grafico que acabamos
de comentar. Aunque no lo especifica, el trabajo que nos
pide es en concreto el trabajo mecanico, que es el trabajo

asociado a los cambios de volumen y presién y que se
define de la siguiente manera:

W
W:—IPdV
Vi

Para poder calcular el trabajo deberfamos saber cémo
varia la presion con respecto al volumen para cada una de
las etapas del ciclo cardiaco (etapa de llenado y tras la
apertura de la valvula aértica, ya que en las demas no hay
variacién de volumen), ecuacién que desconocemos.
¢Cémo podemos hallar entonces el trabajo realizado por
el ventriculo izquierdo en un ciclo cardiaco?

Para esto nos vamos a basar en la definiciéon matemati-
ca de integral definida, que nos dice que la integral de
una funcién entre dos puntos del plano xy (puntos a y b)
es igual al area de la region del plano xy delimitada por la
funcién, las lineas verticales x=a y x=b y el eje x.

En otras palabras y particularizdndolo para nuestro
problema, el trabajo realizado por el ventriculo izquierdo
es igual al drea de la region delimitada por la representa-
cién del ciclo cardiaco. Esta 4rea la podemos calcular a
partir de la grafica y de forma aproximada, obteniendo
un area total de 6600 mmHg -mL. Nos interesa obtener el
trabajo en unidades del sistema internacional:

Obtenemos por tanto que el trabajo realizado por el

iIL m3  1atm 101325Pa

1000mL1000L 760mmHg latm

6600mmHg-nL =0.88J

ventriculo izquierdo en un ciclo cardiaco es de 0.88 J.

2. POTENCIA DESARROLLADA POR EL CORAZON

Calcular a partir del resultado anterior la potencia desa-
rrollada por el corazén al bombear sangre al circuito
sistémico, teniendo en cuenta el namero de pulsaciones
por minuto de una persona.La potencia se define como el
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trabajo realizado entre el intervalo de tiempo en el que se
ha realizado:
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Suponiendo que las pulsaciones por minuto de una
persona en reposo son 80, obtenemos que:
La potencia que desarrolla el ventriculo izquierdo al bombear
sangre esde 1.2 W.

;_,-80 pulsaciones = 70.4J
pulsacion

P= 70.4L = 1.2g =1.2W
60s S

W =0.88

3. CALCULO DEL GASTO CARDIACO

Se denomina gasto cardiaco (D) al volumen de sangre
expulsado por un ventriculo por minuto. A partir de la
gréfica obtenemos que en cada latido se expulsan 65 mL
de sangre, ya que el volumen maximo es de 100 mL y el
minimo de 35 mL; por lo que:

65mL 80 pulsaciones 5.9 L
minuto " minuto

D= —
pulsacion

4. CALCULO DE LA RESISTENCIA PERIFERICA TOTAL

La resistencia periférica total se define como la resistencia
que ejerce el total de los vasos sanguineos de un organis-
mo al flujo de sangre. Para simplificar su calculo, vamos a
suponer que el corazén bombea la sangre a través de un
circuito cerrado. De esta manera podemos calcular la re-
sistencia al flujo, que se define como el cociente entre la
caida de presién y el caudal.

La caida de presion es la diferencia de presién que hay
entre la sangre que sale del ventriculo y la sangre que
llega a la auricula. En estado de reposo esta diferencia de
presion es de 100 mmHg aproximadamente para un cora-
z6n humano. El caudal (Q) ya lo hemos calculado como
gasto cardiaco, con un valor de 5.2 L/minuto. Lo pasamos
todo al sistema internacional:

AP =100mmHg—3M _ 101325Pa _ 5455 9pa
760mmHg  latm
3 H 3
_ 5..2L m° minuto _866° m”
minuto 1000L  60s S

Una vez calculado el incremento de presién y el caudal
podemos calcular de forma estimada la resistencia perifé-
rica total:

AP 13332.2Pa
R=—=—""5 5
Q 10°m

S

=1.53-108Pams

Si queremos dar el dato segun el criterio usado en medi-
cina debemos usar unidades de resistencia periférica
(URP), en las que la presion viene dada en mmHg, y el
caudal en mL/s:

R_ AP _ 100 mmHg
- Q  5200mL
60s

=1.15URP(mmHg mLs)
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Una puerta abierta contra el VIH

Carlos J. Martos Rodriguez

Resumen— El Virus de Inmunodeficiencia Humano, VIH, es el causante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida o SIDA
—pandemia mundial y de complicado tratamiento—. Durante décadas, cientificos de todo el mundo han tratado sin éxito
aparente erradicar por completo al virus —cura funcional- o de encontrar una vacuna eficiente. Investigadores espafioles,
valiéndose para ello de los componentes del sistema inmune que actlan como caballo de Troya, las células dendriticas, y su
capacidad para presentar antigenos y activar el sistema inmunolégico. Se pretendia asi inducir la respuesta inmune de manera
eficiente presentando un antigeno del propio virus, que previamente se habia usado para infectar este tipo de células —del
propio paciente— aunque inactivados por calor. Otras investigaciones, realizadas en la Universidad de Rockefeller, se
centraban en el uso de combinaciones de anticuerpos neutralizantes con un disefio optimizado para actuar contra el virus y
evitar en la medida de lo posible que la presion evolutiva ejercida sobre el mismo genere mutantes a los que sea imposible

neutralizar.

Palabras Claves— Anticuerpos neutralizantes, Células dendriticas, Cura, SIDA, VIH-1.

1. INTRODUCCION

1 Virus de Inmunodeficiencia Humano, mas conocido

como VIH, es el causante a nivel mundial de una

pandemia de dificil control, especialmente en los pai-
ses subdesarrollados, que hace que las personas infecta-
das terminen desarrollando el Sindrome de Inmunodefi-
ciencia Adquirida o SIDA. Esta enfermedad esta caracte-
rizada por una lenta aparicién, generalmente a los 6 o 7
afios de producirse el primer contacto con el virus, acom-
pafiado de una progresiva disminucién de los linfocitos T
Helper (CD4+) lo que provoca una degeneracion del sis-
tema inmunolodgico de la persona afectada, haciéndola
cada vez mas susceptible a todo tipo de infecciones, sobre
todo las causadas por patdgenos oportunistas, hasta lle-
gado el punto en el que el niimero de linfocitos totales en
sangre es tan bajo que cualquier infeccién causa la muerte
del individuo.

Desde el descubrimiento de la enfermedad y la alerta
provocada alla por la década de los 80, han sido cientos
de miles las personas que han fallecido a causa del SIDA.
El virus logré dispersarse por los cinco continentes desde
el punto del que se cree partid, Africa. Desde entonces
han sido miles de millones de dolares y el esfuerzo de
incontables investigadores los encargados de tratar de
buscar una cura o una vacuna que permitan erradicar esta
enfermedad y, aunque se han conseguido importantes
avances, no han sido suficientes para evitar nuevas infec-
ciones o curar completamente a los afectados. La elevada
tasa de mutacién del VIH sumada a su capacidad para
permanecer en latencia dentro de la célula —escondido del
sistema imune- por largos periodos de tiempo hacen muy
dificil encontrar farmacos que ataquen dianas en el mis-
mo y que permitan la consecucién del fin deseado. Por
ello, hasta el momento muchos de los esfuerzos han ido
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encaminados a ralentizar o, incluso, paralizar el avance
de la enfermedad -en caso de producirse, no siendo
siempre asi-, evitando la disminucién de los linfocitos T
en los pacientes, fundamentalmente gracias a los antirre-
trovirales. La tasa de morbilidad y mortalidad mas eleva-
das asociadas a esta enfermedad se dan, como no puede
ser de otra forma, en los paises subdesarrollados, donde
las condiciones sociosanitarias son peores, a lo que hay
que afiadir la menor capacidad para acceder a un trata-
miento farmacoldgico adecuado.

A pesar de que se mantiene practicamente controlada
la pandemia — especialmente en los paises desarrollados —
y de que los antirretrovirales son cada vez mas accesibles
a los paises del tercer mundo, todavia no se ha consegui-
do encontrar una vacuna plenamente eficaz. Es en este
campo donde trabajan los investigadores espafioles del
Servicio de Enfermedades Infecciosas y Sida del Hospital
Clinico de Barcelona, asi como los de la Universidad de
Rockefeller, cada uno de ellos siguiendo un procedimien-
to diferente pero con un mismo fin: acabar con el VIH.

2. DIFERENTES METODOS, UN MISMO FIN

Los avances en el conocimiento del proceso infectivo
del VIH, asi como de su etapa de latencia y de replicacién,
han permitido reconocer nuevas dianas que permitan el
desarrollo de farmacos para controlar el avance de la en-
fermedad e, incluso, su posible erradicacion. Los cientifi-
cos del Hospital Clinico de Barcelona [1] han centrado sus
investigaciones en una de las primeras etapas de infec-
cion: la entrada del virus en el sistema inmune. Una vez el
virus logra entrar en el cuerpo, son las células dendriticas,
presentadoras de antigeno, las que se van a unir al mismo
sin fagocitarlo, y lo llevaran hasta los linfocitos en los 6r-
ganos linfoides secundarios actuando como un verdadero



caballo de Troya. Alli el virus ya podra infectar a los lin-
focitos T CD4+ y comenzar a expandirse por todo el orga-
nismo [1].

Aprovechando la importancia de las células dendriti-
cas en el proceso infectivo, los investigadores espafioles
han disefiado la que podria ser una vacuna terapéutica
que ha llegado hasta la fase clinica, esto es, ha comenzado
a probarse en pacientes. Las personas sometidas a los test,
que se encontraban siguiendo la terapia antirretroviral
(TAR) demostraron que era posible reducir hasta un ter-
cio la carga viral —en el 95% de los casos-. El método se-
guido fue el siguiente: se recogian estas células presenta-
doras de antigeno del propio enfermo y se contaminaban
con parte del virus que le habia infectado —aunque inacti-
vado por calor-. Estas células se reincorporaban al pa-
ciente, donde migraban a los érganos linfoides secunda-
rios y alli desencadenaban toda la respuesta [1]. Este he-
cho es de vital importancia, ya que consigue alertar al
sistema inmune de la presencia del VIH, de forma que se
evita en cierto modo la capacidad del virus para “ocultar-
se” y no ser atacado. Se vio la efectividad de esta vacuna
terapéutica en combinacion con la TAR en forma de dis-
minucién importante de la carga viral en hasta 12 sema-
nas. Esto supone un progreso maytsculo, ya que permiti-
ria reducir o, incluso, retirar por un tiempo la terapia con
antirretrovirales y recuperarla cuando los niveles de virus
en el organismo volviesen a aumentar, con el consiguien-
te ahorro en farmacos y la mejora de la calidad de vida
del paciente [1].

Por otro lado, los investigadores de la Universidad de
Rockefeller, Klein F et al. [2] se centraron en los anticuer-
pos en si mismos, mas encaminados hacia la sueroterapia.
De esta forma, usaron cOcteles combinados con diferentes
anticuerpos para conseguir efectos sinérgicos entre los
mismos y evitar dos cosas: que el virus se escape por una
respuesta inmune ineficiente y controlar en mayor medi-
da su capacidad de mutar y dejar de ser reconocido por el
organismo.

Este ensayo, a diferencia del anterior, se realizé en ra-
tones humanizados, es decir, variantes cuyo sistema in-
munoldgico se habia adaptado para hacerlo lo mas simi-
lar posible al del ser humano. Hay que resaltar que los
anticuerpos monoclonales empleados, disefiados median-
te técnicas de ingenieria genética, se modificaron para
potenciar su caracter neutralizante [2].

Entre las ventajas de este método con respecto al uso
de antirretrovirales convencionales, se encuentra el hecho
de que neutraliza al virus de manera directa, elimina tan-
to al éste como a las células infectadas o aumenta la vida
media de los anticuerpos empleados [2].

3. CONCLUSIONES

Para que en un futuro nos acerquemos hacia una erra-
dicacién total de las infecciones por VIH sera necesario el
esfuerzo, tanto econémico como humano, por parte de los
organismos pertinentes, principalmente los pertenecien-
tes a los paises desarrollados. La complejidad del virus y
su capacidad de mutacion hacen tremendamente compli-
cado encontrar una cura o una vacuna que lo evite y salve
muchas vidas, especialmente en los paises del tercer
mundo. Sera necesario tener una vision mas global del
problema y combinar diferentes metodologias, a fin de
encontrar el tratamiento que permita, en primer lugar,
reducir al minimo el progreso de la enfermedad y los cos-
tes farmacéuticos, y por ultimo e idealmente, acabar con
ella por completo. Haran falta con toda probabilidad mu-
chos afios aun de lucha incansable que ya dura varias
décadas, pero que con posiblemente no se demorard mu-
chas mas.

REFERENCIAS

[1] Felipe Garcia, Nuria Climent, Alberto C. Guardo, Cristina Gil,
Agathe Leon, Brigitte Autran, Jeffrey D. Lifson, Javier Martinez-
Picado, Judit Dalmau, Bonaventura Clotet, Josep M. Gatell,
Montserrat Plana, Teresa Gallart. “A Dendritic Cell-Based Vac-
cine Elicits T Cell Responses Associated with Control of HIV-1
Replication”, Sci. Transl. Med, Vol. 5, Issue 166, p. 166ra2, Jan
2013, 10.1126/scitranslmed.3004682.

[2] Klein F, Halper-Stromberg A, Horwitz JA, Gruell H, Scheid JF,
Bournazos S, Mouquet H, Spatz LA, Diskin R, Abadir A, Zang
T, Dorner M, Billerbeck E, Labitt RN, Gaebler C, Marcovecchio
PM, Incesu RB, Eisenreich TR, Bieniasz PD, Seaman MS, Bjork-
man PJ, Ravetch JV, Ploss A, Nussenzweig MC. “HIV therapy
by a combination of broadly neutralizing antibodies in human-
ized mice”. Nature, Vol. 492, Issue 7427 p. 118-22, May 2012,
d0i:10.1038/nature11604.

Carlos J. Martos es alumno de cuarto curso
del Grado en Biotecnologia en la Universidad
Pablo de Olavide. Fue estudiante de bachille-
rato en el I.E.S San José, en la provincia de
Sevilla, y se matricul6 de su titulacion actual
en el afio 2009. Curs6 un cuatrimestre aca-
démico en el extranjero, en la universidad
North Central College en Naperville, lllinois,
EEUU en el afio 2011. Esté interesado en la
ciencia en general, las artes y la politica y,
especialmente, en la lectura.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://stm.sciencemag.org/search?author1=Nuria+Climent&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klein%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Halper-Stromberg%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horwitz%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gruell%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Scheid%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bournazos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mouquet%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spatz%20LA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Diskin%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abadir%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dorner%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Billerbeck%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Labitt%20RN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gaebler%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marcovecchio%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marcovecchio%20PM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Incesu%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eisenreich%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bieniasz%20PD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Seaman%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bjorkman%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bjorkman%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ravetch%20JV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ploss%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nussenzweig%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23103874

Virus del SIDA 'y las nuevas tendencias
terapeuticas

Alejandro Aguayo Orozco

Resumen-El virus del sida es una enfermedad aparecida en humanos a causa de la zoonosis que afecta a personas que
hayan sido infectadas con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Este virus provoca la incapacidad del sistema inmune
para enfrentarse a infecciones, asi como a otras patologias, y su desarrollo es debido al descenso del nivel de Linfocitos T
CD4+ por debajo de 200 células por mililitro de sangre. Muchas terapias se han usado a dia de hoy para combatir esta
enfermedad, incluyendo la busqueda en paralelo de posibles vacunas contra la misma. Las terapias mas usadas se han
basado en atacar a las actividades caracteristicas y principales de este virus, como afectar a su integracién en el genoma o su
transcripcion inversa. Sin embargo, las tendencias actuales se dirigen a la inmunizacién por anticuerpos neutralizantes. blabla

Palabras Claves— VIH, Linfocitos T CD4+, Anticuerpo neutralizante, retrovirus, nanotecnologia.

1. INTRODUCCION

1 Virus de la Inmunodeficiencia Humana o VIH se

trata de un microorganismo del género Lentivirus,

debido a que posee un largo periodo de latencia o
incubacién. Este virus ataca al sistema inmunitario, fun-
damentalmente a los linfocitos T CD4+, aunque también
infecta a monocitos/macréfagos, asi como a células den-
driticas entre otras en menor medida. El problema que ha
supuesto el virus del Sida es la complejidad de su ciclo,
ya que este en primer lugar sufre una etapa de latencia
dentro del genoma del huésped para posteriormente vol-
verse activo y comenzar la diseminacion de la infeccion y
la sintomatologia.

El VIH es un retrovirus, lo que indica que su cédigo
genético esta escrito en forma de ARN, por lo que para
poder reproducirse en la célula huésped tendra primero
que traducirse a ADN para poder expresar sus proteinas
y formar nuevos viriones. Las terapias que existen en la
actualidad se han basado princpalmente en tratar de in-
hibir estas actividades caracteristicas del virus, como evi-
tar la transcripcién inversa para que no pueda seguir re-
produciéndose en el organismo y mantenerlo en los nive-
les méas bajos posibles. O por otra parte, atacar a la inte-
grasa, consiguiendo una reduccién en la integracion del
genoma patégeno en el genoma de la célula huésped.
Entre estos farmacos podemos encontrar combinaciones
de ellos que han desmotrado ser efectivas en conjunto,
pero que sin embargo por separado no era efectivos. Uno
de los mas comunes es el AZT que se encarga de inhibir la
transcriptasa inversa impidiendo que el ARN del virus se
copie hacia ADNc. Este se combina con otros farmacos
para dar lugar al TARGA: Terapia AntiRetroviral de Gran
Actividad.

Otra terpia que se estd usando es la inmunizacién pa-
siva o sueroterapia, mediante la introduccién de anti-
cuerpos neutralizantes contra el virus, procedentes del
suero sanguineo de un individuo sano. Pero algunos tra-
bajos demostraron que la presién selesctiva sobre el virus
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por parte de los anticuerpos provocaba un escape del
mismo por apariciéon de variantes en un corto periodo de
tiempo.

2. COMBINACION DE ANTICUERPOS
NEUTRALIZANTES COMO TERAPIA CONTRA VIH

2.1. Uso de anticuerpos neutralizantes individuales
y en combinacion.

El tratamiento para la infeccion de VIH-1 era inefectivo
hasta que llegaron los farmacos antirretrovirales, que
fueron aplicados de forma combinada. A pesar de ello,
el uso diario de esta medicacion, los efectos
secundarios y la resistencia que adquiere el virus a
estos farmacos hace necesaria una continua
basqueda de modalidades terapéuticas
complementarias.

En una investigacién realizada se ha llevado a cabo el
estudio del uso de anticuerpos neutralizantes combinados
para comprobar su efectividad en individuos infectados.
Para examinar los efectos de los anticuerpos neutralizan-
tes en individuos infectados con VIH-1 se trataron ratones
con monoterapias de cinco anticuerpos diferentes. La se-
lecciéon de estos anticuerpos se basé en su potencia y la
capacidad de neutralizacion in vitro, ademas de que cada
uno poseia un epitopo diana diferente. El anticuerpo 45-
46G%W es el mas potente contra el sistio de unién CD4,
PG16 tiene como diana la region del lazo V1/V2, PGT128
por su parte es un anticuerpo anti-V3 dependiente de
glicanos. 10-1074 es una potente variante de otro anti-
cuerpo previamente estudiado, el PGT121. Por dltimo, el
anticuerpo 3BC176 que reconoce un epitopo conforma-
cional no descrito aun.

Durante el experimento se trataron algunos ratones infec-
tados con monoterapias de estos anticuerpos por separa-
do. A la semana del inicio de la terpia, los ratones trata-
dos con PGT128 y 10-1074 mostraron una disminucién
importante de las copias de ARN de VIH-1 por mililitro.



El uso de PG16 y 45-465W provoc6 también disminucién
en la cantidad de ARN del virus, pero en cantidades va-
riables, y no supuso una enorme disminucién. Mientras
que en el caso de 3BC176 no mostré ninguna disminu-
cion.

A pesar, de que en algunos casos se produjera disminu-
cion de la cantidad de ARN del virus del sida, al cabo de
un periodo de dos semanas se comprobé que no existian
diferencias entre los ratones tratados con monoterpia de
los ratones control (infectados pero sin tratamiento). Lo
cual indicé que la monoterapia con estos anticuerpos solo
resulté6 en una disminucién transitoria de la infeccién.
Ademés, en todos los casos, los cuales se estudiaron pos-
teriormente para comprobar cudl fue la causa de esta
reaparicion de la infeccién, mostraron que se debia a la
aparicion de mutaciones recurrentes en el virus.

En experimentos anteriores a este, se estudi6 la posibili-
dad de usar anticuerpos en combinacién para el trata-
miento de infeccién contra el VIH, sin embargo se com-
probo6 en la mayoria de los casos que solo producia efec-
tos limitados en contra de la infeccién. Sin embargo, en
este estudio se pensé que podria ser mas potente el tra-
tamiento combinado con estos anticuerpos debido a su
potencia.

Para que el virus VIH escape de la terapia combinada de
diversos anticuerpos neutralizantes se deben producir
multiples mutaciones simultaneas, lo cual incita a aumen-
tar el niimero de epitopos contra los que se luche, ya que
la probabilidad de que se den las mutaciones necesarias
para escapar al mismo tiempo es limitada.

En este estudio se llevo a cabo la combinacién de los dis-
tintos anticuerpos para comprobar la efectividad de las
mismas. Por una parte se realiz6 un tratamiento con la
combinacién de tres anticuerpos, en este caso PG16, 45-
46G3W y 3BC176; y por otra parte, el tratamiento con la
combinacion de los cinco anticuerpos.

En el caso del tratamiento con la mezcla de tres anticuer-
pos, se observé una disminucion inicial de la infeccién en
los ratones tratados. Sin embargo al cabo de unos dias se
produjo una reaparacién de la enfermedad, hacia unos
niveles de infeccién iguales o parecidos a los que tenfan
los ratones antes del tratamiento (Fig. 1).

Por su parte, el tratamiento con la combinacién de los
cinco anticuerpos, provocé la dimsinucién de la infeccién
al cabo de una semana después del inicio de la terapia.
Sin embargo, en contraste con la monoterapia, o la terapia
con la mezcla de tres anticuerpos, todos los ratones trata-
dos con esta terapia llegaron a los niveles basales de la
infeccion durante el tratamiento.

Esto hizo a los investigadores llegar a la conclusién de
que el tratamiento con una combinacién pentamérica de
anticuerpos neutralizantes, permitfa reducir la carga viral
por debajo de los niveles de deteccién durante méas de 60
dias en los ratones humanizados, que habian sido infec-
tados con VIH-1 (Fig. 2).

Copias por

mililitro

Dias después del tratamiento

Figura 1. Infeccion tras el tratamiento con combina-
cién de tres anticuerpos. En la grafica se observa co-
mo existe un primer periodo en el que no se ha usado
aun el tratamiento, y por lo tanto la infeccién esta al
maximo. Sin embargo, tras el tratamiento disminuye.
Como se trata de la combinacién de tres anticuerpos,
el virus recupera su anterior capacidad de infeccién, y
por lo tanto el nimero de copias de ARN por milili-
tro.

