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Nos metemos ya de lleno en el verano y lo celebramos con un nuevo numero de la
revista MoleQla. Ademas de con articulos muy interesantes, este nimero viene con tres
sorpresas. Un relato escrito por un jovencisimo autor, aldn en el instituto, que podria
convertirse en el primer “fasciculo” de una novela, nuevas portadas para la revista y una
pagina web que, gracias a nuestros dos responsables de maquetacidn, Fran y Rafa, cada
vez es mas dindmica, funcional y flexible. Desde la Editorial, os deseamos que disfrutéis
este niUmero y que paséis un buen verano. iNos vemos en septiembre!
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La tecnologia del eDNA y su potente
aplicacion en la monitorizacion genética de
ecosistemas acuaticos

Fernando M. Delgado Chaves

Resumen—La monitorizacién de ecosistemas resulta especialmente util para controlar las diferentes poblaciones que lo habitan.
En ecosistemas acuaticos, esto se ha venido realizando tradicionalmente mediante la captura, identificacién, conteo y
clasificacion de las diferentes especies, requiriendo expertos taxbnomos y gran cantidad de trabajo y tiempo. La Tecnologia del
eDNA surge como un método estandarizado que, si bien no pretende desplazar el trabajo de los taxbnomos, promete un analisis
exhaustivo del ecosistema, permitiendo la identificacion de especies que dificiimente se podrian haber detectado con métodos
tradicionales. En esta revison se comentan los avances con respecto al control tradicional de ecosistemas que supone la
tecnologia del eDNA, asi como algunas de las aplicaciones que se estan realizando actualmente y futuras direcciones.

Palabras Claves— eDNA, monitorizacién de ecosistemas, herramientas moleculares, ecosistemas acuaticos

1. INTRODUCCION

E 1 ADN ambiental (environmental DNA, eDNA en in-
glés) es ADN nuclear o mitrocondrial es liberado por

parte de un organismo al ecosistema [1]. Dado que las
diferentes especies que habitan un ecosistema interactiian
constantemente con él, continuamente liberan material ge-
nético a su alrededor. Entre las fuentes de eDNA se inclu-
yen heces, moco, gametos, pelo o piel y, como resulta ob-
vio, individuos muertos que desprenden material gené-
tico. El eDNA se puede detectar en su forma celular o ex-
tracelular (ADN disuelto) [2].

La idea original tras su utilizacién como herramienta de
control y monitorizacién de ecosistemas [3] surgi6 del es-
tudio de microorganismos en muestras ambientales, pero
se desarroll6 para incluir el andlisis del eDNA en las mues-
tras para la deteccién de macroorganismos raros o escurri-
dizos.

El andlisis de muestras ambientales usando la tecnolo-
gia del eDNA ofrece valiosos resultados para el estudio de
ecosistemas antiguos y ha sido probado de gran utilidad
para la monitorizacién de la biodiversidad actual en eco-
sistemas acuaticos y terrestres.

Los métodos con eDNA pueden ser una forma rentable
de obtener informacién bdsica sobre la abundancia y dis-
tribucién de las especies que habitan un ecosistema y per-
mitirdn que los recursos limitados para la conservacién y
la experiencia taxonémica se implementen de manera efi-
ciente.

La informacién del eDNA y de la genética de poblacio-
nes puede proveer de informacién valiosa, a menudo im-
posible de obtener de otra forma, para la monitorizacién
de especies y su conservacién por su interés ecolégico [4].

Ademds, el andlisis del eDNA es particularmente ttil
contra las especies dificiles de detectar usando métodos
convencionales que frecuentemente requieren atrapar a los
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individuos, requiriendo a menudo licencias para ello,
como es el caso de las especies amenazadas o en riesgo de
extincion.

2. LA TECNOLOGIA DEL EDNA SUPERA A LOS
METODOS TRADICIONALES

La monitorizacién de la biodiversidad de plantas y ani-
males se basa convencionalmente en la deteccién visual y
el conteo. Tradicionalmente, esto a menudo requiere un ni-
vel de experiencia taxonémica que puede ser dificil de ac-
ceder rdpidamente, requiriendo altos costos, esfuerzos y
tiempo [5].

Fig. 1. Ejemplo de la sensibilidad de la tecnologia del eDNA.
La distribucién de la rana toro con sondeos tradicionales (a) vs.
Sondeos con ADN ambiental (eDNA) (b). Los circulos rellenos
representan los estanques donde se detecto la rana toro ame-