Copias por
mililitro

Dias después del tratamiento

Figura 2. Infeccién tras el tratamiento con combina-
cién de cinco anticuerpos. En este caso como se ob-
serva en la grafica, tras el tratamiento con la combi-
nacién de cinco anticuerpos, se produce una regre-
sién de la infeccién, y por ende una disminucién de
copias de ARN del virus, que se mantiene estable en

el tiempo.
2.2. Uso de nanoparticulas para liberacién
controlada:

Se ha comprobado la ventaja del uso de terapias antirre-
trovirales activas, como se ha sefialado en el apartado
anterior, sin embargo, los efectos secundarios asociados a
un tratamiento prolongado aun contintian, de forma que
una posible solucién seria el uso de sistemas de liberacion
controlada basados en el uso de la nanotecnologfa. Esta
tecnologia basado en sistemas de liberaciéon estan siendo
desarrollados para que se dirigan al virus como diana en
los diferentes compartimentos de los tejidos, permitiendo
asi una mayor eficacia y seguridad, sin provocar efectos
secundarios.



Las potenciales ventajas del uso de la nanomedicina sobre
las terapias convenciaonales para trataer el VIH incluyen
la capacidad de incorporar, encapsular o conjugar una
variedad de farmacos que se dirijan de forma especifica a
las poblaciones de células que estén infectadas, ofreciendo
asi una posibilidad de evitar efectos secundarios debido a
la liberacion controlada y especifica del farmaco.

Los tratamientos actuales contra el VIH exponen al cuer-
po enter a maultiples farmacos en dosis elevadas, lo cual
resulta en numerosos efectos secundarios, que a menudo
limitan las posibilidades terapéuticas. El desarrollo de
vehiculos para la liberacion de farmacos de forma especi-
fica en el tejido o célula en cuestion (célula diana) como
forma de terapia para el sida mejorara la seguridad y la
eficacia de los farmacos anti-VIH reduciendo las dosis
necesarias para el tratamiento, asi como los efectos se-
cundarios que se produzcan.

3. CONCLUSIONES

Las posibilidades existentes hoy en dia en lo que respecta
al tratamiento contra el SIDA, se basan principalmente en
uso de farmacos dirigidos contra las actividades del virus
del VIH. Sin embargo, este tipo de tratamientos lo tinico
que consigue es estabilizar en parte la expansién de la
infeccién, con los consecuentes efectos secundarios pro-
vocados por el continuo tratamiento con estos formacos, y
la necesidad de tomar el tratamiento de por vida.

Como se ha comprobado segtn los recientes estudios la
presiéon con anticuerpos neutralizantes sobre el virus
puede resultar en una terapia mucho mas efectiva, aun
mas cuando se trata de la combinacién de varios anti-
cuerpos neutralizantes, ya que disminuye las posibilida-
des de escape del virus debido a la baja probabilidad de
que se produzcan mutaciones para todos los epitopos
contra los que se dirige el tratamiento.

Pero a pesar de todos estos avances, aun sigue existiendo
el problema de las dosis necesarias para el tratamiento,

que siguen sido demasiado elevadas, provocando enor-
mes efectos secundarios. De forma, que el siguiente paso,
a parte de llevar a la préctica el uso de tratamiento com-
binado de anticuerpo, seria el de realizarlo mediante
vehiculos transportadores, o nanoparticulas, que permiti-
ran la liberacion del farmaco y tratamiento de la enferme-
dad de forma localizada, evitando los efectos secundarios,
asi como permitird usar dosis mas bajas que a parte de
abaratar costes, aumenta la calidad de vida del paciente.
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Ceélulas NK: tolerancia y enfermedades
autoinmunes

Marta Martin Sanchez

Resumen— Las células natural killer (NK) son unos componentes del sistema inmune innato cuya principal funcién es la de
eliminar células infectadas o tumorales. Sim embargo, también tienen la capacidad de regular la funcién de otras células del
sistema inmune mediante la secrecién de citoquinas y quimioquinas para activar las defensas. El efecto de las células NK debe
estar bajo una regulacién muy fina para evitar la aparicién de enfermedades autoinmunes mediante pérdida de la tolerancia.

Palabras Claves— Autoinmunidad, Células NK, KIR, MHC, Tolerancia.

1. INTRODUCCION

La funcién de las células NK se define gracias a la inte-
gracion de sefiales que llegan a sus receptores de ac-

tivacién o inhibicién y, dependiendo del tipo de sefia-
les que reciban, regularan las respuestas del sistema in-
mune adaptativo mediante la secrecion de citoquinas o
contacto célula-a-célula [1].

La regulacion de la respuesta de las células NK es
esencial para evitar fenémenos de autoinmunidad, debi-
do a la estrecha relacion de este tipo de células con el re-
conocimiento de células normales y mecanismos de tole-
rancia [1].

Los receptores que predominan en las células NK son
los receptores KIRs (killer-cell immunoglobulin (Ig)-like).
Estos receptores tienen como ligando las moléculas de
MHC de clase I de las superficies de las células del orga-
nismo, de modo que pueden reconocer células normales y
ejercen un importante efecto en la tolerancia. Cuando las
células, debido a ciertas enfermedades como infecciones
virales o tumores, pierden la capacidad de mostrar sus
MHC de clase I, seran atacadas por las células NK [1], [2].

2. CELULAS NK EN LA TOLERANCIA INMUNE

Tal y como se ha referido antes, las células NK son capa-
ces de atacar a las células del organismo que han sido
infectadas y producir su citolisis mediante la secrecion de
determinadas sustancias como perforinas. Este mecanis-
mo debe ser altamente regulado para evitar la muerte de
células normales del organismo y la aparicion de enfer-
medades autoinmunes.

La relacién entre la tolerancia hacia el propio organis-
mo y la funcién de las células NK se ha demostrado, entre
otras formas, al observar que éste tipo de células se acu-
mulan en 6rganos tolerantes como el higado, los pulmo-
nes, el intestino o el atero [1].

En el caso del higado, se encuentra una gran cantidad
de células relacionadas con el sistema inmune innato co-
mo macréfagos, linfocitos T y células NK. Estas dltimas
pueden llegar a ocupar el 30-50% del total de linfocitos en
el higado. Esto se debe a que al higado llega la sangre de
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la vena porta, que contiene productos de la digestién jun-
to a los cuales pueden viajar ciertos antigenos proceden-
tes de organismos patégenos.

2.1. Educacion de las células NK

Ademés del efecto litico de las células NK en células in-
fectadas o tumorales, existen otros mecanismos que son
necesarios para que las células NK ejerzan su actividad.
Uno de estos mecanismos es conocido como la educaciéon
de las células NK. Este sistema va a permitir que las célu-
las NK adquieran tolerancia hacia lo propio y por tanto,
que no ataquen a las células del organismo.

Este mecanismo se lleva a cabo gracias al reconoci-
miento de los MHC de clase 1, es decir, sélo las células
NK que sean capaces de reconocer de forma especifica a
los MHC de clase I del organismo gracias a los receptores
de inhibicién KIR van a poder madurar y adquirir la ca-
pacidad de lisar células anémalas. De esta forma, los lin-
focitos NK que no tengan receptores para algin MHC
propio no van a madurar y, por tanto, serdn tolerantes
hacia las células propias. Este sistema de aprendizaje se
basa en la integracién de sefiales con distinta fuerza, y por
ello debe ser altamente regulado.

Ciertas enfermedades como infecciones o tumores son
capaces de desestabilizar el mecanismo de tolerancia de
las células NK, lo que conlleva la apariciéon de enferme-
dades autoinmunes [1].

2.2. Subconjuntos de células NK

La definicién de células NK se basa en su funcién de lisis
de células anormales y la produccién de interferén y sin
activacion previa. Sin embargo, debido a lo descrito ante-
riormente, se sabe que estas células son capaces de regu-
lar a otras células del sistema inmune (tanto innato como
adaptativo) mediante la secreciéon de sefiales como cito-
quinas. Por ejemplo, las células NK son capaces de pro-
mover la maduracién de las células dendriticas, potenciar
la funcién de linfocitos T ayudantes y diferenciarlos hacia
Th1. De igual forma, son capaces de matar macréfags so-
breestimulados, linfocitos T autorreactivos o células den-
driticas inmaduras [1].



Debido a la heterogeneidad de las células NK, éstas
pueden subdividirse en distintos conjuntos dependiendo
de su patrén de secrecién de citoquinas (como en el caso
de los linfocitos T) o por sus marcadores de superficie.
Estos subconjuntos de células NK se han encontrado en
distintas zonas del organismo, de lo que se deriva que el
microambiente al que estan expuestas las células, es decir,
la red de sefiales que reciben, son esenciales para la dife-
renciacion de estos conjuntos.

Por ejemplo, entre los distintos conjuntos se pueden
encontrar CD564mCD16* en la sangre periférica, que se
caracterizan por una alta expresién de perforina y recep-
tores de membrana y una casi nula produccién de cito-
quinas. Este subconjunto es capaz de ejercer una gran
accion citotoxica frente a células cancerigenas o infectadas
por virus. Otro subconjunto es CD56MishtCD167, que se
encuentran en 6rganos linfoides secundarios. Estos se
caracterizan por una alta produccién de las quimioquinas
CD62L y CCR7 y un bajo efecto citotéxico. Por ello, este
subconjunto se encarga de la regulacién de otras células
del sistema inmune.

De igual forma que los linfocitos T ayudantes, las célu-
las NK pueden dividirse en dos grandes grupos segtun su
patrén de secrecion de citoquinas: NK1 y NK2. Las célu-
las NK1 producen sobre todo IFN-y, y las NK2 producen
L4, IL-5 e IL-13 [1].

3. MAL FUNCIONAMIENTO DE LOS RECEPTORES DE
CELULAS NK Y AUTOINMUNIDAD

Como es légico, el reconocimiento entre receptor y ligan-
do debe ser especifico y estar altamente regulado, de for-
ma que un fallo en este proceso puede conllevar la apari-
cion de determinadas enfermedades. En el caso de las
células NK, se producirian enfermedades autoinmunes.

Una de las familias de receptores mas importantes pa-
ra la correcta funcién de las células NK es la familia de
moléculas de sefializacion de activacién linfocitica o
SLAM, cuyos ligandos son las proteinas asociadas a
SLAM, o SAP. Estas moléculas se unen con alta afinidad a
sus receptores y permiten la transduccién de sefiales. Las
SAP son capaces de estimular la activacién de las células
NK, de forma que tienen un papel esencial en la regula-
cion de estas células.

Fallos en la funcién de los receptores SLAM o de sus
ligandos pueden conducir a la generacion de respuestas
autoinmunes. Por ejemplo, en pacientes con la enferme-
dad de Crohn se ha encontrado un aumento de la expre-
sion de receptores SLAM en monocitos y macréfagos, lo
que conduce a una inflamacién del intestino [1].

4. FUNCION DE LAS CELULAS NK EN
ENFERMEDADES AUTOINMUNES

Debido a su papel regulador, las células NK pueden ejer-
cer un papel protector en el caso de que el organismo pa-
dezca una enfermedad autoinmune. De esta forma, es
capaz de controlar el sistema inmune mediante la inhibi-
cién de la proliferacion y activacion de linfocitos T auto-

rreactivos y de macréfagos, o la eliminacién de células
dendriticas inmaduras. Las células NK2 secretan dos ti-
pos especificos de citoquinas, como son las IL-5 e IL-13,
que ejercen una funcién inhibidora sobre los linfoticos T
autorreactivos, impidiendo el ataque hacia células sanas
del organismo. Es por ello que una deficiencia de células
NK o un descenso de su actividad provoca un aumento
de linfocitos T autorreactivos activados, incrementa la
cantidad de macrofagos activos y produce la activacion
de CTL (linfocitos T citotéxicos). Todas estas células pro-
ducirdn una gran cantidad de citoquinas inflamatorias
como IFN-y, TNF-a o IL-6 que producen dafios en los
tejidos [1].

La principal funcién de las células NK en cuanto a las
enfermedades autoinmunes es la regulacién de los linfoci-
tos T autorreactivos. Dependiendo de cuél sea su método
de accién, pueden promover su activacion o inhibirla. En
el caso de promoverla, esto se puede hacer de distintas
maneras: (1) maduracién de células dendriticas, (2) po-
tenciacién de la funcién de células T ayudantes y su dife-
renciacion a células Thl, (3) activacién directa de linfoci-
tos T autorreactivos mediante la presentacion de antige-
nos por células NK, (4) activaciéon de linfocitos T citotoxi-
cos, (5) aumento de la produccién de anticuerpos en lin-
focitos B y (6) interaccién con macréfagos o monocitos en
focos de inflamacién para su activacién y amplificacion
de la respuesta inflamatoria.

Ademés, las células NK son capaces de proteger direc-
tamente al organismo mediante la eliminacién de células
o su inhibicién: (1) las células NK pueden lisar a células
dendriticas y linfocitos T directamente o mediante la in-
duccién de la apoptosis, (2) NK2 secreta citoquinas I1-5 e
IL-13 que inhiben la funcién de linfocitos T autorreacti-
vos, (3) suprimen la respuesta de linfocitos T mediante la
produccién de inmunosupresores como TGF-f o IL-10, (4)
inhiben la proliferacién de los linfocitos T mediante la
sobreexpresion del inhibidor de ciclo celular p21, que
para el ciclo celular en GO/G1, (5) regulacién de células T
mediante reguladores especificos como NKT o linfocitos
T reguladores [1].

5. CONCLUSIONES

Las células NK tienen un papel central en el manteni-
miento de la homeostasis del sistema inmune y en la res-
puesta autoinmune. Debido a los distintos ambientes que
se encuentran en el organismo, existen distintos subcon-
juntos de células NK que tienen funciones especificas en
distintas células inmunes. Un mayor conocimiento de los
mecanismos de accién de éstas células NK y su diferen-
ciaciéon en diferentes subgrupos pueden permitir disefiar
nuevos farmacos especificos para ciertas poblaciones des-
reguladas que provoquen enfermedades autoinmunes.
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Anticuerpos que traen recuerdos

Lourdes Gonzalez Bermudez

Resumen— EIl Alzheimer es la enfermedad neurodegenerativa mas comun en nuestros dias. Una de los principales
mecanismos moleculares asociados a esta patologia es la acumulacién de péptidos B-amiloides. Actualmente no existe una
cura total pero durante la pasada década, estrategias basadas en la inmunoterapia han ido surgiendo con unos resultados muy
esperanzadores. En la actualidad, la mayoria de dichas investigaciones buscan desarrollar anticuerpos manipulados que sean
capaces de disminuir los efectos secundarios de las terapias clasicas basadas en el uso de anticuerpos ademas de reducir la

pérdida de memoria en pacientes con Alzheimer.

Palabras Claves—Alzheimer, inmunoterapia pasiva, anticuerpos modificados, péptidos B-amiloides .

1. INTRODUCCION

El Alzheimer es una enfermedad neurodegenerativa
muy frecuente en la actualidad. Se trata de una patologia
que cursa con pérdida de memoria y deficiencia en las
funciones cognitivas. Los mecanismos moleculares intrin-
secos que afectan de manera perjudicial al tejido cerebral
abarcan tanto, la acumulacién de proteina TAU fosforila-
da que forma una serie de haces fibrilares, como la gene-
racion de placas compuestas por el péptido P-amiloide.
Este péptido deriva de un incorrecto procesamiento de
una proteina de membrana denominada proteina precur-
sora amiloide (APP). La hidrélisis de la misma llevada a
cabo por la dos proteasas conjuntamente y en sitios espe-
cificos conlleva la formacién de péptido B-amiloide. Una
vez que se ha generado este péptido en elevadas concen-
traciones, se produce su posterior agregacion y precipita-
cién lo que acaba causando dafios irreversibles en el teji-
do neuronal. [1]

La enfermedad actualmente no tiene cura, sin embargo,
la inmunoterapia se esta alzando como un posible trata-
miento futuro. La primera prueba que sehalaba a los anti-
cuerpos como agentes potencialmente terapéuticos, se
observé cuando al dirigirlos contra los aminoacidos de las
regiones N-terminal del péptido B-amiloide, la formacion
de los fibrillas amiloides se inhibian o se disgregaban las
previamente formadas.
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A continuacién, los investigadores llevaron a cabo dife-
rentes experimentos con la intenciéon de comprobar si
reamente, los prometedores resultados anteriores (obte-
nidos in-vitro) se podian extrapolar a organismos (in vi-
vo). Para lo cual se realizaron dos aproximaciones dife-
rentes [2]:

a. Inmunizacién activa: se introducen fibrillas de
amiloide-p en el organismo que prevenian la formacién
de placas amiloides en el cerebro de ratones transgénicos
que sobreexpresaban APP. Ademads el uso de este tipo de
“vacuna” eliminaba las lesiones preformadas en ratones
ancianos.

b. Inmunizacién pasiva: se genera proteccion a cor-
to plazo mediante la generaciéon de una respuesta inmune
gracias al uso de anticuerpos frente al antigeno en cues-
tion. En el caso del Alzheimer se inyectaron anticuerpos
anti péptidos [-amiloide directamente en el cerebro. Co-
mo resultado, se produjo una rdpida disociacion de los
depositos de B-amiloide, lo que supone una mejora de las
funciones cognitivas.

Sin embargo, a pesar de que ya existen anticuerpos mo-
noclonales en fase de comercializacién (bapineuzumab o
solenazumab), el principal problema a la hora de tratar el
Alzheimer mediante los mismos, reside en la dificultad
que tienen para atravesar la barrera hematoencefalica
(sangre-cerebro). Esto incluye tanto el transporte de mo-
léculas terapéuticas hasta el cerebro como la eliminacién



de los complejos antigeno-anticuerpo desde el cerebro
hasta la sangre.

Es inevitable preguntarse, si es posible idear alguna
formar de sortear esta barrera que nos impide tener un
éxito absoluto en terapias que a priori presentan tantas
posibilidades. Muchos grupos de investigaciéon se han
hecho esta misma pregunta y han sido capaces de disehar
distintos métodos muy interesantes que nos animan a
seguir teniendo esperanzas en este tipo de tratamiento. A
lo largo del articulo mostraremos algunos ejemplos que
nos van a servir para ponernos al dia de los dltimos avan-
ces en esta drea de la inmunologia. .

2. MECANISMO DE ACTUACION DE LOS
ANTICUERPOS ANTI B-AMILOIDE

2.1. Efecto directo

La disolucién o neutralizacién de los oligémeros de B-
amiloide es consecuencia directa de la unién de los anti-
cuerpos a los mismos. Los anticuerpos que acttian de esta
forma son aquellos que se unen a la region N-terminal del
péptido B-amiloide. [3]

2.2. Efecto indirecto

Los anticuerpos no acttian directamente en la disgrega-
cién de las fibrillas sino que promueven su destrucciéon
mediante la activacion del sistema inmune, una vez uni-
dos a los péptidos  amiloide. [3]

2.3. Efecto periférico

Los anticuerpos secuestran a los péptidos P-amiloides
circulantes y cambian el equilibrio entre la concentracion
sanguinea y la neuronal, incrementando la salida de pép-
tidos B-amiloide desde el cerebro al plasma. [3]

3. ANTICUERPOS MODIFICADOS PARA EL
TRATAMIENTO DEL ALZHEIMER.

3.1. Anticuerpos de cadena sencilla, fragmentos de
unién al antigeno (Fabs) y dominios variables.

Los anticuerpos de cadena sencilla son los méds comunes
en la inmunoterapia. Provienen de la fusién de las regio-
nes variables de las cadenas pesada y ligera de las inmu-
noglobinas a las que se le afiade un péptido conector que
las mantiene unidas.

Los Fabs presentan un menor tamafio que los anteriores.
No sobrepasan los 50kDa, son faciles de obtener y mds
estables que los anticuerpos de cadena sencilla.

Finalmente, los dominios variables (dominios V) son re-
giones de anticuerpos tinicos que derivan de la cadena
pesada o de la cadena ligera varible. Son los mas peque-
fios (en torno a 11 kDa) y los menos efectivos a la hora
conseguir la disociacion de las placas seniles. [3]

3.2. Anticuerpos biespecificos.

Un método elegante e interesante que permite a los an-
ticuerpos evitar las limitaciones impuestas por la barrera
hematoencefalica es el conocido como “caballo de troya”.

El enfoque del “caballo de troya” se basa en la ingenie-
ria de proteinas. Se trata de modificar los anticuerpos,
mediante distintas fusiones y alteraciones durante el di-
sefio de los mismos. En general el protocolo es el siguien-
te. Se fusionan anticuerpos monoclonales especificos de
transportadores endégenos de la barrera hematoencefali-
ca, junto al anticuerpo contra la proteina de interés. Un
ejemplo de un mecanismo tipico de un caballo de Troya
aparece en la figura 1. Para el caso del Alzheimer se suele
usar anticuerpos monoclonales especificos para la transfe-
rrina, un transportar de la barrera. Este protocolo permite
el paso del anticuerpo y su liberacién dentro del cerebro,
mediante una posterior reduccion de la afinidad entre el
anticuerpo y los receptores de transferrina.

Los anticuerpos asi disefiados son conocidos como anti-
cuerpos biespecificos que se pueden definir como anti-
cuerpos quiméricos capaces de reconocer dos antigenos
distintos. [4]

Fig. 1. Estrategia tipica de un “caballo de Troya”

3.3. Intracuerpos.

Los intracuerpos hacen referencia a aquellos fragmentos
de anticuerpo que se expresan en el interior de la célula y
acttian contra alguna molécula intracelular. En el desaro-
llo de nuevas terapias contra el Alzheimer, se han usado
intracuerpos que se unen al sitio de corte de la B-
secretasa impidiendo que la hidrélisis del APP sea por ese
lugar concreto y produciéndose en otras regiones inocuas
gracias, por ejemplo, a la a-secretasa.

4. INGENIERIA DE ANTICUERPOS

Ahora que ya conocemos algunos de los anticuerpos
modificados que acttan disgregando los depdsitos de [3-
amiloide, podemos profundiar en la forma en la que estos
se producen a escala de laboratorio para su posterior es-
calado industrial.

Una de las técnicas mas usadas para la obtencion de este
tipo de anticuerpos es la conocida como despliegue de fa-
gos. Consiste en la produccion de fragmentos de proteinas
en bacteriéfagos filamentosos para la elaboracion de anti-
cuerpos de cadena variable sencilla. Para ello se clona el
fragmento de interés fusionado con una proteina de cap-
side expuesta en la superficie del virién. De tal forma que
al producirse nuevas particulas virales, estas presenten en
su superficie el fragmento de la proteina que se cloné. Al
clonar los fagos, cada secuencia va a presentar ligeras
diferencias generadas al azar. Por lo tanto, se obtendra
una poblacién de fagos de manera que cada uno despliega



una proteina diferente en su capside. Esta poblacién se
puede seleccionar por su unién a un antigeno especifico y
asi obtener los fagos que expresan las moléculas con ma-
yor afinidad a la molécula blanco. Estos fagos se recupe-
ran y se multiplican para obtener cantidades ttiles de
virus que se adhieren a un sustrato especifico. El sustrato
especifico en el caso del Alzheimer podra ser tanto el epi-
topo lineal como el oligomero de p-amiloide. En la figura
2 podemos apreciar un esquema explicativo de esta técni-
ca.

Otra técnica usada, en este caso para la generaciéon de
anticuerpos Fab, es el uso de hibridomas. Una vez que los
anticuerpos monoclonales obtenidos a partir de lineas
celulares de hibridomas pueden ser convertidos en frag-
mentos de anticuerpo.

Finalmente cabe mencionar que otra alternativa para
generar anticuerpos de dominio tinico. Se trata de la pro-
duccién anticuerpos recombinante mediante el uso de
aniamles (en concreto de llamas). Las llamas son inmuni-
zadas con el antigeno de interés. Se extrae la muestra de
sangre periférica. En el plasma tendremos anticuerpos
contra el antigeno. Podemos obtener a partir de ellos el
cDNA, el cual es amplificado por RT-PCR y clonado en
vector de fagos para el posterior despligue de fagos, que
hemos explicado anteriormente. [3]

Fig. 2. Técnica del despligue de fagos.

5. CONCLUSIONES

La década pasada ha visto un progreso importante en la
inmunoterapia contra el Alzheimer. Este desarrollo ha
sido paralelo al de la biotecnologia con fines terapéuticos.
Como hemos explicado, el uso de organismos modifica-
dos genéticamente o el uso de ingenierfa genética estd
implicito en todas las formas de tratar el Alzheimer desde
la inmunologia. Para poder llevarlas al mercado quedan
aun significativos detalles que mejorar (el paso de la ba-
rrera hematoencefélica o la reduccion de efectos secunda-
rios). Para resolverlos, la biotecnologfa tendra un impor-
tante papel: la puesta apunto de rAVV sistems (vectores
virales basados en adenovirus). Parece claro que todas las
investigaciones futuras basadas en terapias inmunoldgi-
cas que buscan paliar la enfermedad de Alzheimer se di-
rigen hacia el uso de estos sistemas virales. [5]
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La isomeria del organismo

Alberto de la Iglesia Rodriguez

Resumen—En el siguiente articulo se hablara de casos concretos de isomeria en el cuerpo humano, viendo distintas
funciones y propiedades, y también sobre cdmo se pueden usar los isdmeros en ambitos de investigacion y profesionales.

Palabras Claves—Enantiémeros, Isomeria, Mezcla racémica, Organismo, Vision.

1. INTRODUCCION

magina una situacion en la que, tras despertarnos por

la mafiana, nos damos cuenta de que todo esta al revés.

Tus manos izquierda y derecha se intercambian, los
libros empiezan por el dltimo capitulo y terminan por el
primero, las aspas de tu batidora giran en sentido contra-
rio, incluso el portero de tu bloque te guifia el ojo derecho
en lugar del izquierdo al salir. ;Qué pensariamos? ;Seria
todo tan raro como parece? Bajo el punto de vista de
nuestro dia a dia todo pareceria muy extrafio, pero en este
articulo se demostrard que no son tan raros este tipo de
cambios a nivel molecular. Hablamos de los estereois6-
meros.

Se define como estereoisémeros a las moléculas con la
misma composicién quimica pero distinta distribucién
espacial. A continuacién, se comentardn algunos casos
concretos de estereoisomeria que se dan en el ser hu-
mano, mostrando distintas funciones y utilidades de estos
compuestos.

2. ESPECIFICIDAD ENZIMATICA

Una de las propiedades mas importantes de los isémeros
es la capacidad que tienen para reaccionar especificamen-
te con ciertas moléculas, como es el caso de las enzimas.
Para explicar la especificidad enzimatica se usara como
ejemplo la fermentacion lactica.

El 4cido lactico existe como dos estereoisémeros (o enan-
tiémeros), es decir, presenta isémeros dextrégiros y levo-
giros. El acido lactico se produce en la fermentacion lacti-
ca en varios 6rganos del organismo. En las células que
realizan la fermentacion (musculares cardiacas, renales,
pulmonares, hepaticas, etc) se produce la reduccién del
acido pirtavico mediante NADH, reaccién catalizada por
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH), para obtener
acido (S)-lactico. Los sitios de unién enzima-sustrato se
muestran en la Figura 1. El NADH ataca la cara Re del
grupo carboxilo del piruvato, por lo que solamente se
produce el (S)-Lactato en la reaccién, y no su forma R. En
la reaccién inversa, y debido a esta especificidad sustrato-
enzima, la enzima lactato deshidrogenasa es especifica
solo para los sustratos de (S)-Lactato, ya que el (R)-
Lactato, si se coloca en el centro activo de la enzima, ten-
dria un -CHjs en lugar de un -CH expuesto al NAD*, que

Figura 1. Reduccion del piruvato en presencia de NADH. Se
muestra la enzima LDH.

no puede ser oxidado [1].

3. ISOMERIA EN EL PROCESO DE VISION

La isomeria cis-trans juega un papel clave en el proceso
de vision [2]. El B-caroteno es un pigmento de color ama-
rillo anaranjado, precursor biolégico de la vitamina A.
Esta vitamina A se convierte en una sustancia clave en el
proceso de vision, el cis-retinal, como se muestra en la
Figura 2(a).

Las células bastoncillos de la retina tienen un pigmento
rojo llamado rodopsina, compuesto por el 11-cis-retinal
combinado con el centro activo de la proteina opsina.
Cuando la rodopsina absorbe luz visible, el complejo cis-
retinal se convierte en el isémero trans. Este evento ocurre
mediante una serie de transformaciones fotoquimicas de
la rodopsina que conllevan a la aparicién de diversos fo-
tointermediarios. El complejo formado por trans-retinal y
opsina se llama metarrodopsina II, y es menos estable que
el anterior complejo, por lo que se disocia rapidamente en
trans-retinal y opsina. Este cambio en la geometria desen-
cadena una respuesta nerviosa de las células de los bas-
toncillos que es transmitida al cerebro, lo que percibimos
como visién. La enzima retinal isomerasa, en presencia de
luz, es la que permite que el proceso de visién sea un ciclo
continuo, convirtiendo el trans-retinal en el isémero ini-
cial 11-cis. El Ca?* es mediador en la adaptacién de las
células a los distintos niveles de luz. El ciclo de vision se
puede ver en la Figura 2(b).



Figura 2. Se muestra la transformacion del retinol a 11-
cis-retinal (a) y un esquema del proceso de visién (b).

4. PERMEABILIDAD MITOCONDRIAL

En la mitocondria, la isomeria juega un importante papel
en la permeabilidad de la membrana. En la membrana
mitocondrial, los transportadores que contienen los ami-
nodcidos prolina y cisteina, como los ANT (adenine nu-
cleotide translocase), son dianas de las ciclofilinas D
(CyP-D, una peptidil-prolil cis-trans isomerasa) y los re-
guladores o componentes del poro de transicién de la
permeabilidad (PTP) mitocondrial. Estas isomerasas ac-
tdan transformando la prolina de conformacion trans a cis
en los transportadores de membrana, induciendo un
cambio en la conformacién de ANT por el Ca?" y hacien-
do que se abra el poro de transicion de la permeabilidad
mitocondrial. De este modo, Ca?* induce el cambio de
conformacién, aparentemente asociado con la apertura
del PTP, pero requiere de la actividad de la peptidyl-
prolyl cis-trans isomerasa para ello [3].

5. APLICACIONES DE LOS ISOMEROS POR PARTE
DEL SER HUMANO

Conocer el funcionamiento y las caracteristicas de los es-
tereoisémeros permite a las personas utilizar actualmente
esta isomeria en su provecho.

5.1.Datacidon de muestras orgénicas

Los aminoacidos son sustancias que también presentan
estereoisomeria. Los aminoécidos esenciales y no esencia-
les pueden existir tanto en forma D como en forma L,
aunque los esenciales son mds activos en su forma L al
tener mayor capacidad de absorcién en el intestino que
las formas D, y mas numerosos debido a la especificidad
estereoquimica de las enzimas que utilizan sélo los enan-
tiémeros L para formar proteinas.

Esta isomeria D y L es una caracteristica de los aminoaci-
dos muy util para la dataciéon de muestras organicas. El

proceso es un método de datacion quimica llamado race-
mizacién de aminoécidos y se basa en que, aunque los
isémeros L van a estar presentes de forma constante du-
rante la vida del individuo, al morir se va a producir una
reaccion de inversién de la configuracién que sera pro-
gresiva, haciendo que poco a poco se vayan a acumular
isémeros en forma D. Como tienen propiedades dpticas
diferentes, la mezcla presenta una actividad 6ptica que va
a ir tendiendo a cero asi como vaya aumentando la con-
centracion del isémero D hasta llegar a una proporcién
50:50. Una vez se pasa esta proporcién entre los isdmeros,
la actividad 6ptica aumentard, estando ahora regida por
las caracteristicas 6pticas del isémero D. El proceso es
espontdneo a temperaturas inferiores a 40°C. Este dato es
utilizado para medir el tiempo de vida medio que ha tar-
dado en aparecer la concentraciéon de D-aminoécidos, lo
que se corresponde con la edad del ser vivo que ha falle-
cido. Esto puede usarse tanto en ambitos de las ciencias
forenses como en la paleontologia, ya que se pueden da-
tar muestras organicas hasta el Paleolitico Medio. Este
dato depende de factores como el aminoacido concreto, la
temperatura de reaccién, el grado de humedad, etc. En
mamiferos, especialmente en el hombre, el enantiémero
D-Asp va acumulandose a lo largo de la vida en el esmal-
te y la dentina, por lo que en individuos ancianos hay
cantidades significativas de D-Asp. Asi, la racemizacion
de Asp en el esmalte y la dentina sirve para medir la edad
de los seres humanos. El acido aspartico es el dnico ami-
noécido que tiende a la racemizacién en vida del orga-
nismo, y se han encontrado otras zonas donde se da esta
racemizacién, como en el cristalino, el cerebro y los discos
intervertebrales.

5.2. Deteccion de enfermedades. Alzheimer

Se ha estado investigando sobre la utilizacion de técnicas
de deteccién de esteresoisémeros en diversas enfermeda-
des, como es el caso del Alzheimer.

La isomerizacion cis-trans de proteinas fosforiladas por
kinasas es un ejemplo de esta técnica. En el Alzheimer, se
ha detectado que la proteina tau esta relacionada con la
acumulacién de la proteina beta amiloide, provocando la
acumulacién de sustancias transportadas por los axones.
La proteina fosforilada tau (p-tau), en su configuracion
cis, aparece temprano en los cerebros con deterioro cogni-
tivo leve, sobre todo acumuldndose en neuronas degene-
radas. Este isomero cis, a diferencia del trans, no puede
promover el ensamblaje de los microttbulos, es mas resis-
tente a la desfosforilacién y degradacién y mas propenso
a formar agregados, como se observa en la Figura 3. Me-
diante una deteccién (ya sea mediante anticuerpos o con
una técnica distinta), se podra identificar la presencia o no
de isémeros cis en las neuronas del paciente, haciendo un
diagnoéstico a tiempo de esta enfermedad. La proteina
Pin1 es la encargada de convertir los isdmeros cis a trans,
previniendo la patologia de tau en Alzheimer [4].



Figura 3. Isébmeros cis-trans de p-tau y sus propieda-
des.

6. CONCLUSIONES

Como se ha visto a lo largo del articulo, las moléculas
isoméricas participan en muchos procesos fundamentales
para el organismo. Hay distintos casos en los que una
molécula, tras una reaccién, da dos isémeros con propie-
dades opuestas, algunos incluso con propiedades perju-
diciales para el ser humano. Aunque la estereoisomeria
parezca a simple vista un concepto simple, necesita de
mucho estudio y trabajo por parte de los investigadores a
la hora de sacar conclusiones en relacién a sus consecuen-
cias en cada caso concreto. Todo esto, y muchos conceptos

mas que no estan plasmados en este articulo, hay que
tenerlo en cuenta a la hora de, por ejemplo, disenar fér-
macos, ya que debemos fijarnos en si el receptor diana del
farmaco es especifico para una conformacién especifica
de la molécula en cuestion, para que asi el farmaco sea
adecuado. Ademas, hay factores externos que pueden
provocar cambios en la estereoisomeria de las moléculas
y desencadenando acciones prejudiciales para el orga-
nismo.
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¢, Qué sabes sobre el Lupus Eritematoso
Sistémico?

Julia Jiménez Lépez

Resumen— El lupus eritematoso sistémico es una enfermedad autoinmune para la cual ain no existe cura. Durante afios se
han utilizado glucocorticoides y otros farmacos con efectos inmunosupresores para tratarla. Sin embargo, sus numerosos
efectos secundarios hacen necesaria una busqueda de nuevas terapias que permitan aumentar, no solo la tasa de
supervivencia, sino la calidad de vida de los pacientes de lupus. El tratamiento con el anticuerpo Rituximab, dirigido contra el
marcador CD20 presente en los linfocitos B maduros, ha tenido efectos beneficiosos en algunas enfermedades autoinmunes,
pero los ensayos en pacientes con lupus no han tenido resultados muy satisfactorios. Sin embargo, el Ultimo gran
descubrimiento, que parece ser muy prometedor, es el farmaco Belimumab, un anticuerpo dirigido contra la citoquina BAFF,
factor activador de los linfocitos B. Este farmaco ha sido aprobado en 2011 por la FDA, siendo el primero aceptado en 50 afios
para tratar el lupus eritematoso sistémico. El Belimumab esta especialmente dirigido para tratar a enfermos incapaces de
responder a los tratamientos convencionales, aunque también se esta aplicando en combinacién con otros farmacos
inmunosupresores para reducir los efectos secundarios de éstos. Ademas, existen otras terapias en estudio utilizando como
diana otras citoquinas, como interleucina 6 o TNF, cuyos ensayos clinicos estan en fase | y Il, respectivamente. Estas nuevas
terapias podrian significar un antes y un después para los enfermos con lupus, mejorando su calidad y esperanza de vida.

Palabras Claves— Autoinmune, Belimumab, Glucocorticoides, Lupus, Mujeres.



1. INTRODUCCION

1 lupus eritematoso sistémico es una enfermedad au-

toinmune caracterizada por la sintesis masiva de an-
ticuerpos contra antigenos propios (ADN, histonas, eri-
trocitos, ribosomas y plaquetas, entre otros). Los anti-
cuerpos reconocen y se unen a estos antigenos, formando
complejos que se depositan en distintas partes del orga-
nismo. La gran acumulacién de estos complejos en de-
terminadas zonas, como en los vasos sanguineos, rifiones
o pulmones, origina dafios tisulares [1].
Esta enfermedad aparece en 7 de cada 100.000 individuos
al afio, y suele iniciarse entre los 17 y los 35 afios de edad.
Ademas, curiosamente, es 9 veces mas frecuente en muje-
res que en hombres [2]. Aunque la causa de esta diferen-
cia atin no estd muy clara, los estudios realizados al res-
pecto parecen apoyar la hipotesis de que el estradiol,
hormona sexual femenina, incrementa la expresion de la
enzima calcineurina. Esta ultima puede alterar la regula-
cion de citoquinas implicadas en la comunicacién entre
los linfocitos T y B, necesaria para la produccién de los
anticuerpos [3].
El lupus eritematoso sistémico se desarrolla con diferente
sintomatologia en funcién del individuo, pero las mani-
festaciones mads frecuentes son inflamacién y dolor de
articulaciones y musculos (que puede desembocar en ar-
tritis), eccemas en la piel y dafios tisulares en pulmones,
corazon y rifiones [2] (fig. 1).
Hasta hace unas dos décadas, el conocimiento que se te-
nia sobre esta enfermedad era muy escaso, lo que impedia
el desarrollo de farmacos adecuados para su tratamiento.
Fue entonces cuando Wakeland y otros cientificos realiza-
ron estudios para conocer mejor el desarrollo del lupus,
utilizando como modelo ratones afectados con esta en-
fermedad. Esta investigacion permitio discernir tres even-
tos durante su desarrollo [1]:
Pérdida de la tolerancia a antigenos propios por parte de
los linfocitos B y T, como consecuencia de anomalias en la
activacion o longevidad de los linfocitos B, o de la altera-
ciéon en la capacidad de eliminar complejos antigeno-
anticuerpo [1].

Fig. 1. Principales sintomas del lupus eritematoso sistémico [4].
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Amplificacion de la autoinmunidad por la desregulaciéon
de las células del sistema inmune innato y adaptativo [1].
Dano tisular causado por las deposiciones de complejos
autoantigeno-anticuerpo [1].

2. (CUALES SON LAS CAUSAS DEL DESARROLLO
DEL LUPUS?

El lupus es una enfermedad multifactorial, cuyo
desarrollo estd determinado tanto por predisposiciones
genéticas, como por factores ambientales. Diversos
estudios han esclarecido algunos de los factores que
parecen estar relacionados con la predisposiciéon a
padecer lupus [1]:

>  Determinados polimorfismos de los genes
FcyRIIb, CD22, BAFF o Slel, entre otros [1].

> Infeccién por el virus Epstein Barr [3].

» Niveles de estradiol [3].

> Anticonceptivos [2].

No obstante, a dia de hoy se desconoce la relacién en-
tre estos factores y el desarrollo del lupus, por lo que no
se pueden considerar atin causas posibles de esta autoin-
munidad.

3. ¢EL LUPUS ES UNA ENFERMEDAD MORTAL?

En la actualidad, no existe una cura definitiva para el
lupus, pero con los afios, y gracias a un mayor conoci-
miento sobre la enfermedad, se han logrado desarrollar
tratamientos que permiten aumentar la supervivencia y la
esperanza de vida de los pacientes. Gracias a estos trata-
mientos el lupus pasé de ser considerado una enferme-
dad potencialmente mortal, a una enfermedad crénica, en
la que los pacientes sufren sintomas permanentes que
pueden sobrellevar con los afos [2].

Los glucocorticoides, como la prednisona, fueron los
primeros farmacos que se comenzaron a utilizar con éxito
en los pacientes con lupus. No obstante, su uso como tra-
tamiento inmunosupresor tiene numerosos inconvenien-
tes a largo plazo, como pérdida en la densidad 6sea, au-
mento de peso, apariciéon de cataratas, hipertension o
desarrollo de diabetes, entre otros [5].

Afios maés tarde, se descubrieron otros farmacos in-
munosupresores, como la ciclofosfamida, inductor de la
muerte celular, o el micofenolato mofetil, un potente in-
hibidor de la replicacién de ADN, que en la actualidad se
utilizan para tratar esta enfermedad. Sin embargo, al
igual que sucede con los glucocorticoides, ambos presen-
tan problemas de toxicidad con su administracién a largo



plazo, como la aparicién de infecciones oportunistas, dia-
rreas, falta de energia e incluso infertilidad [5].

Los inconvenientes derivados del uso de este tipo de
fdrmacos, con el ahadido de que solo el 80% de los pa-
cientes con lupus responden a este tipo de tratamiento,
han inducido a los cientificos a continuar buscando nue-
vos tratamientos alternativos para combatir el lupus, que
ayuden a mejorar tanto la supervivencia, como calidad de
vida de los individuos que padecen esta enfermedad [6].

4. ¢(EXISTEN NUEVAS TERAPIAS CONTRA EL

LUPUS?

Recientemente, se han desarrollado nuevas estrategias
que tienen como diana los linfocitos B, responsables de la
sobreproduccién de anticuerpos dirigidos contra antige-
nos propios [5].

La primera de estas terapias ha sido el Rituximab, un
anticuerpo monoclonal quimérico dirigido contra CD20,
un marcador superficial de las células B maduras que
induce la deplecién de los linfocitos B de la sangre (fig. 2).
Inicialmente, este anticuerpo se desarroll6 para tratar el
linfoma de Hodgkin, pero también se ha utilizado satis-
factoriamente en los tratamientos de artritis reumatoide,
anemia hemolitica autoinmune o esclerosis multiple, en-
tre otras enfermedades [5].

Debido al éxito de este anticuerpo para tratar varias
enfermedades autoinmunes, los cientificos se plantearon
la posibilidad de que también pudiera ser un remedio
para los enfermos con lupus. Con este objetivo llevaron a
cabo ensayos con roedores afectados con lupus, donde se
pudo demostrar que el tratamiento inducia un descenso
en el ntimero de linfocitos B. Sin embargo, en los ensayos
clinicos realizados en pacientes con nefritis lipica (una
afeccién que se presenta en la mitad de los enfermos con
lupus y cuya consecuencia es una anormal o inexistente
filtracion de la sangre por los rifiones), no se ha podido
demostrar su eficacia, ya que los individuos tratados con
Rituximab en combinacién con glucocorticoides, no pre-
sentaron una mejoria en la funcién renal significativa
frente a los que fueron tratados en exclusiva con glucocor-
ticoides [7].

Fig. 2. Mecanismo de accién del anticuerpo Rituximab [8].

No obstante, este anticuerpo atin no ha sido descarta-
do definitivamente como terapia para el lupus. En la ac-
tualidad se esté llevando a cabo un estudio en Reino Uni-
do para comprobar los beneficios de este farmaco si se
tratan a los pacientes con nefritis lapica en exclusiva con

Rituximab, sin combinacién con otros farmacos [7].

Por otra parte, la segunda y mas prometedora terapia
ha sido la basada en el anticuerpo Belimumab. Este far-
maco ha sido el primero aprobado por la FDA en 2011
para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico en
mas de 50 afios [8]. Su mecanismo de accién se basa en
bloquear los factores activadores de linfocitos B (BAFF)
solubles en la sangre y que son producidos por células
mieloides, para evitar que se unan a los receptores BAFF
en la superficie de los linfocitos B (fig. 3). Este factor, de la
familia de los factores de necrosis tumoral (TNF), favore-
ce la supervivencia y maduracién de los linfocitos B, asi
como la produccién de anticuerpos por parte de éstos [5].
La idea de utilizar los factores activadores de linfocitos B
como diana terapéutica para el lupus, surgié cuando se
observé que los pacientes con esta enfermedad u otros
tipos de autoinmunidad presentaban una sobreexpresiéon
de esta molécula.

El mecanismo innovador de este anticuerpo propor-
ciona una alternativa de tratamiento para aquellos pacien-
tes que no sean capaces de responder a los tratamientos
estindar con glucocorticoides, micofenolato mofetil o
ciclofosfamida [8]. Los ensayos clinicos realizados en mas
de 2000 individuos con lupus, han desvelado que los pa-
cientes que presenten anticuerpos antinucleares, respon-
den mejor al tratamiento con Belimumab. No obstante,
también se han encontrado efectos adversos relacionados
con la administracién de este farmaco, por lo que se ha



propuesto su aplicacién en combinacién con otros farma-
cos para reducir las dosis administradas de cada uno [9].

Fig. 3. Mecanismo de accion del anticuerpo Belimumab [10].

Esta nueva terapia parece tener un futuro prometedor,
no sélo por haber demostrado su eficiencia en los enfer-
mos de lupus eritematoso sistémico, sino porque su uso
en combinacién con otros inmunosupresores permitira
reducir los efectos secundarios producidos por las eleva-
das dosis de éstos que se administran a los pacientes.
Ademas, la terapia combinada permite atacar la enferme-
dad por distintas vias, lo que es necesario ya que en el
lupus hay multiples mecanismos implicados [9].

Asimismo, se estdn realizando estudios de nuevas te-
rapias con dianas en distintas citoquinas, tales como la
interleucina 6, con el anticuerpo Tocilizumab, o el factor
de necrosis tumoral (TNF), con el anticuerpo Infliximab,
que parecen tan prometedores como el Belimumad. Los
ensayos clinicos pertinentes se encuentran atn en fase I y
11, respectivamente [5].

5. CONCLUSIONES

El Belimumab ha demostrado ser un farmaco eficaz
para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico en
combinacién con otros farmacos inmunosupresores. De
esta forma se reducen las dosis necesarias de cada uno, y,
por ende, los efectos secundarios del tratamiento. Ade-
mas, esta combinaciéon permite atacar la autoinmunidad
por distintas vias, lo cual es importante por los distintos
mecanismos que estdn implicados en el desarrollo del
lupus eritemotoso sistémico.

Ademés del Belimumab, se estan iniciando ensayos
clinicos con anticuerpos dirigidos contra citoquinas, como
la interleucina 6 o el TNF, que también prometen ser be-
neficiosos para enfermos con lupus eritematoso sistémico.
En un futuro préximo, se pretende poder aplicar trata-
mientos personalizados para los pacientes de lupus, gra-
cias a las investigaciones que se estan realizando en un
esfuerzo por conocer mejor la enfermedad.
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Tratamiento de la tuberculosis

Patricia del Rocio GOémez Villegas

Resumen—La tuberculosis es una enfermedad infecciosa causada generalmente por Mycobacterium tuberculosis, descubierto
en 1882 por Koch. Es considerada una pandemia mundial, con 9 millones de casos nuevos y 2 millones de muertes cada afo.
El tratamiento actual se basa en la administracion conjunta de los farmacos isoniacida, rifampicina y piracinamida durante
varios meses. El problema reside en la aparicion de cepas multirresistentes, siendo entonces necesario introducir nuevos
farmacos antituberculosos. Las investigaciones se centran ahora en mejorar y acortar el tratamiento contra la tuberculosis
mediante nuevos medicamentos y vacunas, asi como en intentar prevenir el contagio.

Palabras Claves— Tuberculosis, tratamiento, antimicobacterianos, resistencia, mutacion.

1. INTRODUCCION

Las bases del tratamiento contra la tuberculosis son bien
distintas a las establecidas para la mayoria de las enfer-
medades bacterianas, ya que M. tuberculosis tiene un
tiempo de generacion largo y la posibilidad de entrar en
latencia con una baja actividad metabdlica. El tratamiento
de la tuberculosis consiste en el empleo conjunto de va-
rios farmacos durante un tiempo prolongado [1,2]. Esto es
debido a la existencia de varias poblaciones de bacilos con
diferente actividad metabdlica y localizacién. Asi por
ejemplo, encontramos bacterias en las cavidades pulmo-
nares que se dividen activamente en un ambiente aerobio,
otras ubicadas dentro de los macréfagos en un medio
microaeréfilo que induce la latencia y otras con un creci-
miento intermitente en el caseum.

Un aspecto de especial relevancia en el tratamiento de la
tuberculosis, es la aparicion de cepas multirresistentes a
los farmacos empleados por la adquisicién secuencial de
mutaciones en genes distintos. Las micobacterias suelen
ser resistentes de forma natural a una gran variedad de
compuestos antibacterianos, debido a la pared compleja
altamente hidrofébica que poseen. Por eso es necesario
tratar a los enfermos con antimicrobianos especificos.

El tratamiento actual consiste en la administracién com-
binada de tres farmacos durante seis meses. Estos son
isoniacida (INH), rifampicina (RIF) y piracinamida (PZA)
durante los dos primeros meses e INH y RIF hasta culmi-
nar los seis meses de tratamiento. En algunos casos debe
afiadirse un cuarto fdrmaco, etambutol (ETB) en adultos y
estreptomicina (STR) en nifios [1,2]. Estos cuatro farmacos
son los denominados de primera linea, pero a veces es
necesario administrar otros, considerados de segunda
linea, cuando aparecen cepas multirresistentes por la ad-
quisicién secuencial de mutaciones en genes distintos.

2. ISONIACIDA

Fue introducido en la terapéutica en el afo 1952 porque
los bacilos causantes de la tuberculosis son muy sensibles
a él, mientras que otras micobacterias no los son. La INH
es un profdrmaco sintético que requiere una activacion in
vivo para su conversion en un derivado capaz de oxidar o
acilar grupos proteicos. La reaccién de transformacién en
el compuesto activo esta catalizada por la enzima catala-
sa-peroxidasa codificada por el gen katG. El derivado ac-
tivado actda bloqueando la sintesis de acidos micélicos

mediante la inhibicién de la reductasa de la proteina
transportadora de los 4cidos grasos acilendlicos codifica-
da por el gen inhA. La INH solamente presenta actividad
frente a los bacilos con replicacién activa, siendo su ac-
ciéon limitada contra las poblaciones latentes o las del ca-
seum, que se replican lentamente. La aparicién de resis-
tencia a la INH se da con una frecuencia de 10 a 10 y
estd relacionada con mutaciones en uno de los dos genes
mencionados anteriormente, ya que solamente del 10 al
20% de las cepas resistentes no presentan alterados katG
ni inhA. En cuanto a sus efectos secundarios, cabe desta-
car la hepatotoxicidad y la polineuritis periférica por défi-
cit de piridoxina, pudiéndose prevenir los dafios neurolé-
gicos ingiriendo diariamente entre 10 y 50 mg de pirido-
xina [1,2].

3. RIFAMPICINA

Es un farmaco antimicrobiano semisintético de uso tera-
péutico desde 1967. Posee un grupo aminometilpiperaci-
na en posicién 3, y al igual que el resto de rifimicinas in-
hibe fuertemente la transcripcién del ADN. Su mecanis-
mo de accién consiste en la inhibicién de la ARN polime-
rasa dependiente de ADN mediante la fijacion a la
subunidad beta de la misma, impidiendo por tanto la sin-
tesis de ARNm. La RIF tiene efecto tanto sobre las células
en multiplicacién activa como en las que se hallan en un
estado latente en el interior de los macréfagos o en los
focos necroéticos [1].

La frecuencia de aparicién de resistencia se sittia en torno
a 108, debido a la aparicién de mutaciones espontaneas
en el ADN de los bacilos. Estas mutaciones suelen situar-
se en una zona bien definida de 81 pares de bases de la
region central del gen rpoB, que es el que codifica para la
subunidad beta de la ARN polimerasa ADN dependiente.
Segun los estudios realizados, més del 96% de las capas
resistentes a la RIF tienen alteraciones en esta region. La
aparicion de resistencia en el 4% restante de las cepas, se
cree que se debe a mutaciones relacionadas con la per-
meabilidad de las RIF. Generalmente la resistencia a las
RIF se relaciona con la resistencia a la INH, indicando su
deteccion un marcador de multirresistencia [1].

La administracién de RIF puede producir molestias gas-
trointestinales, dafio hepético, reacciones de hipersensibi-
lidad como fiebre, urticaria, vasculitis cutdnea, hemolisis,



insuficiencia renal por nefritis intersticial o trombocitope-
nia. Ademas tifie la orina, el sudor y las ldgrimas de color
naranja y es un potente inductor enzimaético, pudiendo
disminuir la concentraciones séricas de otros farmacos
que se tomen concomitantemente como anticonceptivos y
anticoagulantes orales, antirretrovirales y corticoides en-
tre otros [1],[2].

4. PIRACINAMIDA

La PZA es un derivado sintético de la nicotinamida que
posee accién antimicobacteriana tnicamente sobre los
bacilos en estado latente. Es un profarmaco que se con-
vierte en su forma activa, el acido piracinoico, por la ac-
cion de la enzima piracinamidasa. La PZA entra en los
macréfagos mediante difusién pasiva, donde se acumula
tras ser convertida en acido piracinoico. La diana del aci-
do piracinoico es una enzima encargada de sintetizar los
acidos micélicos que componen la pared de los bacilos. La
inhibicién de esta enzima se produce por dos mecanis-
mos; mediante el bloqueo directo y por la bajada del pH
del medio por debajo de los limites tolerados por esta
enzima. La introduccién conjunta de la PZA con la RIF ha
permitido bajar el tiempo de tratamiento de la tubercu-
losis no complicada a seis meses.

La mayoria de las cepas de M. tuberculosis resistentes a la
PZA poseen mutaciones en el gen estructural prncA o en el
promotor del gen de la piracinamidasa. En los casos res-
tantes, la resistencia se explica atendiendo a la alteracion
de mecanismos relacionados con la permeabilidad al far-
maco. Los principales efectos secundarios de la PZA son:
hiperucinemia por el bloqueo de la secrecién tubular re-
nal de uratos, hepatotoxicidad, alteraciones gastrointesti-
nales y excepcionalmente exantema y fotosensibilidad

[1L.12].

5. ETAMBUTOL

El ETM es un isémero dextrégiro derivado de la etilendi-
amida. Presenta actividad especialmente contra las célu-
las de M.tuberculosis en division activa. Su mecanismo de
accion consiste en la inhibicién de la biosintesis de la pa-
red bacteriana. La resistencia de las cepas a este formaco
se observa con una frecuencia de 10 y suele estar ocasio-
nada por mutaciones en el operén embCAB, el cual codifi-
ca para la arabinosil transferasa encargada de sintetizar
componentes de la pared, como el arabinogalactano y el
lipoarabinomanano. El principal efecto negativo adminis-
trar ETM es la posibilidad de desarrollar neuritis 6ptca.
Por este motivo el ETM no se emplea como tratamiento
en nifios, ya que en ellos es dificil monitorizar la agudeza
visual [1],[2].

6. ESTREPTOMICINA

La STR es un antibiético aminoglucésido que bloquea la
traduccién del ARNm a proteina. La diana de este forma-
co en la subunidad 16S del ribosoma a la que bloquea
uniéndose a ella. La frecuencia de resistencia a la STR es
de 10 y es debida a una serie de alteraciones genéticas.
Las principales mutaciones que confieren resistencia son

las que se dan en el gen rrs, que codifica para el ARNr
16S, o bien en el gen rpsL, que codifica para la proteina
ribosomal S12 [1].

7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Actualmente, se estdn desarrollando varias estrategias
para mejorar el tratamiento de la tuberculosis. Entre las
propuestas futuras encontramos una nueva generacién de
farmacos en estudio: la rifabutina, la rifapentina que ac-
tdan de manera similar a la RIF; las fluoroquinolonas, que
inhiben a las topoisomerasas y la oxazolidinonas, con
actividad similar a la INH [1]. Por otro lado, se ha desa-
rrollado una vacuna terapéutica llamada RUTI que espera
poderse aplicar pronto en humanos para mejorar la efica-
cia del tratamiento farmacolégico e incluso reducirlo [3].
Por ultimo cabe destacar el papel que podria desempefiar
la vitamina D en el futuro tratamiento de la tuberculosis,
ya que algunos estudios han demostrado que la adminis-
traciéon de suplementos de vitamina D durante el trata-
miento podria mejorar su eficacia [4].

8. CONCLUSIONES

La tuberculosis es una enfermedad extendida por todo el
mundo, si bien los indices de incidencia varian entre unos
paises y otros. Debido a la resistente pared que presenta
M. tuberculosis, son necesarios farmacos especiales contra
micobacterias. Actualmente la combinacién de isoniacida,
rifampicina y piracinamida ademas de la adicién ocasio-
nal de etambutol en adultos y estreptomicina en nifios,
suele ser suficiente para curar la enfermedad cuando no
hay complicaciones. Sin embargo, este tratamiento tiene
una serie de inconvenientes como los efectos secundarios
del uso continuado de farmacos, y la aparicién de cepas
multirresistentes a los antimicobacterianos utilizados. Por
eso los estudios actuales se centran en conseguir mejores
tasas de curacion en tiempos mas cortos y en intentar
prevenir el contagio. Para ello se estdn desarrollando
nuevos farmacos y vacunas que se espera estén pronto
disponibles para su administracién en humanos.
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Phage Display: Anticuerpos fagicos

Laura Moreno Guerrero

Resumen—La ingenieria de anticuerpos ha permitido desarrollar, entre muchas otras estrategias, el sistema “Phage Display”,
el cual permite utilizar particulas fagicas para la expresion de anticuerpos en su superficie. Estos fagos modificados hacen las
veces de anticuerpos monoclonales, pudiendo utilizarse en mdltiples aplicaciones, tanto diagnésticas como terapéuticas, asi

como en el ambito de la investigacion.

Palabras Claves— Anticuerpo, Fago, Ingenieria, Inmunologia, Terapia.

1. INTRODUCCION

Existen numerosos receptores de superficie celular que
constituyen dianas terapéuticas, pudiendo actuar

como antigenos de anticuerpos monoclonales gene-
rados especificamente contra ellos [1]. En ocasiones se
precisa que dichos anticuerpos sean endocitados al inte-
rior celular, con el fin de internalizar farmacos o drogas
cuyo efecto solamente puede tener lugar dentro de la cé-
lula. Los anticuerpos fagicos, generados a partir de bacte-
riéfagos (virus que infectan bacterias), han resultado ser
muy utiles a este respecto, siendo posible, asi mismo, su
almacenamiento en bibliotecas de anticuerpos [2]. Si se
une a todo esto la posibilidad de seleccionar los anticuer-
pos de interés directamente mediante células vivas [1], se
obtiene un sistema relativamente facil de utilizar, que
posibilita la identificacién de antigenos especificos, por
ejemplo asociados a una célula tumoral, y que puede em-
plearse como base para tratamientos de enfermedades en
humanos, sabiendo que los anticuerpos desarrollados
estan completamente humanizados (codificados por se-
cuencias humanas), con el fin de evitar problemas de in-
munogenicidad [1].

Con esta estrategia se han mejorado los resultados con-
seguidos con aproximaciones anteriores, en las que las
proteinas antigénicas primeramente eran purificadas de
sus dianas, o bien sintetizadas y secretadas por cultivos
celulares bacterianos, de insectos o de mamiferos. En mu-
chos casos las proteinas no posefan la conformacién tri-
dimensional natural, y el sistema de produccién era poco
eficiente o incluso incapaz de sintetizar la proteina si ésta
era demasiado compleja, asi como el proceso se veia de-
masiado prolongado en el tiempo [1]. El empleo de anti-
cuerpos fagicos ha permitido salvar muchos de estos in-
convenientes, presentdndose como una estrategia eficaz y
asequible.

2. ESTRATEGIAS DE PRODUCCION DE
ANTICUERPOS MONOCLONALES

Existen bésicamente dos sistemas de generacién de anti-
cuerpos [2],[3]: el clasico, que emplea la técnica de hibri-
domas; y el método alternativo y mas actual, que se basa
en la tecnologia de anticuerpos recombinantes, dentro de
la que se incluye el sistema Phage Display.

2.1. Técnica de hibridomas

Esta metodologia consiste en extraer linfocitos B del bazo
de un animal que ha sido expuesto al antigeno, comun-
mente un ratén. Los linfocitos B obtenidos (que mueren
tras pocos dias de cultivo in vitro al no ser activados por
linfocitos T) son fusionados con células de mieloma, un
tipo de célula cancerigena que puede crecer de forma in-
definida en cultivos celulares. Las células fusionadas se
llaman hibridomas y pueden multiplicarse rapida e inde-
finidamente y producir gran cantidad de anticuerpos
monoclonales. Tras seleccionar, en diversos medios de
cultivo, los hibridos productores del anticuerpo especifico
frente al antigeno deseado, se cultivan para producir
grandes cantidades de anticuerpo [3].

Tiempo después del surgimiento de esta técnica, se uti-
liz6 la ingenieria genética con el fin de construir anticuer-
pos quiméricos, humanizados y completamente humanos
que no provocaran rechazos (los primeros anticuerpos
eran murinos, es decir, de ratén, y provocaban reacciones
antigénicas en humanos) [2].

Debido principalmente a que la generacién de anti-
cuerpos humanos mediante hibridomas humanos resul-
taba bastante complicada, a causa de su baja productivi-
dad, se desarrollaron otras tecnologias alternativas, basa-
das en la produccién de anticuerpos recombinantes [2].

2.2. Tecnologia de anticuerpos recombinantes
Existen muchas aproximaciones de este sistema: em-
pleando levaduras, bacterias, ribosomas... y fagos (para
lo cual se precisa de una biblioteca de anticuerpos).

Las bibliotecas de anticuerpos que se construyen pue-
den clasificarse principalmente en dos tipos: inmune o
inmunizada y naive o novata. En el primer tipo las in-
munoglobulinas son especificas de antigenos concretos,
mientras que en el segundo tipo los anticuerpos son ines-
pecificos [2].

Bésicamente, las distintas metodologias se basan en la
generacion de anticuerpos recombinantes disefiados para
unirse a ciertos epitopos celulares interesantes, con el fin
de identificar o bloquear células principalmente.



3. PHAGE DispLAY

El sistema Phage Display se fundamenta en la existencia de
una coleccién de fagos recombinantes que exponen en su
superficie distintos tipos de moléculas tales como pépti-
dos o anticuerpos, constituyendo una biblioteca fagica del
elemento de interés, en este caso anticuerpos. Los bacte-
ri6fagos utilizados suelen ser filamentosos, como el M13,
poseedores de un ADN de cadena simple facilmente ma-
nipulable [2]. Los anticuerpos se expresan en forma de
fragmentos Fab (regién de unién al antigeno) o scFv
(fragmentos variables de cadena simple) fusionados a
proteinas de la cdpsida del virus (Figura 1); esencialmente
a la proteina pllI (para expresar una copia) y la proteina
pVIII (para una expresion multivalente). La expresion de
los anticuerpos completos causa problemas de ensamblaje
y empaquetamiento en el fago, por lo que no se lleva a
cabo de esta forma [3].
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Fig. 1. A: Fragmentos Fab y scFv. B: Particula fagica expresando
el fragmento scFv de anticuerpo en su superficie, fusionado a la
proteina plll. Vy: region variable de la cadena pesada; V,: region

variable de la cadena ligera [1].

Mediante técnicas de ingenieria genética, es posible ma-
nipular el material genético del fago e insertar en su ge-
noma la secuencia externa de ADN, codificante para la
regioén de interés del anticuerpo. En la actualidad, para el
empleo de esta tecnologia, resulta mds cémodo utilizar
los denominados fagémidos, es decir, vectores plasmidi-
cos pequefios formados por una construccion genética
artificial disefiada con el gen III del fago M13, secuencias
necesarias para la infeccién correcta de E. coli, y un lugar
concreto de insercion para la secuencia de ADN del anti-
cuerpo de interés [3].

4. BIOPANNING: SELECCION DE ANTICUERPOS

Una vez se dispone de la biblioteca de anticuerpos fagi-
cos, el paso siguiente es seleccionar aquellos dirigidos
contra un antigeno especifico, lo que se conoce como bio-
panning. Una de las estrategias utilizadas consiste en
incubar las células diana, poseedoras de los antigenos de
superficie de interés, con la biblioteca fagica, lavandose
los anticuerpos no unidos y eluyéndose posteriormente
los fagos unidos especificamente a las células, tras ser

separados de las mismas, bien de su membrana plasmati-
ca, bien de su citosol [1].

Si se seleccionan solamente anticuerpos de unién a su-
perficie, se parte de la coleccién de fagos, se incuba con
las células, lavandose varias veces para eliminar las parti-
culas fagicas que no se hayan unido y, finalmente, se elu-
yen los fagos unidos a los receptores celulares (Figura 2).

Fig. 2. Seleccion de anticuerpos de union a superficie celular.
Modificado de [1].

Si por el contrario, se desea que los anticuerpos de interés
sean endocitados al interior celular, la diferencia con el
método anterior radica en que primeramente debe incu-
barse a unos 4 °C para que se produzca la unién de los
fagos a las células, para luego subir a 37 °C y permitir la
endocitosis mediada por receptor. Luego lo fagos unidos
a las superficie son lavados y las células lisadas para po-
sibilitar la recuperaracién de los fagos de interés que han
sido internalizados (Figura 3).

Fig. 3. Seleccién de anticuerpos endocitados. Modificado de [1].

De manera preliminar a todo el proceso suele ser nece-
sario un protocolo de deplecién o eliminacién de anti-
cuerpos que se unen a receptores de membrana mayorita-
rios o altamente representados. De esta forma se reduce el
nimero de anticuerpos de partida para el proceso de se-
leccién. En este caso, las células diana que se utilizan de-
ben estar relacionadas con la linea celular utilizada poste-
riormente para la seleccién, pero deben carecer del perfil
antigénico diana para los anticuerpos de interés [1].

Se suelen realizar varios pasos de seleccién, de forma
que la poblacién de fagos con afinidad a la diana de inte-
rés se va enriqueciendo, y se van eliminando aquellos
clones con menor afinidad.

Finalmente se infecta E. coli con los fagos obtenidos y
éstos se amplifican. A continuacién, puede continuarse
seleccionando para enriquecer en el anticuerpo de interés,
o bien realizarse un anélisis de esos clones [1].

5. CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS

Se ha observado que la mayoria de los anticuerpos pare-
cen unirse a epitopos dominantes solapantes (el mismo
epitopo para varios anticuerpos) en los receptores diana,
sin importar el tamarfio del receptor. Algunos anticuerpos
se unen a epitopos distales de la membrana y otros a epi-



topos mas cercanos, pero en general suelen unirse a luga-
res cercanos a los sitios de union del ligando natural, que
ademads suelen coincidir con las localizaciones mas acce-
sibles de la superficie celular (Figura 4) [1].

Fig. 4. Representacion gréafica de un fragmento scFv y de un frag-
mento Fab unidos a dos sitios diferentes de un receptor de mem-
brana. Modificado de [1].

6. APLICACIONES

El sistema Phage Display ha demostrado su relevancia en
multiples ambitos, pudiendo utilizarse los anticuerpos
fagicos para la seleccién e identificaciéon de epitopos in-
teresantes (asociados a un tumor, modificaciones postra-
duccionales...), para el disefio de vacunas (inmunizando
con fagos que sean portadores de péptidos derivados de
proteinas de patdgenos), y para el tratamiento de diversas
enfermedades (cardiovasculares, autoinmunes como la
eslcerosis multiple, problemas derivados de rechazos a
trasplantes...) [1], [3]. Estas inmunoglobulinas pueden
bloquear la sefalizacién o comunicacién celular, provocar
la muerte de la célula o influir en su metabolismo me-
diante la internalizacién de farmacos [1].

En definitiva, es posible aplicar esta metodologia tanto
al tratamiento de patologias como a la investigacién basi-
ca, ofreciendo un sinnimero de posibles alternativas y
variaciones del sistema, con el fin de adaptarse a los obje-
tivos requeridos.

7. CONCLUSIONES

El empleo de bibliotecas de anticuerpos fagicos recombi-
nantes, junto a la estrategia de seleccién directa de dichos
anticuerpos (tanto de unién a superficie como internali-
zantes) mediante el empleo de células diana que presen-
tan los antigenos apropiados, constituye una estrategia
muy potente que ha hecho posible el desarrollo de tera-
pias y métodos de diagnostico clinico, asi como protoco-
los para caracterizacién de moléculas de interés en inves-
tigacion.

Uno de los grandes retos sigue siendo, sin embargo,
la identificacion de los antigenos reconocidos por los anti-
cuerpos, cuestién fundamental para el posterior desarro-
llo de los paneles de anticuerpos de interés. Este es un
punto que debe seguir estudidndose y de cuyo conoci-
miento podran conseguise mejoras significativas en los
protocolos de uso de los anticuerpos, pues tan importante
resulta el anticuerpo como la molécula a la que se une la
inmunoglobulina, especialmente los epitopos o sitios con-
cretos de unién.

Asi mismo, tradicionalmente se venian utilizando pro-
teinas purificadas para las distintas aproximaciones tera-
péuticas, pero se han observado ciertos incovenientes
tales como plegamiento inadecuado, problemas con las
modificaciones postraduccionales, presencia de contami-
nantes derivados del proceso de purificacion, etc. Estas
desventajas han sido solventadas con el sistema Phage
Display, gracias a la posibilidad de seleccionarse directa-
mente los anticuerpos a partir de las células dianas.

En conclusiéon, aunque debe seguir investigandose y
mejorandose la estrategia, los anticuerpos fagicos parecen
ser buenas herramientas para el disefio de protocolos y
terapias, prometiendo unos resultados mas satisfactorios
que los obtenidos hasta ahora con otras metodologias.
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Tratamiento novedoso para adelgazar:
Vacunas Terapéuticas

Miriam Yague Capilla

Resumen—Los tratamientos empleados hoy en dia para la pérdida de peso suelen tener muchos efectos secundarios que
perjudican nuestra salud. Lamentablemente, un porcentaje importante de la poblacién lo necesitan porque padecen obesidad.
Para paliar la obesidad y los riesgos asociados esta, se esta desarrollando un nuevo tratamiento basado en vacunas, que, con
ayuda del sistema inmune, ayudara a los pacientes a disminuir de peso de forma segura.

Palabras Claves— Pérdida de peso, Somatostatina, Tratamiento de la obesidad, Vacuna terapéutica

1. INTRODUCCION

lega el verano, y quieres lucir una de tus prendas fa-

voritas. Sin embargo, cuando te la pruebas no te con-

vence, te ves mal frente al espejo y desde entonces
inviertes tus maximos esfuerzos en intentar rebajar esos
kilitos que no te gustan. Compras todo tipo de productos
que prometen una disminucién répida y facil, ya sea por
sus efectos diuréticos o porque “queman la grasa”. Da
igual la cantidad de efectos dafiinos que tengan sobre
nuestra salud, ya que solo nos los tomaremos temporal-
mente, pero, para un porcentaje cada vez mayor de la
poblacién, el exceso de peso es un verdadero problema, y
sus tratamientos son més largos, cobrando mayor impor-
tancia los efectos secundarios que puedan padecer.

Segiin la OMS, uno de cada cinco adultos del mundo pa-
dece obesidad, cuyo problema no es solo el exceso de pe-
s0, sino la aparicién de riesgos como aumento de la pre-
sién sanguinea, ataque cardiaco, cdncer de prdstata y co-
lon o diabetes de tipo 2. Hoy en dia, para atenuar los efec-
tos de la obesidad se recurre a farmacos como el Xelical y
el Reductil o también contamos con la posibilidad de una
intervencién quirdrgica. Ambas opciones tienen muchos
efectos secundarios o riesgos que asumir, y por esta razén
numerosas investigaciones se encaminan a encontrar una
solucion mas eficaz a la obesidad. Para ello, los cientificos
se estdn aprovechando de las ventajas que nos ofrece el
sistema inmunitario mediante el uso de vacunas.

Figura 1. Porcentaje de obesidad en la
poblacién de distintos paises

2. VACUNAS TERAPEUTICAS

El uso de las vacunas antes se enfocaba en la prevencion
de enfermedades, sin embargo, en medicina también se
estdin empezando a emplear con fines terapéuticos. De
hecho, ya se han puesto en préctica vacunas para el tra-
tamiento del melanoma humano o el cancer de proéstata.

Un ejemplo de como funciona una vacuna terapéutica es
la empleada para el tratamiento de la hipertension arte-
rial, que va dirigida a la angiotensina II para reducir la
presion arterial ambulatoria. Esta es una vacuna formada
por angiotensina II quimicamente unida a particulas
VLPs derivadas del RNA-fago Q.

Figura 2. Estructura del VLP unido a la diana de la vacu-
na. El VLP es el QB, el cual estd unido por un linker al
antigeno, que para el tratamiento de hipertension seria la
angiotensina Il modificada. ©®

La sustancia inmunogénica es un VLP (o particula pseu-
dovirus). Los VLPs albergan solo la cdpsida del virus, asi
que no es infeccioso y al no contener ningtin material ge-
nético viral se previene la posible reversiéon a fenotipo
patégeno. Ademas de seguro, es muy inmunogénico ya
que presenta los epitopos en la superficie de la capsida.
Esto desencadena la recombinacién génica de los recepto-
res de linfocitos B, y, por tanto, su posterior activacién,
observdndose una respuesta de anticuerpos frente a la
angiotensina II tras la vacunacién. Ha demostrado buenos



resultados y sin efectos adversos serios, mientras que el
tratamiento farmacolégico con inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina y antagonistas de los recep-
tores tipo I de la angiotensina II solo controlaban los valo-
res de un tercio de los pacientes. Asi se prueba que la va-
cuna terapéutica puede ser un tratamiento alternativo a
considerar frente a lo convencional, eficaz y a bajo coste.

3. DESARROLLO DE UNA VACUNA ADELGAZANTE

Tras el éxito de las vacunas terapéuticas en el tratamiento
de otras enfermedades, la investigacién se ha centrado en
el uso de estas con un nuevo fin: perder peso. Existe un
alto indice de obesidad en nuestra sociedad, y, aunque en
un 70% de los casos es debida a factores ambientales co-
mo el estilo de vida, el otro 30% se corresponde con defec-
tos genéticos, con dificil solucién. Por eso, se busca una
manera que permita a este tipo de personas adelgazar sin
muchos efectos secundarios para evitar otras enfermeda-
des derivadas de su exceso de peso.

En un principio, se estudi6 el desarrollo de vacunas con-
tra la grelina, una hormona peptidica gastrointestinal que
estimula la produccién y liberacién del neuropéptido Y
(NPY) y que inhibe la pro-opiomelanocortina. Mientras
que el NPY estimula la ingesta de comida y disminuye el
gasto energético, el procesamiento de la pro-
opiomelanocortina genera una hormona con efectos con-
trapuestos: disminuye el apetito y aumenta el gasto ener-
gético. Por tanto, parecia que una buena diana era utilizar
anticuerpos contra la grelina que suprimiesen sus efectos
y permitiesen no solo controlar el apetito sino también un
mayor gasto de nuestras reservas energéticas. En conse-
cuencia, se cre6 una vacuna que producia anticuerpos
contra una porcion de la grelina que la inactivaba. Sin
embargo, no se obtuvieron los resultados deseados, ya
que la vacuna requeria el uso de adyuvantes que no son
aconsejados en humanos y, ademas, a pesar de su contri-
bucién en el balance energético, solo conseguia mantener
el peso del individuo pero no disminuirlo.

Sin embargo, Haffer no se dio por vencido y continué
investigando sobre este tema en la linea de las vacunas,
pero cambiando de enfoque. El se centré en otra hormo-
na, la somatostatina, un inhibidor de la hormona del cre-
cimiento (GH) y del factor de crecimiento insulinico (IGF-
1). La hormona del crecimiento es una homona peptidica
anabolica, que, a parte de otras funciones como creci-
miento muscular o estimulaciéon de la sintesis de protei-
nas, estd implicada en el aumento de metabolismo, y su
consecuente pérdida de peso.

En este caso la vacuna estd basada en un transportador
altamente antigénico (tal y como ocurria con los VPLs) de
cloranfenicolacetil transferasa (CAT) que habia sido inac-
tivado por una doble mutacién. Al transportador se le
acoplaba la somatostatina quimérica que activara la pro-
duccién de anticuerpos contra la somatostatina del pa-
ciente. También se afiadieron como adyuvantes aceites
metabolizables, un polimero poliacrilico y polisacéridos

vegetales; todos inocuos para la salud humana.
Experimentos anteriores con vacunas de somatostatina
quimérica mostraban que a los 4-10 dias después de la
vacunaciéon comenzaban a producirse anticuerpos especi-
ficos (IgG e IgM) que se unen a la somatostatina y que
atenuan (aunque no eliminan totalmente) sus efectos in-
hibidores sobre la GH e IGF-1, que conduce a la descom-
posicién de la grasa y pérdida de peso corporal. Sin em-
bargo, como los anticuerpos anti-somatostatina poseen
una vida media muy corta y no se ven re-estimulados por
la somatostatina endégena, el tratamiento requiere la pos-
terior aplicacion de la vacuna para continuar con sus efec-
tos, que, al no observarse una respuesta en las células de
memoria del sistema inmune, siempre da lugar a una res-
puesta primaria y nunca secundaria.

A continuacién, para probar la efectividad de la vacuna,
se tomaron dos grupos de ratones que habian sido ali-
mentados con una dieta rica en grasas. A un grupo se le
vacuné con la somatostatina quimérica, y al otro con una
solucion salina, PBS. Tal y como se esperaba, a los 4 dias
de la vacunacion, se observd una disminucién de entre el
12 y el 13% del peso corporal en el grupo que habia sido
tratado con somatostatina, mientras que el otro grupo no
se vio afectado. En el dfa 22, se aplicé una segunda vacu-
nacion, esta vez con 1/5 de la dosis para no poner en pe-
ligro la salud de los ratones por una pérdida de peso tan
drastica. Se volvié a comprobar una disminucién de peso,
esta vez del 2%, y sin ningtin impacto negativo en la
hormona IGF-1 ni en otros parametros.

De esta manera, se ha demostrado que el tratamiento de
la obesidad con el uso de vacunas es posible y efectivo,
evitando el uso directo de hormonas anabdlicas (como
GH o IGF-1) y otros métodos que conllevan importantes
efectos secundarios.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos con las vacunas de somatostati-
na indican que podria ser un tratamiento eficaz empleado
para combatir la obesidad, sin embargo, aunque sea un
descubrimiento prometedor, es necesario continuar las
pruebas en humanos para poder analizar si existe algtin
efecto secundario importante y para ver cémo nos afecta a
largo plazo. También es importante tener en cuenta que el
uso de este tipo de vacunas solo se debe emplear en pa-
cientes con importantes problemas de peso, y no en indi-
viduos que pueden obtener el peso deseado siguiendo
una dieta equilibrada y con un estilo de vida sano.

Para terminar, se demuestra que las vacunas terapéuticas
son ya una herramienta mas en el mundo de la medicina,
y que abren un nuevo campo de investigacién para com-
batir enfermedades, que tienen o no tratamiento, de una
manera mas segura y efectiva.



REFERENCIAS

[1] Haffer, K.N. “Effect of novel vaccines on weight loss in diet-
induced obese (DIO) mice” Journal of Animal Science and Bio-
technology (2012) 3 (21)

[2] Monteiro, M.P. “Anti-ghrelin vaccine for obesity: a feasible
alternative to dieting?” Expert Reviews Vaccines (2011) 10 (10):
1363-1365

[3] Tissot, A.C., Maurer, P., Nussbergerm J., Sabat, R., Pfister, T.,
Ignatenko, S., Volk, H.D., Stocker, H., Miiller, P., Jennings, G.T.,
Wagner, F., Bachmann, M.F. “Effect of immunization against
angiotensin II with CYT006-AngQb on ambulatory blood pres-
sure: a double-blind, randomized, placebo-controlled phase Ila
study” Lancet (2008) 371 (9615): 821-827

[4] Pagina web: http://viviendosanos.com/grafico-de-la-obesidad-
mundial/
[5] Pagina web: http://www.igert.org/highlights/365/image/818

Miriam Yague Capilla estudiante del
Grado en Biotecnologia en la Universi-
dad Pablo de Olavide desde 2009.

A |

¢, Simples moléglas organicas?
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Resumen— Los aldehidos y cetonas son compuestos esenciales que regulan muchos procesos vitales tanto positiva como
negativamente y que, probablemente, en un futuro, serdn una buena alternativa para la cura de enfermedades.

Palabras Claves— Glucosa, Hormona, Aldehido-deshidrogenasa, Toxicidad, Cancer.

1. INTRODUCCION

Habitualmente, no reflexionamos sobre todas las
reacciones quimicas y los procesos tan complejos
que ocurren en nuestro organismo.

Cada dia, nuestras células nacen, se reproducen, mue-
ren, se alimentan, obtienen energia, y todo lo hacen gra-
cias a procesos en los que intervienen una gran diversi-
dad de moléculas. Estas moléculas poseen grupos orgéani-
cos caracteristicos, haciéndolas idéneas para participar en
dichos procesos. A este conjunto de moléculas pertenece
la familia de los aldehidos y las cetonas.

2. IMPORTANCIA BIOLOGICA DE ALDEHIDOS Y
CETONAS

Los aldehidos y cetonas son, como todos bien sabemos,
compuestos organicos muy versatiles. Las cetonas se ca-
racterizan por poseer un grupo carbonilo (CO) en posi-
cion interna de la cadena carbonada, mientras que los
aldehidos presentan en su molécula un grupo formilo
(COH), que se localiza en posicién terminal. Ambos gru-
pos se consideran muy reactivos, razén que hace de ellos
unas excepcionales sustancias de estudio y manipulacién.
Su gran versatilidad les permite ser usados en el campo
de la industria para obtener resinas, perfumes, plasticos y
otros muchos productos de interés comercial. Sin embar-
go, también son sustancias esenciales para los seres vivos,
pues forman parte de numerosas moléculas fundamenta-
les para el metabolismo celular y en el area de la medici-
na.

A nivel celular, los aldehidos y cetonas son grupos orga-
nicos muy bien estudiados y conocidos, pues son los que
les proporcionan las caracteristicas propias a los llamados
carbohidratos. Los carbohidratos o gltcidos son las biomo-
léculas energéticas por excelencia y, sin ellas, las células
no podrian obtener energia en forma de ATP ni proteger-
se frente a condiciones adversas, como es el caso de los
polisacaridos estructurales (celulosas, hemicelulosas y
pectinas) que forman las paredes celulares de los vegeta-
les, entre otros. Los glticidos méas sencillos son los monosa-
cdridos, los cuales se clasifican en aldosas y cetosas, por
tener grupos formilo y carbonilo, respectivamente. Algu-
nos de ellos, como la glucosa, se presentan en la naturale-
za como ciclos, gracias a la formacién de hemiacetales y
acetales. La glucosa es el monosacarido necesario para la
obtencién de ATP en las mitocondrias, de manera que si
no existiera el grupo aldehido o estuviera defectuoso,
todo el proceso de la respiracion celular (glucélisis, Ciclo
de Krebs y cadena transportadora de electrones) no se
podria llevar a cabo de manera satisfactoria.

Por otro lado, las hormonas son esenciales para desempe-
fiar determinadas funciones tanto a nivel celular como a
nivel de organismo. Muchas de ellas poseen en su estruc-
tura grupos carbonilo o formilo que determinan su reac-
tividad y la interaccién con otras moléculas. Un buen
ejemplo es la testosterona, la hormona masculina principal
que controla procesos tan importantes en el desarrollo de
un macho como el crecimiento del vello, la maduracion
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de los genitales y la prevencién de enfermedades 6seas,
entre otros. Por otro lado, en el caso del sexo femenino,
destaca la progesterona, una hormona esencial para con-
trolar el ciclo menstrual, el embarazo y la maduracién de
los 6vulos. Tanto la testosterona como la progesterona
interaccionan con receptores proteicos, los cuales deben
reconocer de manera especifica a los grupos funcionales
de estas moléculas para que puedan realizar correctamen-
te sus funciones. En la figura 1 se pueden visualizar los
grupos aldehidos de ambas hormonas.

Figura 1. Testosterona y progesterona

Asimismo, los aldehidos y las cetonas estan presentes en
importantes complejos enzimaticos de muchos animales.
Es el caso de las denominadas aldo-ceto-deshidrogenasas,
unas enzimas que catalizan diversas reacciones de 6xido-
reduccién. Dentro de este grupo de enzimas, destacan las
aldehido-deshidrogenasas (ALDH), que se encargan de
transformar aldehidos en 4cidos carboxilicos, lo cual tiene
una gran relevancia a nivel celular para poder metaboli-
zar los excesos de alcohol en sangre. Cuando tomamos
bebidas alcohdlicas, nuestro organismo no es capaz de
excretar el alcohol, de manera que tiene que ser metaboli-
zado, es decir, hay que transformarlo en otras sustancias
o compuestos mas sencillos que si puedan ser eliminados
a través de la orina, el sudor u otros fluidos biolégicos. De
esta manera, como podemos observar en la figura 2, la
enzima alcohol deshidrogenasa transforma el alcohol en
acetaldehido (o etanal), un compuesto muy téxico que
también debe ser metabolizado. Se muestran también las
moléculas NAD* y NADH, que actdan como cofactores
de la enzima.

Figura 2. Metabolismo del alcohol

El etanal que se forma, al ser muy perjudicial para las
células, debe ser metabolizado mediante una reaccion
enzimdtica mediada por la acetaldehido-deshidrogenasa
(figura 3) y en la que también participan el NAD* y el
NADH como cofactores. Ademas de en las células hepati-
cas, este compuesto es eliminado a través de la orina, el
aliento y el sudor; siendo el responsable de la resaca du-
rante las horas siguientes a la ingesta de alcohol. Este pro-
ceso se lleva a cabo tanto en el citosol como en las mito-
condrias, y su efectividad puede variar en funcién de la
edad y el sexo. Asimismo, se sabe que hay personas mu-

cho mas sensibles a los efectos del alcohol que otras, de-
bido a que la afinidad del sustrato por el centro activo de
la enzima disminuye y la catélisis ocurre méas lentamente.

Figura 3. Metabolismo del etanal

En ocasiones, el exceso de alcohol en el organismo puede
hacer que se produzcan fallos en estos mecanismos de
eliminacién de sustancias téxicas. Por eso, hay que ser
precavidos cuando ingerimos bebidas alcohélicas, pues
pueden interferir en la sintesis de ADN durante la fase S
del ciclo celular asi como provocar numerosas mutaciones
que hardn que las células se transformen en tumorales.
Esto viene dado, principalmente, porque se van acumu-
lando en el higado tanto un exceso de etanol como de
etanal, igualmente toxico, de forma que las enzimas ante-
riormente nombradas no pueden catalizar sus reacciones
a la misma velocidad que penetran en las células estos
compuestos nocivos.

3. IMPORTANCIA MEDICA DE ALDEHIDOS Y CETONAS

A pesar de que los aldehidos y las cetonas son imprescin-
dibles para que se puedan desempefiar funciones tan es-
pecificas y necesarias como la eliminacién de alcohol o la
accion de hormonas, actualmente se sabe que existen
compuestos quimicos con estos grupos en sus moléculas
que pueden causar efectos muy perjudiciales para la sa-
lud humana. Concretamente, investigadores de la Uni-
versidad del Pais Vasco, realizaron un estudio en febrero
de 2012, en el que comprobaron que el uso continuado y
repetido de un mismo aceite para cocinar, provoca la con-
centraciéon masiva de aldehidos cancerigenos. El estudio se
realiz6 con aceites de lino, girasol y oliva, siendo este ul-
timo el que menos aldehidos téxicos contenia. La conclu-
sién a la que llegaron estos cientificos tras el balance de
los resultados fue que la ingesta de los alimentos fritos
con estos aceites requemados aumentaba las probabilida-
des de sufrir enfermedades neurodegenerativas como
Parkinson y Alzheimer.

Por su parte, las cetonas también han sido estudiadas en
el ambito médico. Sin embargo, en este caso, los efectos
sobre los seres humanos, son muy positivos. Los investi-
gadores han dado con lo que puede llegar a ser un méto-
do curativo del cdncer muy revolucionario en el futuro. El
estudio consistié en, por un lado, tratar células tumorales
de diferentes tejidos con glucosa; y, por otro, con glucosa
mas acetoacetato, una cetona que proviene del metabo-
lismo mitocondrial de las células hepéticas. En el primer
caso, las células tumorales crecieron y obtuvieron una
cantidad de energfa normal en forma de ATP. No obstan-
te, en la segunda experiencia, las células tumorales dis-
minuyeron su crecimiento y las concentraciones intracelu-
lares de ATP eran mucho menores que en el primer caso.
La explicaciéon de esto radica en el hecho de que las célu-
las tumorales tienen activados en exceso los genes que



controlan la sintesis de las proteinas desacoplantes de la
cadena transportadora de electrones, por lo que hay una
mayor disipaciéon de los protones. La presencia del ace-
toacetato disminuye la expresion de estos genes, actuan-
do por ello como un inhibidor. Asi, se espera que en el
futuro, se pueda idear una dieta basada en proteinas y
grasas con suplementos de vitaminas y minerales, sin
necesidad de usar la glucosa para evitar la aparicién del
cancer.

4. CONCLUSIONES

Muy probablemente, todavia la ciencia desconozca mu-
chos de los usos y aplicaciones de los aldehidos y cetonas
en las areas de la medicina, la industria agroalimentaria o
en terapias curativas de enfermedades como el cancer. Sin
duda, si se sigue experimentando y estudiando a fondo a
la célula, ella nos revelara qué mas secretos esconde. Todo
estd inventado, solo tenemos que descubrirlo.
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IVACAFTOR, PARA DAR UN RESPIRO.

Paula Callejo Garcia

Resumen— La Fibrosis Quistica es una enfermedad genética hereditaria causada por mutaciones en el gen que codifica para
una proteina que actia como canal de cloruro (CFTR). El conocimiento de este gen y el desarrollo de la terapia génica han
permitido la potenciacion de nuevos métodos que reducen los sintomas de la enfermedad y permiten una mejora en la calidad
de vida de los pacientes con fibrosis quistica. lvacaftor supone un paso mas en el tratamiento de la FQ y estudios recientes
han determinado su mecanismo de accién y los beneficios que conlleva.

Palabras Claves— CFTR, Ivacaftor, VX-770, FQ.

1. INTRODUCCION

La Fibrosis Quistica (FQ) es una enfermedad genética
hereditaria causada por mutaciones en el gen que codi-
fica para la proteina CFTR, un canal iénico involucrado en
el transporte de sales y fluidos en diversos érganos como el
pulmén. La manifestacion clinica principal de la enferme-
dad es la infeccién crénica de las vias respiratorias (princi-
palmente por Pseudomonas aeruginosa), lo cual causa un
deterioro acelerado de la funcién pulmonar e incrementa la
mortalidad. Normalmente, los pacientes de FQ se tratan
con numerosos tipos de tratamientos incluyendo antibioti-
cos para tratar las infecciones crénicas pulmonares y agen-
tes que eliminan la acumulacién de moco en el pulmén.[1]

El descubrimiento del gen CFTR en 1989 abrié un am-
plio abanico de posibilidades en el tratamiento de la FQ.
Desde entonces se han llevado a cabo numerosos intentos
para arreglar el defecto genético, obteniéndose diferentes
niveles de éxito.

2. IVACAFTOR

Ivacaftor es una terapia moduladora del gen CFTR
aprobada por la FDA (Federal Drug Administration).
Constituye la primera terapia basada en ADN empleada en
pacientes afectados con FQ. Es una técnica muy precisa, sin
embargo, va acompanada de un alto coste. Estas terapias se
adaptan normalmente al defecto especifico del tipo de FQ,
causando un beneficio en la sintomatologia, sin embargo,
hay que tener en cuenta que no supone una cura para la
enfermedad.

Ivacaftor (VX-770) es una terapia que ha sido aprobada
recientemente por la FDA para el tratamiento de la FQ.

Paula Callejo. Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad Pablo de
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Esta disefiada para actuar como potenciador de los canales
CF1TR epiteliales, prolongando el tiempo de apertura de los
mismos, aumentando de este modo la actividad de trans-
porte de cloruro.

Ivacaftor se centra en las mutaciones de tipo 3 que cau-
san la FQ (defectos en la regulaciéon de la proteina), princi-
palmente en la mutacién G551D-CFTR. [2]

vacaftor OH

N-(2.4-di-tert-butyl-3-hydroxyphenyl)-1.4-
dihydro-4oxoquineline-3-carboxamide;

C;HyN,0 5 M, - 392.40

Figura 1. Estructura y formula quimica del compuesto Ivacaftor. [1]

3. MECANISMO DE ACCION DE IVACAFTOR

Se han realizado diversos estudios para establecer las
bases moleculares de la actividad del canal de cloruro
CFIR y el mecanismo por el cual, VX-770 (Ivacaftor), pue-
de rescatar la funcién del canal de cloruro, cuya correcta

actividad se ve interrumpida por una mutacion.

Segun los estudios realizados, CFIR es fosforilado por
la proteina quinasa PKA (dependiente de AMPc) y es esta
la diana de VX-770. VX-770 induce la apertura del canal a
través de un mecanismo no convencional que no requiere
unién a ATP ni hidrdlisis: el canal CFTR puede ser estimu-
lado por mecanismos independientes de ATP y proporcio-

na una teoria para explicar la eficacia que tiene este com-



puesto en ensayos clinicos con pacientes que poseen la
mutacién G551, la cual altera el sitio de unidn a través del
cual se produce el mecanismo de apertura de canal depen-
diente de ATP. Ivacaftor se une directamente al CFIR fos-
forilado provocando la apertura del canal. Segtin los estu-
dios realizados, este compuesto potencia la actividad AT-
Pasa del CFTR-G551D. Sin embargo, este incremento no es
suficiente para rescatar la actividad ATPasa del canal mu-
tante (aproximadamente un 30%-50% de la actividad del
canal CFTR wt).

Se piensa que ivacaftor modifica las propiedades de
apertura del canal mutado, no directamente modificando el
sitio catalitico y la interfase, sino modificando distintos
elementos estructurales, muy importantes en el proceso de
apertura. El mecanismo que se propone es la unién de
ivacaftor a un sitio alostérico, diferente al sitio catalitico.
Esta hipotesis se apoya en la observaciéon de que VX-770 no
altera la dependencia de la actividad del canal CFIR wt al
ATP. Se cree que este compuesto se une a una interfase
intramolecular a lo largo del eje de la molécula (proteina

CFTR que constituye el canal de cloruro).

La estabilizacion de esta interfase podria facilitar la
apertura del canal. El sitio de unién de VX-770 puede pro-
barse directamente generando nuevos compuestos quimi-
cos basados en la estructura de VX-770, los cuales interac-
tian de manera covalente con residuos de la proteina
CFTR. [3]

Figura 2. Esquema del mecanismo de accién del VX-770.

(3]

El canal permanece cerrado cuando el sitio candnico catali-
tico no esta ocupado por ATP y los NBDs (medias lunas) se
separan. Normalmente el ATP se une al sitio catalitico e
induce la formacién de un dimero NBD que, a su vez, con-

lleva cambios conformacionales a lo largo de la region del
bucle (rectangulos azules), conduciendo a cambios con-
formacionales de la membrana y abriéndose el canal, en
altima instancia. Segun los resultados, en ausencia de ATP,
la interacciéon de VX-770 en un sitio no conocido pero dis-
tinto al sitio catalitico también induce el cambio conforma-
cional, abriéndose el canal. [3]

4. DATOS CLINICOS

La eficacia y la seguridad de Ivacaftor en pacientes de
FQ que tienen al menos una mutacién G551D en el gen
CFTR se evaluo en dos ensayos en los que se realiza un
control de placebo de forma aleatoria, realizado en 213
pacientes clinicamente estables. En el primer ensayo se
evaluaron 161 pacientes de 12 afios, los cuales contaban con
un FEV (volumen espiratorio forzado en 1 segundo) del
40% al 90%, mientras que en el segundo ensayo se trataron
52 pacientes de edades de entre 6 y 11, con un FEV del 40%
al 105%. En ambos ensayos, los pacientes fueron escogidos
de manera aleatoria a la hora de recibir de manera oral 150
mg de Ivacaftor o bien placebo cada 12 horas (con alimen-
tos que contienen grasa) durante 48 semanas, ademaés de la
terapia que individualmente estuvieran llevando a cabo
para tratar la FQ (antibidticos u otros aunque no se permi-
ten inhalaciones de soluciones salinas).

En ambos ensayos se observd una mejora de la funcién
pulmonar, lo cual se determina por el cambio de porcentaje
del FEV tras 24 semanas desde el inicio del tratamiento.

Otro de los puntos observados fue la mejora de los sin-
tomas (tos y dificultad para respirar), el cambio en el valor
inicial de la concentracién de cloruro en el sudor (medida
de la funcién del CFTR) y el tiempo de exacerbacién pul-
monar después de 48 semanas (evaluado inicamente en el
primer ensayo).

Asi, en ambos ensayos con Ivacaftor se produjo una me-
jora del FEV a las 24 semanas y los cambios persistieron a
las 48 semanas. Se aprecia un aumento del 10,6% en el FEV
de los pacientes tratados con Ivacaftor en comparacién con
los pacientes a los que se les administré placebo, el ensayo
1y un 12,5% en el ensayo 2. Por otra parte, aquellos pacien-
tes que fueron tratados con Ivacaftor mejoraron también el
peso corporal en los dos ensayos, una media de 2,75 kg
mas. En el ensayo 1, tras las 48 semanas, en los pacientes
que recibieron Ivacaftor se mostraron mejoras en los sin-
tomas de la FQ y fueron un 55% menos propensos a la
exacerbacion pulmonar que aquellos a los que se le admi-
nistrd placebo

Con el fin de probar si Ivacaftor puede activar la peque-
fia cantidad de CFTR con la mutacién DF508 que llega a la



membrana plasmatica, se realizé un tercer ensayo con 140
pacientes de 12 afios de edad o mayores homocigotos para
esta mutacion y con un FEV mayor al 40%. Recibieron, en
una proporcion 4:1 y al azar, dosis de 150 mg de Ivacaftor
cada 12 horas o placebo ademas de sus propias terapias
prescritas para el tratamiento de FQ.

El tratamiento con Ivacaftor no resulté en ninguna me-
jora en comparacion con el resultado de los pacientes tra-
tados con placebo en ninguno de los pardmetros: mejora
pulmonar, sintomas, cambio en el peso...[1]

5. CONCLUSIONES

El conocimiento del funcionamiento y mecanismo de
Ivacaftor ha permitido un paso mas en la lucha contra la
Fibrosis Quistica. Siendo una terapia recientemente apro-
bada por la FDA tiene como objetivo actuar como poten-
ciador de los canales CFTR epiteliales, prolongando el
tiempo de apertura de los mismos. De esta forma, se pre-
tende reactivar el correcto funcionamiento de los canales
de cloruro, permitiendo una mejora en la calidad de vida
de los pacientes con FQ.
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Intolerancia a la Lactosa, ¢,Por qué los
mamiferos ya no pueden ‘mamar’?

David Gustavo Bafias Conejero

Resumen— Los problemas en la asimilacién de lactosa son cada vez mas frecuentes en los seres humanos, y es que todos
los mamiferos a excepcién de algunas etnias europeas, dejan de producir la enzima responsable de la digestién de este azlcar

después de la lactancia.

Palabras Claves— Intolerancia, lactosa, lactasa, sustitucién, mamiferos.

1. INTRODUCCION

a lactosa es el principal carbohidrato presente en la
leche de mamiferos, el cual se hidroliza a glucosa y
sacarosa gracias a la accién de la enzima lactasa (lac-
tasa-floricina hidrolasa), presente en el intestino delgado.

2. EPIDEMIOLOGIA

La lactosa pasa de ser el principal carbohidrato en la ali-
mentacién durante nuestros primeros meses de vida, a ser
apenas un 5% en la edad adulta. La incapacidad de pro-
ducir la lactasa después de esta primera etapa, esta cada
vez mas extendida. Esta deficiencia, no obstante, tiene
una prevalencia distinta segtn el fondo étnico siendo en
el norte de Europa de entre un 2 y un 15% y llegando en
Asia hasta casi al 100% (Figura 1). [1], [2]

Este hecho no quiere decir que el 100% de los asiaticos
sean intolerantes a la lactosa, pero si tienen una deficien-
cia primaria de lactasa, es decir, la cantidad de lactasa que
producen, después de los primeros meses de vida, es muy
limitada, y por tanto, la cantidad de lactosa que pueden
asimilar es muy reducida.

Cuando se dice que, a parte de los europeos del Norte, el
resto de los mamiferos empiezan a dejar de sintetizar la
lactasa tras pasar su estado lactante, lo que ocurre es que
la cantidad de lactasa disponible para digerir la lactosa
decrece considerablemente, atendiendo generalmente, a
las necesidades dietéticas de cada individuo. Segun el
individuo y el tipo de deficiencia de lactasa se podran
ingerir y digerir, diferentes cantidades de lactosa, y a par-
tir del umbral definido por la cantidad de enzima dispo-
nible en cada individuo, apareceran los sintomas de la
intolerancia.

David Gustavo Baiias Conejero. Facultad de Ciencias Experimentales, Uni-
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Figura 1. Prevalencia de la intolerancia a la lactosa en el mundo. Se
aprecia como esta deficiencia es mas acusada en Asia, Africa o

Sudamérica, y lo es menos en Europa y Norte América. [4]

Los problemas de sintesis de lactasa pueden deberse a
una deficiencia primaria, o a una deficiencia inducida por
una enfermedad. El primer tipo se refiere a deficiencias
congénitas, por problemas en el desarrollo embrionario, o
por etnia geogréfica, el segundo tipo tiene lugar sobre
todo, debido a situaciones que alteran la arquitectura de
los pliegues de la membrana del intestino y también por
sobrecrecimiento bacteriano.[1]

3. LAENZIMA

La lactasa es una enzima poco convencional, ya que tiene
dos centros activos con dos actividades enzimaticas den-
tro del mismo polipéptido. La primera es la relacionada
con digerir la lactosa, la segunda tiene que ver con la hi-
drolisis de cerebrésidos para proporcionar esfingosina a
tejidos como el cerebro. Esta segunda actividad es la ra-
z6n de que no se pierda totalmente la sintesis de la lactasa
después de la etapa lactante sino que, como hemos dicho,
la cantidad necesaria, después de esta etapa, disminuye
en gran medida y su expresion atiende sélo a las necesi-
dades de esfingosina, aunque se digiera algo de la lactosa,
de forma residual.[3]



4. PATOLOGIAY SINTOMATOLOGIA

La actividad de la lactasa ocurre en las microvellosidades
de las células epiteliales del intestino (enterocitos), donde
se cataliza la hidrolisis de la lactosa. La ausencia de esta
actividad provoca que la lactosa, sin ser digerida, pase al
colon, donde incrementa la presién osmética, aumentan-
do la cantidad de agua dirigida al lumen intestinal. Ade-
mas, si las bacterias del colon fermentan esta lactosa,
puede dar lugar a la produccién exagerada de gas intesti-
nal y metabolitos que pueden ser t6xicos. [2]

En definitiva, se piensa que los sintomas de la intoleran-
cia a la lactosa ocurren por la fermentacion en el intestino
grueso de carbohidratos no digeridos completamente en
el intestino delgado.

Estos metabolitos pueden ser alcoholes, dioles como bu-
tan-2,3-diol, cetonas, acidos, y aldehidos como el metil-
glioxal. Estas toxinas pueden inducir sefhales dependien-
tes de calcio en la membrana de las bacterias, afectando a
su crecimiento y modificando con ello el balance de la
microflora en el intestino. Ademas, estas toxinas también
afectan a los mecanismos de sefializaciéon con células de
todo el cuerpo, explicando asi el amplio rango de sinto-
mas que muestra la gente con esta intolerancia. [3]

Algunos de los sintomas son: gases, dolor de estémago,
hinchazén de estémago, borborigmos (sonido de tripas),
diarrea o estrefiimiento, dolor de cabeza, fatiga, disfun-
ciones mentales, dolor de musculos o articulaciones, pal-
pitaciones, alergias, incluso infertilidad. [3]

Para tratar la intolerancia a la lactosa, se suele utilizar la
terapia de sustitucién de enzima. Esto es la administra-
cién de lactasa derivada de otras fuentes, como microrga-
nismos. Por ejemplo, recientemente se ha probado el efec-
to de la lactasa de Kluyveromyces lactis, dando lugar a una
reduccién de los sintomas gastrointestinales sin efectos
secundarios cuando se afiade la enzima a la leche antes de
consumirla. Otro sistema, més extendido, de sustitucion
de enzima es la administracién de capsulas o pastillas que
contienen lactasa, junto con la comida que contiene lacto-
sa, reduciendo la gravedad de los sintomas por ingesta de
lactosa (de manera dependiente de la dosis). [2]

Pese a una incidencia mundial del 70%, no se ha encon-
trado todavia un tratamiento especifico de curacién para
la intolerancia a la lactosa mas alla del ajuste dietético
correspondiente o la terapia de remplazamiento enzima-
tico. Quiza ésta sea una buena idea, para un biotecnélogo
emprendedor.
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EPOC, como manejarla

Sofia Doello Roméan

Resumen— La Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC) se caracteriza por la limitacion del flujo de aire al interior
de los pulmones y engloba principalmente a dos enfermedades: bronquitis crénica y enfisema pulmonar. La principal causa de
la EPOC es la exposicion al humo del tabaco. Aunque el tratamiento general usado contra esta enfermedad es la
oxigenoterapia, existen algunos farmacos que han demostrado ser Utiles a la hora de paliar sus efectos, como los agonistas B,

y los anticolinérgicos.

Palabras Claves— EPOC, pulmonar, obstructiva, broncodilatador, oxigenoterapia.

1. ¢QUEESLAEPOC?

L a enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC)
es una enfermedad prevenible y tratable que se carac-
teriza por la limitacion del flujo de aire al interior de
los pulmones que no es reversible y que no cambia pasa-
dos unos meses. Normalmente esta limitacién es progre-
siva y se asocia a una respuesta inflamatoria anormal de
los pulmones a particulas nocivas (Figura 1). [l
La EPOC engloba dos enfermedades pulmonares: bron-
quitis crénica y enfisema pulmonar. En la bronquitis cré-
nica los bronquios se inflaman obstruyendo el flujo de
aire a los pulmones y ademds aumenta la secrecién muco-
sa, lo que también obstruye las vias respiratorias. En el
enfisema pulmonar los bronquiolos crecen de tamafio
permanentemente y se destruye la pared alveolar, lo que
hace que las vias respiratorias se colapsen. [
La principal causa de la EPOC es la exposiciéon al humo
del tabaco, ya sea como fumador activo o pasivo, aunque
otros contaminantes ambientales e industriales también
pueden producir EPOC en personas que no han fumado
nunca. Otros factores asociados a esta enfermedad son el
sexo, factores genéticos, la dieta y el estatus socieconémi-
co. M

2. ¢QUE LACAUSA?

Los mecanismos patolégicos que causan EPOC no estan
claros pero se caracterizan por una respuesta exagerada
inflamatoria que produce lesiones en los pulmones. Esto
provoca un aumento en la activacién de neutréfilos y ma-
créfagos, que producen demasiadas proteasas y elastasas
como para que puedan ser contrarrestadas por los inhibi-
dores de proteasas y producen dafios en el tejido conjun-
tivo, destruyendo el pulmén. Otro tipo celular implicado
en el proceso de inflamacién excesiva son los linfocitos
CD8+ citotoxicos, que se encuentran en mayor niimero en
fumadores con EPOC que en fumadores que no padecen
esta enfermedad. [>3

Estos cambios patoldgicos pueden darse tanto en las vias
respiratorias centrales como en las periféricas.

Figura 1. Esquema de la inflamaciéon anormal que se produ-
ce en la EPOC. 1

3. TRATAMIENTO

El tratamiento general usado contra esta enfermedad es la
oxigenoterapia, aunque también se usa terapia broncodi-
latadora basada en la administracién de farmacos, princi-
palmente con agonistas B, y anticolinérgicos. [l

3.1 Tratamiento con farmacos

Los agonistas Beta (By) los hay de dos tipos: de corto y
largo alcance. Los de corto alcance que se prescriben de
forma més habitual son el salbutamol y la terbutalina.
Acttan sobre los receptores B, en el musculo liso bron-
quial y hacen que se relaje y se produzca broncodilata-
cién. También se cree que mejoran la depuracién mucoci-
liar. Normalmente tardan en actuar 5-15 minutos y su
efecto dura 3-5 horas, por lo que necesitan ser aplicados al
menos 4 veces al dia de forma regular. Por este motivo se
usan principalmente como analgésicos para proporcionar
alivio sintomético inmedjiato. [

Los agonistas B de largo alcance incluyen al formoterol y
al salmeterol. Suelen tardar mas en actuar que los de cor-
to alcance, por lo que no se utilizan como calmantes y su
acciéon dura aproximadamente 12 horas. Son ttiles para
pacientes que requieren broncodilatadores de forma regu-
lar, ya que su accién dura mds tiempo y es mas efectiva. [
Entre los efectos secundarios de los agonistas B, encon-
tramos temblores, tensién nerviosa, dolor de cabeza, ca-
lambres musculares y taquicardia, aunque son minimos
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Los anticolinérgicos actian bloqueando los receptores
colinérgicos en las vias respiratorias, provocando una
activacién colinérgica reducida del misculo liso bron-
quial y produciendo broncodilatacién. Ademas se cree
que reducen la secrecién de moco en las vias respirato-
rias. También se clasifican segtin sean de corto o largo
alcance. Su efecto llega poco después de ser aplicados
como aerosol (unos 30-60 minutos) y dura 3-6 horas. Un
anticolinérgico de corto alcance es el ipratropium, que
necesita ser aplicado de tres a cuatro veces al dia, y el tni-
co de largo alcance disponible es tiotropium, que sélo
necesita aplicarse un vez diaria.l'?!

Los principales efectos secundarios de los anticolinérgicos
son boca seca, vision borrosa, dolor de cabeza, retencion
urinaria, nduseas y estrefiimiento. Sin embargo, como en
el caso de los agonistas B, los efectos son minimos si se
usan las dosis adecuadas. [l

Otros tipos de farmacos usados para paliar los sintomas
de la EPOC son los corticoesteroides (inhalados y orales),
la teofilina y los mucoliticos. [

Los corticosteroides han demostrado ser eficaces en la
reduccién de la frecuencia de las crisis en pacientes con
EPOC grave. La via de administracion preferible es la
inhalada porque se minimizan los efectos secundarios,
aunque también se administran de forma oral.

Cuando los corticoesteroides inhalados se usan junto con
broncodilatadores de largo alcance el efecto es mayor que
cuando se aplican dichos farmacos por separado, propor-
cionando un mayor control de la disnea. Por este motivo,
el uso de estas combinaciones suele reservarse para pa-
cientes cuyos sintomas no desaparecen tras aplicar solo el
broncodilatador.

Los corticoesteroides orales, como la prednisolona, se
recomiendan para aquellos enfermos de EPOC con una
disnea significativa que afecta a sus actividades diarias y
para los pacientes hospitalizados.

Como se ha dicho anteriormente, los corticoesteroides
inhalados producen menos efectos secundarios que los
orales, aunque entre ellos podemos encontrar supresion
adrenal, disminucién de la densidad mineral 6sea (que
causa predisposicién a la osteoporosis), aumento de peso
y edema. [

La teofilina es una metilxantina que actia como un bron-
codilatador débil. También se cree que mejoran la depu-
racién microciliar, al igual que los agonistas By, y que
aumentan la fuerza diaframatica. No se puede usar en
concentraciones altas porque existe mucho riesgo de toxi-
cidad, pero cuando se usa a bajas concentraciones el efec-
to obtenido puede ser minimo. Esto hace que cuando se
aplica haya que monitorizar sus niveles en sangre, sobre
todo en los casos en los que se sospeche que se pueden
alcanzar niveles de toxicidad. Generalmente se reserva a
pacientes que no hayan mejorado con otros tratamientos
que estén mas optimizados.

Los principales efectos secundarios son nauseas, moles-
tias gastrointestinales, dolor de cabeza, insomnio, taqui-
cardia, palpitaciones, arritmias y convulsiones. [

Los mucoliticos acttan reduciendo la viscosidad del
esputo. Algunos mucoliticos orales, como la carbocisteina
y la mecisteina han demostrados reducir las crisis de los
enfermos de EPOC. Se reservan a pacientes con tos créni-
ca. [l

No se suelen dar efectos secundarios, pero cabe posibili-

dad de irritacién gastrointestinal y erupciones en la piel.
(1

3.2 Oxigenoterapia

La terapia con oxigeno a largo plazo debe acompanar
siempre cualquier tratamiento contra la EPOC, pues me-
jora la calidad de vida de los enfermos. Las evidencias
indican que al aplicar oxigenoterapia durante aproxima-
damente 15 horas al dia disminuye la mortalidad en pa-
cientes con EPOC, aunque los riesgos de su uso no han
sido realmente evaluados (existen datos muy limitados
que sugieren que aumenta el riesgo de hospitalizacién).
Suplementar oxigeno en altas concentraciones puede dar
lugar a la acumulacién de diéxido de carbono, lo que con-
lleva la acidificaciéon de las vias respiratorias, aunque
cuando esto ocurre suele poder solucionarse adminis-
trando una dosis méas baja. Esta terapia puede tener un
riesgo adicional para los pacientes fumadores. [l

REFERENCIAS

[1] Blackler et al. “Managing Chronic Obstructive Pulmonary Dis-
ease.” John Wiley & Sons Ltd, 2007.

[2] Athanazio. “Airway disease: similarities and differences be-
tween asthma, COPD and bronchiectasis.” Clinics, vol. 67, no.
11, pp. 1335-1343, 2012.

[3] Saetta et al. “CD+ T-Lymphocytes in Peripheral Airways of
Smokers with Chronic Obstructive Pulmonary Disease.” Am |
Respir Crit Care Med vol. 157, pp 822-826, 1998.

[4] http://www.ofil.org.ar/2012/07/identifican-varios-tipos-de-
epoc/

[5] Yoshimura K. et al. “Effects of tiotropium on sympathetic acti-
vation during exercise in stable chronic obstructive pulmonary
disease patients.” International Journal of COPD. vol. 7, pp. 109-
118, 2012.

[6] COPD Working Group. “Long-Term oxygen therapy for pa-
tients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD): An
evidence-based analysis.” Ontario Health Technology Assessment
Series, vol. 12, no. 7, 2012.

Sofia Doello Roméan. Estudiante de quinto cur-
so de la licenciatura en biotecnologia en la Uni-
versidad Pablo de Olavide.




Nuevas perspectivas en la vacuna Anti-VPH

Rocio Gaudioso Pedraza

Resumen—©l virus del papiloma humano es el causante de la enorme mayoria de lo canceres de cérvix, convirtiéndolo en la segun-
da neoplasia con mayor incidencia en mujeres. Durante los Ultimos afios se han desarrollado distintas vacunas que prometen proteger
a las mujeres, que todavia no hayan estado expuestas al virus, al desarrollo de cancer por infeccién. Con dos preparados en el mer-
cado y su aceptacion en el ambito profesional y social las nuevas investigaciones estan centrandose en encontrar vacunas menos
especificas, con una proteccién mas duradera y lo mas importante: mas baratas de producir y administrar. Con este fin varias vacunas
basadas en la ingenieria genética o la exposicion de antigenos especificos en bacterias no modificadas veran la luz en las proximas

décadas.
Palabras Claves— VPH; vacuna; cancer de cérvix

1. INTRODUCCION

1 tipo de céncer causado por la infeccién del virus del

papiloma humano con mayor prevalencia es el cancer

cervical, siendo otros tipos de cancer con mucha me-
nor presencia en los cuadros médicos el de pene o ano
(figura 1).

Figura 1: Canceres provocados por VPH en relacion con los totales.

(1]

Se calculan un ndmero aproximado de 50000 muertes
anuales causadas por este tipo de céncer [1], causados por
un pequefio grupo de virus con alto riesgo oncogénico.

Al ser un cancer de origen virico la prevencién podria
venir de la mano de la estimulacion [2] del sistema inmu-
ne mediante la exposicién de anticuerpos especificos de la
capsida del virus. [3] Numerosos afios de investigacién,
avalados y supervisados por la Organizacion Mundial de
la Salud, han posibilitado la salida al mercado de una
estrategia de prevencién de la infeccién de este virus, re-
lacionado con el 5% de todos los canceres conocidos hasta
el momento. [2]

2. LAVACUNA ANTI-VPH

Las tltimas generaciones de vacunas no contienen ningtn
rastro de ADN viral, por lo que su capacidad infectiva
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queda totalmente anulada, aumentando en gran medida
la seguridad de la vacuna. Se basan en la respuesta inmu-
ne del cuerpo humano ante virus-like particles, VLP, par-
ticulas no infecciosas al no presentar ADN pero capaces
de generar respuesta inmune. [5]

Actualmente hay dos presentaciones comerciales de esta
vacuna: Gardasil y Cervarix. El primer preparado es de-
nominado por las farmacéuticas como tetravalente, al
prevenir la infeccién de 4 tipos de VPH, en concreto 6, 11,
16 y 18. Por otra parte, Cervarix ‘tan s6lo’ protege ante
dos: 16 y 18, los considerados altamente oncogénicos. Se
calcula que con la administracién de todas las dosis de
estas vacunas se previene la infeccién durante un tiempo
aproximado de 20 afios. Al ser la causa mas comun de
contagio los encuentros sexuales se recomienda la admi-
nistracion de la vacuna a personas, tanto mujeres como
hombres, que no sean sexualmente activos, ya que tan
s6lo de esa manera se ‘asegura’ que no se hayan visto
expuesto hasta el momento al virus. También se reco-
mienda su distribucién a mujeres sexualmente activas, ya
que aunque hayan tenido oportunidad de estar en contac-
to con el virus también es posible que no, por lo que la
vacuna seguiria protegiéndola en el futuro. [5]

Otra dificultad reside es lo que podriamos denominar

‘cultura de vacunacioén’; al ser ésta una vacuna con 3 dosis
inyectadas a lo largo de 6 meses es necesario que tanto el
personal sanitario como las mujeres que reciban la vacuna
entiendan la necesidad de continuidad que tiene este tra-
tamiento.

Por todas estas razones se estd haciendo cada vez més
urgente la busqueda de vacunas alternativas que sean
mas eficientes, econémicas y cuya administracion sea la
adecuada en todos los paises que la requieran.

Una de las nuevas vacunas que estan siendo objeto de
estudio se basa en la utilizacion de la proteina virica L2,
en lugar de la L1. Esta proteina despierta una respuesta
inmunitaria menor que la L1, pero es también menos es-
pecifica, por lo que serfa activa para un mayor nimero
de VPH diferentes. [3]



3. NUEVAS PERSPECTIVAS

Se esta estudiando la fusién de varias unidades de L2,
provenientes de varios VPH, de forma que se genere una
cadena polipeptidica capaz de ser expresada sin proble-
mas en Escherichia coli. [3] Este trabajo de ingenieria ge-
nética y expresién de proteinas recombinantes no ha sido
posible utilizando la proteina virica L1, lo cual encarecia
el proceso. Al ser posible la expresién y sintesis bacteria-
na el proceso de produccién se abarata y simplifica mu-
chisimo.

Por otra parte se estan haciendo importantes avances en
vacunas cuyas dianas de actuacién son las proteinas viri-
cas E7. Como ya hemos visto, estas proteinas impiden el
buen funcionamiento del ciclo celular de la célula infecta-
da. En el proceso infectivo del virus, anticuerpos anti-E7
son inservibles, ya que cuando aparezca la proteina la
infeccion ya estd muy avanzada y el virus se encuentra en
el interior celular.

Sin embargo, existen células del sistema inmunolégico
cuyo fin es matar a células que presenten indicios de tu-
mor. Las vacunas basadas en estos principios contienen
proteinas E7 de los cinco virus més frecuentes junto con
una doble cadena de RNA virico,[3] que funcionaria como
sefal de la presencia del patégeno. Estas particulas juntas
provocan y estimulan el sistema inmune, activando a las
células del sistema inmune anteriormente mencionadas.
La principal ventaja de esta vacuna, temporalmente lla-
mada Pentarix, es que es mucho mas estable que sus pre-
decesoras al ser su principal constituyentes proteinas
completas y no subunidades peptidicas. De esta manera
se elimina en gran medida las condiciones restrictivas de
almacenamiento, facilitando su administracién en paises
en vias de desarrollo. [7]

Por otra parte, se estdn estudiando vacunas cuya adminis-
tracion no sea del tipo sistémico, sino a través de mucosas
(via oral, nasal, vaginal...). Estos tipos de preparados faci-
litan su administracién, pero podria provocar reacciones
inmunogénicas cruzadas. [7]Utilizando como chasis bac-
terias no inmunogénicas ni patégenas como son Lactococ-
cus lactis, se pretende la exposicién de antigenos viricos
en sus paredes bacterianas. Ademas, se tratan de bacterias
no modificadas, por lo que su utilizacién en seres huma-
nos no conllevaria riesgo alguno. Los ensayos en ratones
son mas que prometedores. [8]

4. CONCLUSIONES

Se espera que esta nueva generacién de vacunas comien-
cen la fase I de pruebas clinicas a principios del 2013, pu-
diendo de esta manera solventar los problemas de merca-
do en el futuro de estas vacunas.

Esta segunda generacién de vacunas que protegen frente
a un mayor espectro de HPV tiene el potencial de mejorar
en gran medida la prevencién del cancer. La co-infeccién
con diferentes tipos de VPH o tipos no identificables
HPV pueden disminuir la efectividad de las vacunas ac-
tuales, pero preparados con efectos cruzados podrian
disminuir los riesgos en este tipo de infecciones. [5]
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La Tuberculosis

Irene Calvo Montes

Resumen— Actualmente se trata de una enfermedad curable siempre y cuando se diagnostique a tiempo y se siga un
cuidadoso y prolongado tratamiento que abarca el uso de diferentes farmacos, tanto de primera como de segunda linea. Frente
a cepas multirresistentes se siguen investigando medicamentos a los que el bacilo no adquiera resistencia. Ademas se
investiga para generar vacunas seguras y que eviten una recaida en la enfermedad latente.

Palabras Claves— Bacilo de Koch, mycobacteria, multidrogorresistente, acido micélico, macréfago

La tuberculosis es una enfermedad basada en la infec-
cién bacteriana que produce el complejo Mycobacterium
tuberculosis. Principalmente ataca a los pulmones, provo-
cando la conocida tuberculosis pulmonar, pero puede
afectar a otros 6rganos o sistemas del individuo.

Los cultivos de M. tuberculosis o bacilo de Koch son
bacterias resistentes a los acidos, los élcalis y los desinfec-
tantes, ademds de a la desecacion y la congelacién. Por
ello, son capaces de sobrevivir durante semanas sobre
objetos inanimados siempre que no incida sobre ellas la
luz solar, a la que si son sensibles.

La enfermedad se transmite entre las personas a través
del aire, debido a las gotas infecciosas que se expulsan
con los estornudos, la tos o el habla. Sin embargo, una
persona puede estar infectada sin padecer la enfermedad.
Este riesgo aumenta en personas con un sistema inmuni-
tario dafiado, como es el caso de enfermos seropositivos
infectados con VIH, pacientes con desnutricién o diabetes
o fumadores de tabaco. [1]

Ante la exposicion del patégeno, el sistema inmunita-
rio activa la respuesta por medio de macréfagos, que de-
ben fagocitarlos y asi eliminarlos. Los macréfagos alveo-
lares son incapaces de eliminarlos el 30% de los casos de-
bido al alto contenido en lipidos de su membrana celular.
Asi, el bacilo crece y se replica en el interior del macroéfa-
g0 y como consecuencia se activa la respuesta inmune del
hospedador por medio de linfocitos T. Histopatolégica-
mente, en el foco de la infeccién se forma un granuloma,
tejido constituido por macréfagos y linfocitos que rodena
un drea central de tejido necrético. En este granuloma se
crea un ambiente hipéxico que mantiene bajos los niveles
de replicacién bacteriana. Asi se adquiere la inmunidad al
bacilo, ya que los macréfagos pueden activarse y llegar a
destruir el bacilo.

Sin embargo, las lesiones necréticas pueden permitir la
presencia M. tuberculosis de forma extracelular, adapta-
dos a dreas que presentan microambientes con bajos nive-
les de oxigeno y protegidos de la respuesta inmune del
hospedador, donde pueden adquirir resistencia a los
agentes microbicidas y los farmacos. Es entonces cuando
los bacilos resistentes son drenados al espacio alveolar y
reactivan su crecimiento, reactivando la enfermedad la-
tente. [2]

Para alcanzar un pronéstico favorable en el tratamien-
to de la tuberculosis resulta esencial un diagnéstico tem-
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prano, el reconocimiento de la cepa especifica y el analisis
del bacilo con respecto a su resistencia a los farmacos y
asi descartar ciertas cepas multidrogorresistentes. Ade-
mas es indispensable seguir el tratamiento de forma co-
rrecta, ya que si se suspende de forma prematura, la en-
fermedad empeora y se favorece la proliferacién de baci-
los multirresistentes a los medicamentos. [3]

M. tuberculosis tiene un tiempo de generaciéon prolon-
gado y es capaz de entrar en fase de latencia, donde su
actividad metabdlica disminuye al minimo, lo que dificul-
ta el ataque de los antimicrobianos. Por otra parte, la my-
cobacteria puede alojarse en tejidos donde los medica-
mentos penetran facilmente, o en cavidades pulmonares o
pus, donde el acceso es mas dificil. [4]

Actualmente los farmacos de primera linea que se uti-
lizan son la isoniacida, el etambutol, la rifampicina, la
piracinamida y la estreptomicina. La isoniacida, que inhi-
be la sintesis de la pared bacteriana a nivel de los acidos
micolicos. Se trata de un pre-farmaco, que se activa con la
presencia de una enzima micobacteriana. La piracinamida
tiene actividad tuberculicida s6lo en medio acido, por lo
que su eficacia es méxima en medio intracelular, dentro
de los macréfagos que estan procesando las micobacte-
rias. Estudios in vitro han puesto en evidencia su capaci-
dad de bajar el pH de modo que las micobacterias no
pueden crecer.

El etambutol tiene accién bacteriostatica, ya que su-
prime la proliferacion de los bacilos en crecimiento, ya
resistentes a isoniacida y estreptomicina. Para ello blo-
quea la incorporacion de acido micolico a la pared mico-
bacteriana ademas de inhibir la sintesis de arabinogalac-
tano. La rifampicina es un antibiético de amplio espectro,
bactericida contra formas intracelulares asi como extrace-
lulares. Su mecanismo de accién consiste en la inhibicion
de la sintesis de RNA mensajero bacteriano tras unirse a
la subunidad beta de la RNA polimerasa dependiente de
DNA. Finalmente, la estreptomicina es un antibiético de
tipo aminoglucésido, bactericida de pequefio espectro
desarrollado a partir de la actinobacteria Streptomyces
griseus. Esta sustancia se transporta a través de la mem-
brana de la bacteria hasta llegar a las subunidades 30S de
los ribosomas, donde interacciona con el complejo de ini-
ciacién e inhibe la lectura del RNA mensajero. Asi se tra-
duce el DNA de forma errénea, dando lugar a proteinas
no funcionales, de modo que se aumenta el transporte de
aminoglucésidos y se rompe la membrana citopldsmica y
se consigue la muerte celular. Sin embargo, la estreptomi-



cina no penetra bien en el interior de las células, por lo
que sélo ataca a bacilos extracelulares. [5]

Las mycobacterias, al igual que otros agentes micro-
bianos, adquieren resistencia a los antibiéticos por muta-
ciones en su genoma. Cuando esto ocurre, se comienza
con los antibitticos de segunda linea, que causan efectos
secundarios mds severos pero que ayudan a combatir la
infeccién de forma maés agresiva. Entre ellos, los mds usa-
dos son el 4cido paraaminosalicilico, la cicloserina, la eti-
noamida, los aminoglicésidos y las fluoroquinolonas.

En cuanto al ataque de las mycobacterias a nivel de su
membrana, cuando estamos ante poblaciones resistentes a
isoniacida, los farmacos usados son las etionamidas, que
inhiben la sintesis de 4dcidos micélicos y estimula las reac-
ciones de oxidorreduccién y la cicloserina, que interfiere
en la sintesis de la pared de peptidoglicano. A nivel del
nucleo, para atacar a cepas resistentes a rifampicina, se
usa el acido paraaminosalicilico, un antibiético activo
frente a poblaciones de crecimiento extracelular, en las
que inhibe la sintesis de precursores del DNA. Las fluo-
roquinolonas actdan sobre la DNAgirasa, encargada de
reducir la tensiéon molecular en el superenrrollamiento
que se da en el DNA durante su replicacién. Contra el
ribosoma se usan péptidos ciclicos que inhiben la sintesis
de proteinas y aminoglicésidos (amicacina, kanamicina,
capreomicina y viomicina), ambos administrados por via
intramuscular. Existen nuevos farmacos en desarrollo
como son la SQ-109 y los nitroimidazoles, que actdan a
nivel de la pared celular; macrolidas y oxozolidones, que
inhiben el complejo ribosomal y la diarilquinolina, que
inhibe la sintesis de ATP. [4], [6].

Con respecto a las vacunas para prevenir la tubercu-
losis, actualmente tenemos la BCG, que se compone de
bacilos vivos atenuados de una cepa de M.bovis. Depen-
diendo de los estudios realizados, se estima que su efica-
cia varia entre un 0 y un 83%. Por ello, se recomienda su
uso sistematico en paises donde la prevalencia es alta, asi
como la mortalidad por complicaciones graves de infec-
cién primaria. En Espafia, sin embargo, no esta indicado
su uso sistemético, excepto en trabajadores sanitarios en
continua exposicion a la enfermedad. [7]

La vacuna RUTI® se encuentra en fase de desarrollo
cinico y se compone de M. Tuberculosis fragmentado, tras
eliminar las partes téxicas del bacilo. Las investigaciones
que han dado como resultado esta vacuna se centran en la
baja velocidad de crecimiento del bacilo, que le permite
evitar la respuesta inmune del enfermo, los efectos del
drenaje fisioloégico del aparato respiratorio y el papel de
los macréfagos en la propagacién del bacilo. Asi se ha
desarrollado una vacuna terapéutica que evita la reactiva-
cién de la tuberculosis tras el tratamiento antibiético de
corta duracién y que impide que los bacilos latentes esca-
pen del sistema inmune. [8]

En definitiva, vemos que se trata de una enfermedad
curable, pero es esencial la combinacién correcta de medi-
camentos que ataquen desde diferentes puntos, de modo
que se evite la resistencia a los farmacos por separado.
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Furanocumarinas y su aplicacion en
fotoquimioterapia

Rosa M2 Jiménez Alejandre

Resumen— Las furanocumarinas son compuestos de origen vegetal y de alto interés farmacedtico, capaes de interaccionar
con la radiciacién ultravioleta produciendo un efecto fotosensibilizante sobre las células. Son usadas en el tratamiento de varias
enfermedades de la piel como la psoriasis, el vitiligo y el linfoma T cutaneo; ademas, se usan como protectores solares en
preparaciones cosméticas. Numerosos estudios reportan la incidencia de estas sustancias naturales en procesos vitales para
el hombre como la mutagenicidad, la carcinogenicidad y la inhibicion de tumores.

Palabras Claves— Furanocumarinas, fotosensibilidad, PUVA, psoraleno, psoriasis, linfoma T cutaneo.

Las cumarinas son metabolitos secundarios que pro-

vienen de la ruta del 4cido shikimico y derivan de la
2H-1-benzopiran-2-ona, una lactona del acido hidroxicina-
mico. Las furanocumarinas presentan un anillo de furano
junto al benceno en las posiciones 6 y 7 para las lineales
(Psoralen) en la figura 1, y 7 y 8 para las angulares (Ange-
licina). El anillo furdnico procede de la via acetato-
mevalonato.

Fig. 1. Molécula de Psoraleno.

El origen natural de estas moléculas esta restringido a
las plantas, figura 2, y su mayor concurrencia se presenta
en las Rutaceas y Umbeliferas o Apidceas, y en alimentos
como el apio, las zanahorias y la chirivia. Su funcién den-
tro del metabolismo de estas plantas se enmarca dentro
de los mecanismos de defensa que poseen frente a los
herbivoros polifagos y a los hongos patégenos. Sin em-
bargo, también es posible su obtencién sintética por Con-
densacién de Pekman, seguida de deshidrogenacion cata-
litica.

Fig. 2. Bituminaria bituminosa, presenta en su composicion fu-
ranocumarinas en forma libre o conjugada con glucosa.

El interés de las furanocumarinas reside en su activi-
dad fotosensibilizante sobre las células. Esta se manifiesta
como fototoxicidad, alterando y desorganizando multitud
de procesos bioldgicos en diferentes tipos de células, figu-
ra 3. La actividad fotosensibilizante de las furanocumari-
nas se explica fundamentalmente por la reactividad de su
estado excitado triplete, que se genera cuando interacttian
con la luz ultravioleta, y que puede dar lugar a reacciones
de enlace con macromoléculas como RNA, DNA y pro-
teinas, y a fotomodificaciones indirectas a los sustratos
biolégicos a través de formas reactivas del oxigeno. De
estas reacciones derivan efectos como fotodermatitis, car-
cinogénesis y mutagénesis, disminucion de la velocidad
del ciclo celular, inhibicién del desarrollo de ciertos tumo-
res, variacion de la actividad enzimaética o aumento de la
pigmentacioén de la piel.

Fig. 3. Mecanismo de fototoxicidad de psoralenos. Formacion de
la estructura ciclica que enlaza el psoraleno con bases pirimidi-
nicas de DNA.

La actividad fotosensibilizante de las furanocumarinas
es aprovechada de forma controlada para su aplicacion en
los campos biolégico y terapéutico. [1]

La aplicacién de las furanocumarinas més extendida es



en la Fotoquimioterapia Psoralénica PUVA (Psoraleno +
UVA), tratamiento que se utiliza en psoriasis, vitiligo y
eczemas desde la década de los setenta, sus primeros re-
sultados fueron descritos por el grupo norteamericano
liderado por Parrish [2] y el austriaco dirigido por Wolff
[3]. Esta terapia consiste en la accién combinada del agen-
te sesibilizante (Psoraleno) y rayos UVA que acttian sobre
las células epidérmicas, interfiriendo en los procesos de
replicacién, lo que disminuye el estado de mitosis en las
células y da lugar a la ralentizacion de la multiplicacion
celular produciéndose el blanqueamiento de las lesiones.
La exposiciéon a rayos UV se efecttia después de la aplica-
cién del psoraleno o dos horas después de su administra-
cién, para permitir que, tras la ingesta el farmaco, llegue a
la zona de la piel. Las lamparas de U.V. pueden destinar-
se a irradiar toda la superficie cutdnea o solo un area es-
pecifica, como se observa en la figura 4.

Fig. 4. PUVA regional.

La fotoquimioterapia posee una efectividad media
frente a otras terapias mas eficaces como el tratamiento
con ciclosporina o retinoides, pero aporta la ventaja de
poseer una menor toxicidad que estos tratamientos. En la
figura 5 se observa un esquema comparativo de diversas
terapias segtin su efectividad y toxicidad.

Fig. 5. Esqguema comparativo de PUVA en relacién con otras
terapias.

Aunque al principio la fotoquimioterapia se utilizo
principalmente en casos de psoriasis, esta técnica ha evo-
lucionado para tratar enfermedades de excesiva prolifera-
cién celular, por ejemplo el linfoma T cutdneo [4]. Este tu-

mor se puede tratar con Fotoquimioterapia extracorpérea
(FEC), figura 6.

La FEC es una técnica de aféresis que consiste en la
recoleccién de las células mononucleares de sangre peri-
férica que son tratadas con psoraleno y radiacién ultravio-
leta A, y reinfundidas posteriormente al paciente. Se
desarrolla asi una respuesta inmune dirigida contra los lin-
foctos reinfundidos que es la base mas probable del efecto
terapéutico de la técnica. La fotoféresis es una indicacion
de primera linea en las formas eritrodérmicas del linfoma
T cutdneo. Sin embargo, también es aplicable en enferme-
dades autoinmunes, en la prevencién y tratamiento del
rechazo en el transplante de 6rgano sélido y en la preven-
ciéon y tratamiento de la enfermedad injerto contra hués-
ped. Aunque en estos casos la FEC es considerada hoy en
dia una terapia de segunda linea aplicable a aquellos pa-
cientes refractarios o que no toleren el tratamiento inmu-
NOSupresor.

Fig. 6. Procedimiento de FEC.

La FEC contintia en desarrollo y, probablemente, en el
futuro, algunas modificaciones de la técnica seran la base
para inmunoterapias mas especificas y eficaces.

También podemos encontrar aplicaciones de las fu-
ranocumarinas mas alla de la fotoquimioterapia. Estas
moléculas son usadas, por ejemplo, en la preparaciéon de
productos solares, ya que favorecen la produccién de me-
lanina. Ademas, un estudio japonés demuestra que deri-
vados de las furanocumarinas presentes en medicamen-
tos Kampo (de la medicina china tradicional), como
byakangenicol o rivulobirin A, poseen efectos inhibitorios
contra la P-glicoproteina en la barrera hematoencefalica
en condiciones in vitro e in vivo [5].

Dado el interés farmacolégico/terapéutico de psora-
leno, angelicina y sus respectivos derivados, y que en la
actualidad no se dispone de un material vegetal con altos
contenidos en furanocumarinas, se estdn desarrollando
lineas de investigacién dirigidas a maximizar la produc-
cion de psoraleno, angelicina y sus respectivos glucésidos
en diferentes clones de B. bituminosa, con el fin de facili-
tar los procesos de extraccién, y disponer de productos



puros para su uso terapéutico [6].
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Resveratrol: el antioxidante mas poderoso

Alina Georgiana loja

Resumen— La palabra ‘resveratrol’ deriva de la palabra latina res (‘que procede de’), la planta Veratrum grandiflorum (de sus

raices se aislo por primera vez este compuesto, en 1940) y el sufijo ‘ol’, que indica la presencia de hidroxilos en la molécula. El
resveratrol es un polifenol presente en las uvas, algunos frutos secos y el vino tinto y también se produce por sintesis quimica.
Se han atribuido numerosas propiedades beneficiosas a este compuesto. Sus potenciales efectos neuroprotectores son objeto

de numerosos estudios en la actualidad.

Palabras Claves—Alzheimer, Lesion cerebral, Lesion medular, Neuroproteccion, Parkinson, Sirtuinas.

1. INTRODUCCION

e ha sugerido que el consumo diario de cantidades

moderadas de vino tinto y, por tanto, de resveratrol,

explicaria la llamada ‘paradoja francesa’, segin la
cual la poblacién del sur de Francia, a pesar de consumir
una dieta relativamente alta en grasas saturadas, presenta
un reducido riesgo de enfermedad coronaria. A partir de
estas primeras evidencias de las propiedades cardiopro-
tectoras del resveratrol, se ha extendido su estudio y ya
son muchos los campos en los que se han encontrado
efectos biofarmacolégicos, incluyendo efectos neuropro-
tectores en modelos de neurodegeneracién, de isquemia y
de lesién cerebral y medular, pero atin faltan estudios
clinicos en este sentido.

Quimicamente, se distinguen dos isémeros, cis y trans
(Figural). El resveratrol es una fitoalexina, es decir, un
compuesto antiinfeccioso y antioxidante que producen las
plantas en concentraciones particularmente altas como
defensa natural frente a diversos estresores.

Cis-Resveratrol

Trans-Resveratrol

Fig. 1. Estructura molecular del resveratrol. La molécula natural presen-
te en las uvas, algunos frutos secos y el vino tinto es el transresveratrol
(trans-3,4’, 5,-trihidroxiestilbeno). La exposicién a la luz favorece la
transformacion del isdmero trans en cis, con la consiguiente pérdida de
estabilidad y de actividad bioldgica.

2. FARMACOCINETICA: ABSORCION, DISTRIBUCION,
METABOLISMO Y EXCRECION

La farmacocinética del resveratrol se ha revisado re-
cientemente. El resveratrol se absorbe bien por via oral,

sin embargo, un factor importante que afecta a la biodis-
ponibilidad del resveratrol es que esté sujeto a un extenso
metabolismo de primer paso, tanto en el intestino delga-
do como en el higado. Las reacciones que disminuyen la
biodisponibilidad de resveratrol son reacciones de tipo II,
que incluyen sulfatacién y glucuronidacién. La ingesta
concomitante de alimento retrasa la absorcién del resve-
ratrol, pero no reduce su biodisponibilidad.

Tras estudios in vitro e in vivo también se ha sugerido
que el resveratrol podria no ser la molécula activa in vivo,
y ya se ha demostrado la actividad de los metabolitos
sulfatados en estudios in vitro.

3. DIANAS MOLECULARES Y EFECTOS
BIOFARMACOLOGICOS

El resveratrol es una molécula muy promiscua, de ma-
nera que su actividad biolégica (y la de sus metabolitos)
no se debe a un solo mecanismo de accién, sino que de-
pende de la interacciéon con varias dianas moleculares.

Asimismo, se han descrito multiples efectos biofarma-
colégicos del resveratrol, pero la mayoria de ellos han
sido demostrados en modelos animales; los escasos estu-
dios clinicos aun no son concluyentes.

Una de las dianas mas estudiadas es SIRT1 (Figura 2)
que pertenece a la familia de las sirtuinas (enzimas expre-
sados por los genes Silent Information Regulator, conocidos
popularmente como genes de la longevidad), y se ha im-
plicado en la regulacién de respuestas intracelulares que
promueven la supervivencia de la célula, mejoran la repa-
racién del ADN dafiado y reducen la division celular.
Curiosamente, aunque hay evidencias de actividad in
vitro, no se ha demostrado interaccion directa del resvera-
trol con esta diana, y las dosis requeridas son inalcanza-
bles con su uso dietético, lo que refuerza el interés de es-
tudiar los mecanismos indirectos de accion del compues-
to.



4. ENFERMEDAD DE ALZHEIMER

La enfermedad de Alzheimer es la enfermedad neuro-
degenerativa mds comun. Las sirtuinas, en particular
SIRT1 (Figura 3), desacetilan y controlan la actividad de
varios factores de transcripcion, entre ellos algunos rela-
cionados con el aprendizaje y la memoria. En el ratén
transgénico p25, un modelo de enfermedad de Alzhei-
mer, el resveratrol (Figura 2) reduce la neurodegenera-
cién en el hipocampo y previene el deterioro en el apren-
dizaje a través de un mecanismo que implica el descenso
en la acetilacion de PGC-1 (peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator) y p53, ambos sus-
tratos para SIRT1. El resveratrol también puede inducir la
expresion del factor de transcripcién de respuesta tem-
prana de crecimiento (Egrl), implicado en la regulacién

Fig. 2. Modelo molecular del resveratrol.

de algunos aspectos de plasticidad sinaptica relacionada
con el aprendizaje y la memoria.

Algunos estudios sugieren que el consumo moderado
de vino se asocia con una menor incidencia de enferme-
dad de Alzheimer y con mejoras neuroldgicas. Finalmen-
te, se ha sugerido que el resveratrol es un inhibidor de
acetilcolinesterasa, lo que apoyaria su posible aplicacién
en esta enfermedad.

5. ENFERMEDAD DE PARKINSON

La enfermedad de Parkinson es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas comdn después de la enfermedad
de Alzheimer. Se caracteriza por una pérdida de neuronas

Fig. 3. Estructura de la proteina SIRT1 (fuxia) unida al péptido de
p53 que sirve como antigeno celular (naranja). La proteina SIRT1 o
sirtuina (es una desacetilasa dependiente de NAD). Afectan al me-
tabolismo celular regulando la expresion de ciertos genes (epigené-
tica) dentro de eucariotas (vegetales y animales).

dopaminérgicas en la sustancia negra y la presencia fre-
cuente de inclusiones intraneuronales, los cuerpos de
Lewy, que estan formados por agregados de proteina
insolubles, principalmente integrados por a-sinucleina.

En modelos experimentales de enfermedad de Parkin-
son, la administracién de una dieta que contiene resvera-
trol, o el tratamiento con resveratrol en ratén adulto, pre-
vio a la administracién de la neurotoxina MPTP (causante
de parkinsonismo), ejerce efectos neuroprotectores en las
neuronas dopaminérgicas.

6. ENFERMEDAD DE HUNTINGTON

La enfermedad de Huntington es un trastorno heredi-
tario de caracter neurodegenerativo progresivo y de inicio
tardio, que conduce a alteraciones en el movimiento y
deterioro cognitivo, asi como a la muerte prematura, por
lo general, alrededor de 20 afios después del diagnostico.

El modelo experimental de esta enfermedad esta bien
establecido por la administracién de la neurotoxina acido
3-nitropropiénico, un inhibidor del complejo II de la ca-
dena de transporte de electrones mitocondrial. Varios
estudios han mostrado los efectos beneficiosos del resve-
ratrol frente a esta toxina; estos efectos podrian deberse a
su actividad antioxidante.

En un modelo de enfermedad de Huntington en Dro-
sophila se enfatizé que este compuesto natural es muy
probable que medie sus acciones neuroprotectoras tam-
bién a través de otras vias.

7. NEUROPATIAS PERIFERICAS

Las neuropatias periféricas comprenden mas de 100
trastornos degenerativos del sistema nervioso periférico

Una de las neuropatias mejor caracterizadas es la dia-
bética. Entre los factores patofisiolégicos que producen
dicha neuropatia estan la hiperglucemia, la insuficiencia
microvascular, la hipoxia y el estrés oxidativo. Es razona-
ble pensar que el resveratrol, por su accién antioxidante,
pueda ser efectivo en esta neuropatia. Los estudios in vi-
tro e in vivo sugieren que el efecto del resveratrol en la
neuropatia diabética se debe a la reduccién del estrés oxi-
dativo.

8. NEUROPROTECCION EN PROCESOS
TRAUMATICOS E ISQUEMICOS

Las lesiones medulares afectan a la persona, la familia
y la sociedad, y producen un alto impacto biopsicosocial.
Aunque hay estudios experimentales prometedores, ain
no hay tratamientos efectivos en este tipo de lesiones. En
modelos animales, el resveratrol protege la médula de la
isquemia-reperfusion (I/R). Aunque se desconoce el me-
canismo por el que se produce este efecto, podria deberse
a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anti-
apoptoticas. El efecto antioxidante se ha demostrado en



lesiones medulares.

La apoptosis, necesaria durante el desarrollo, también
ocurre tras lesiones cerebrales y medulares, y contribuye
a la pérdida neuronal. El resveratrol, administrado tras la
lesién, disminuye la apoptosis neuronal en la médula.
Ademas, eleva la expresién de genes implicados en los
procesos de apoptosis, y asi aumenta la recuperacién neu-
rologica.

Por dltimo, en estudios histolégicos, el resveratrol
ayuda a mantener la estructura del tejido y promueve
la recuperacién de la funcién neurolégica en ratas con
lesion medular. En estas ratas, el resveratrol mejoré la
funcion locomotora a las 24, 48 y 72 horas tras la lesién
medular.

9. NEUROPROTECCION EN PROCESOS
TRAUMATICOS E ISQUEMICOS

Al igual que las lesiones medulares, los traumatismos
cerebrales constituyen un importante problema clinico,
con alta mortalidad y morbilidad.

En un modelo de traumatismo cerebral por impacto
cortical controlado, se ha visto que la administraciéon pos-
traumatica de resveratrol reducia el déficit motor y cogni-
tivo, mejor6 la actividad locomotriz y exploratoria, y
también redujo la ansiedad y mejoré la capacidad para
reconocer objetos, que se relaciona con la memoria.

Aunque los mecanismos especificos por los cuales el
resveratrol ejerce este efecto neuroprotector ain no estan
claros, parecen relacionarse con sus propiedades antioxi-
dantes y de captura de radicales libres. Estas actividades
las ejerce de forma directa, por la naturaleza polifendlica
de la molécula, o de manera indirecta, inhibiendo la cas-
cada inflamatoria.

El dafio cerebral debido a infarto cerebral isquémico es
la segunda causa de muerte en Espafia, asi como la prin-
cipal causa de discapacidad y la segunda causa de de-
mencia en la poblacion adulta.

El resveratrol podria ejercer un efecto neuroprotector
en la lesién por isquemia, mejorando el metabolismo
energético del cerebro, y reduciendo el estrés oxidativo a
través de la inhibicién de la actividad de xantina oxidasa
y la prevencién de la producciéon de hipoxantina, xantina
y los radicales de oxigeno durante la I/R.

10. CONCLUSIONES

Numerosos estudios preclinicos indican que el resvera-
trol, componente de la dieta mediterranea, es un tema de
actualidad debido a sus efectos en animales y seres hu-
manos.

Los efectos del resveratrol en la esperanza de vida de
muchos organismos modelo siguen en controversia, con
efectos inciertos en moscas de la fruta, los gusanos nema-
todos y los peces de corta vida.

En experimentos con ratas y ratones se han descrito
efectos beneficiosos anticancerigenos, antienvejecimiento,
antiinflamatorios, antifibrético, disminucién de la glucosa

en sangre, hipocolesterolemiante, y otros beneficios car-
diovasculares. Como sustancia ergogénica en el deporte,
se ha demostrado en animales de experimentacién que
mejora la capacidad fisica de los animales sometidos a
dietas enriquecidas con este producto. También se inves-
tiga sobre su utilidad para la mejora del equilibrio y la
movilidad en personas mayores. El resveratrol mitigaria
el dafio producido por los radicales libres, producto de la
degeneracién de la dopamina, aumentando la supervi-
vencia celular. La mayor parte de estos resultados atin no
se han replicado en los seres humanos.

Es de esperar que, en un futuro préximo, la intensa
investigacion dirigida al estudio de los efectos de este
compuesto proporcione datos clinicos fiables para su uso
terapéutico.

No es se trata de vivir mas afios, sino de vivirlos mejor.
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Inmunoterapia. No hay mejor defensa que la
gue tenemos por defecto

Alejandro Aguayo Orozco

Resumen—La idea de tratar el cancer hoy en dia sigue distintos caminos en diferentes ambitos de la investigacién, desde la parte méas
quimica como la nanotecnologia, hasta la méas biolégica como es el uso de bacterias. Sin embargo, nuestro sistema de defensa por defecto, el
sistema inmunoldgico, posee las armas necesarias para acabar con esta enfermedad, suscitando el interés por el uso de lo que la naturaleza
creyo efectivo para acabar con cualquier efecto negativo en el organismo de procedencia exégena o endogena.

Palabras Claves— Citoquina, terapia contra cancer, anticuerpo recombinante.
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1. INTRODUCCION

as citoquinas como ya sabemos, son moléculas encar-

gadas de realizar comunicacion intercelular, quimio-

taxis, promueven la proliferaciéon y diferenciacién, y

otras muchas funciones sobre las células que las han
producido. A este respecto las células que las producen
son muy diversas, pasando por células adiposas (cuyas
citoquinas se denominan adipocinas), hasta llegar a las
células del sistema inmune, principalmente las produci-
das por monocitos (monocinas), linfocitos (linfocinas) y
células hematopoyéticas (interleuquinas).

Estas moléculas de bajo peso molecular estan implica-
das en numerosas rutas de sefializacién entre células del
sistema inmune, indicando la proliferacion de las mismas,
y ayudando en el proceso de reconocimiento y elimina-
cion del agente patdgeno.

Una de las investigaciones que se estan llevando a ca-
bo para el tratamiento de cancer, es la propia estimula-
cién del sistema inmune para que este mismo acabe con
las células tumorales. Pero como hacerlo, sin sefialar don-
de se encuentra el tumor. Para ello se estudia el uso de
citoquinas como terapia contra el cancer, ya que estas
poseen receptores especificos de membrana, a los que se
unen, y desde los cuales pueden promover la estimula-
cién del sistema inmune para que afecte a las células tu-
morales.

Ya se usaron algunas citoquinas, como la interleuquina
2 (IL-2), para el tratamiento de algunas enfermedades
como cancer de melanoma metastdsico avanzado. Sin
embargo, el uso de las citoquinas no es tan eficaz, ya que
al ser moléculas tan pequenas no se acumulan en las zo-
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nas donde queremos que actien con la eficacia requerida.
Y por otra parte, al tener tantos puntos del organismo en
los que las células poseen receptores especificos para las
citoquinas, estas pueden actuar a nivel de muchos tejidos
y organos, provocando efectos adversos al introducirlas
de forma artificial.

Fig. 1: La citoquina y el anticuerpo quedan unidos a través de un
péptido linker. Estas dos moléculas se pueden unir a su receptor y

antigeno respectivamente, tanto en cis (en la misma célula) como en

trans (en células contiguas).

2. ¢COMO HACER QUE LAS CITOQUINAS SE
ACUMULEN ALLIi DONDE QUEREMOS?

Esta es la misma pregunta que muchos investigadores
se han hecho, llegando a la conclusién de que si le unié-
ramos a esta citoquina, alguna molécula que pueda ir
dirigida contra la célula que queremos tratar se podria
afinar aun maés la punteria. Esta molécula es el anticuer-



po, el cual posee la capacidad de unirse tan solo a aque-
llos antigenos para los que tenga especificidad.

La fusién entre citoquina y anticuerpo (Fig. 1), permite
la acumulacién en las células tumorales de ambas molé-
culas, pudiéndose realizar una respuesta inmune locali-
zada y de mayor fuerza. Ya que una vez acumuladas las
citoquinas en el lugar de actuacién pueden activar la ruta
de proliferacién de las diferentes células del sistema in-
munitario, que llevaran a cabo la degradacién de las célu-
las marcadas. Como ejemplo, la acumulacién de IL-2 en
las células tumorales permite la activacién de las células
NK (Natural Killers), monocitos y células T citotdxicas,
ademas de poder inducir ellas mismas la apoptosis de la
célula tumoral.

Esto permite una eliminacién del tumor mas focaliza-
da, evitando efectos secundarios de los tratamientos con-
vencionales, como la quimioterapia. Ademas de la efica-
cia del tratamiento debido a que se trata de una activacién
del propio sistema inmune.

Este tipo de fusiones son muy variadas, debido a la
gran variedad de citoquinas existentes, y a la cantidad de
anticuerpos recombinantes o fragmentos de los mismos a
los que se pueden unir. Se han conseguido unir a citoqui-
nas a inmunoglobulinas, a fragmentos Fc delanticuerpo y
a fragmentos Fab del anticuerpo.

3. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ya existen algunas citoquinas aprobadas para el tra-
tamiento de algunos tipos de enfermedades, como por
ejemplo la IL-2 que esta aprobado su uso para el trata-
miento de melanoma metastasico y de carcinoma de célu-
las renales metastasicas. Sin embargo, las proteinas de
fusién anticuerpo citoquina, se estan estudiando hoy en
dia en ensayos clinicos. La fusién de la IL-2 con IgG se
encuentra en la fase II de su desarrollo, y esta fusion per-
mite la unién especifica a antigenos expresados en células
tumorales, acumulandose alli junto con las citoquinas.
Ademas la vida media en el organismo ha mejorado no-
tablemente, consiguiendo una eficiente supresiéon de la
diseminacién y el crecimiento del neuroblastoma humano
en ratones.
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Anti factor-TNF-a: Inhibiendo la accion de
nuestras propias celulas

Marta San Martin Alonso

Resumen— La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune crénica que afecta a las articulaciones sinoviales y que se
presenta en el 1% de la poblacién mundial. Sus efectos pueden afectar considerablemente a la calidad de vida de los
pacientes y es por ello por lo que se necesitan medicamentos capaces de paliar y retardar los sintomas hasta que se consiga

una cura definitiva.

El anti-factor de necrosis tumoral (anti-TNF-a) se encarga de reducir la inflamacién ocasionada por las propias células del
organismo, que de alguna manera se desregulan, dafiando el tejido y produciendo los sintomas

Palabras Claves— Artritis, reumatoide, TNF-a, autoinmune, tratamiento.

1. INTRODUCCION

La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune,
crénica e inflamatoria que afecta a las articulaciones
sinoviales. Se caracteriza por generar una inflamacién
de las mismas asi como una infiltracién de células deriva-
das de la sangre, principalmente células T de memoria,
macroéfagos y células plasmaticas. Todo ello lleva a una
progresiva destruccién del cartilago y del hueso. También
se piensa que puede estar mediana por la activacién de
enzimas destructivas: metaloproteinasas. En la figura 1 se
muestra una articulacién afectada en comparacién con
una articulacion sana. Se observan los distintos tipos celu-
lares y los sitios de destruccién en la articulacién.
Como muchas otras enfermedades autoinmunes, es mas
comun en las mujeres que en los hombres, debido posi-
blemente a la accién de las hormonas femeninas. (1)
Ademads, la artritis reumatoide es una enfermedad que
causa discapacidad progresiva, disminuyendo en gran
medida la calidad de vida del paciente. (2)

Figura 1. Articulacién con artritis reumatoide mostrando las células
mayoritarias, comparada con una articulacion sana. (PMN= células

polimorfonucleares)(Adaptado de (1)).

2. TNF, EL FACTOR DE NECROSIS TUMORAL

El factor de necrosis tumoral (TNF) es un miembro de la
superfamilia TNF, la cual incluye un gran nmero de mo-
léculas relacionadas estructural y funcionalmente. Los
efectos celulares de esta citoquina son diversos y desta-
can: proliferacién celular, diferenciacién y apoptosis.

Sus funciones bioldgicas estan relacionadas con la inmu-
nidad innata y adaptativa. Se sabe que este factor esta
altamente implicado en la enfermedad debido a que se ha
observado una produccién excesiva de TNF en el sitio de
la inflamacién. De ahi a la importancia que presentan las
citoquinas como dianas terapéuticas en muchas enferme-
dades autoinmunes inflamatorias. (3)

Tanto el TNF-a, como otras citoquinas proinflamatorias
(interleukinas) pueden ser liberadas a la circulacién sis-
témica. (4)

3. TRATAMIENTO

Gracias al andlisis de la compleja regulaciéon de cito-
quinas en el liquido sinovial de las articulaciones en un
cultivo de células, se logré identificar el TNF-a como dia-
na terapéutica. (5)

A partir de ese momento se introdujeron farmacos an-
ti-TNF-a, encargados de reducir en gran medida la infla-
macién ocasionada, mejorando la actividad fisica y la ca-
lidad de vida del paciente. Tres ejemplos importantes de
este tipo de farmacos son: infliximab, etanercept y adali-
mumab. Con ellos se puede conseguir una regulacion de
las citoquinas inflamatorias que se estimulan por el TNF-
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principales de los tres farmacos mas conocidos anti-TNF-
a.

Nos centraremos en comentar dos de ellos: etanercept
e infliximab.

3.1. Anti- TNF-a: Etanercept

El agente biolégico etanercept es una versién recombi-
nante del receptor humano soluble, factor de necrosis
tumoral (sTNFR) aprobado por la FDA para el tratamien-
to contra artritis reumatoide. El factor TNF es una de las
principales citoquinas responsables de la induccién de la
inflamacién en la enfermedad. En la parte sinovial de la
articulacién, TNF se une a los receptores de la superficie
celular p55 y p75, estimulando la proliferaciéon de células
como sinoviocitos y la consiguiente produccién de me-
diadores inflamatorios. Esto lleva al reclutamiento de cé-
lulas inflamatorias y a la progresiva destruccién de la
articulacién. Los sTNFR, que son receptores reguladores
para la actividad inflamatoria de TNF, se describen como
versiones truncadas de receptores de membrana de TNF.
El papel de sTNFR es prevenir el acceso de TNF a p55 y
p75, inhibiendo asi la inflamacion.

En los pacientes, sin embargo, los sTNFR estan reduci-
dos en ntimero, permitiendo entonces una unién excesiva
de TNF a sus propios receptores (p55 y p75) con la subsi-
guiente induccién de la inflamacién. Etanercept es un
inhibidor competitivo de la unién de TNF a los receptores

P55y p75. (8)

3.2. Anti- TNF-a: Infliximab

Infliximab es un anticuerpo quimérico humano/ratén
monoclonal aprobado por la FDA para el tratamiento de
la enfermedad de Crohn y de la artritis reumatoide. Este
medicamento se une al TNF-a y lo neutraliza. La admi-
nistracion de la droga es una simple infusion intravenosa
de 10 mg/kg peso en los pacientes. (8)

4. CONCLUSIONES

A pesar de los progresos en el campo, existen bastan-
tes preguntas sin responder. El éxito del tratamiento ba-
sado en el bloqueo de TNF ha llevado a muchos grupos
de investigacion a considerar la terapia anti-citoquinas
como una buena opcién.

De consideracién importante es estudiar mas la fusién
entre proteinas y anticuerpos.

Esto podria aumentar el interés de las industrias far-
macéuticas y biotecnolégicas en terapias basadas en anti-
cuerpos: de hecho una parte considerable de los ensayos
clinicos estdn ahora basados en anticuerpos monoclona-
les. (9)

Esta claro que se necesitan muchos mas estudios que
fusionen la patologia humana con las respuestas de los
farmacos en el organismo, asi como un mayor entendi-
miento de los procesos celulares y moleculares que ocu-

rren no sdlo en la enfermedad, sino también en la cura de
la misma.
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TABLA 1
CARACTERISTICAS DE FARMACOS ANTI-TNF-A

Droga Estructura Dosis
molecular
INF(infliximab) Anticuerpo qui- 3
mérico monoclo- | mg/kg/8seman
nal as
ADA (adalimumab) Anticuerpo hu- 40 mg cada 2
manizado mono- semanas
clonal
ETA(etanercept) Fusién de protei- 25 mg dos
nas del receptor veces a la
soluble TNF y la semana

porcidn Fc de una
inmunoglobulina

Ruta de Efectos adversos
administra-
cion
Intravenosa Infeccion grave: reaccion en el sitio de inyeccion,

hipotension o dolor de cabeza...

Subcutanea Infeccion: tuberculosis, infecciones serias, SLE. ..

Subcutanea Nauseas, dolor abdominal, dolor de cabeza, dolor
de espalda, vomitos, diarream hipertension. ..
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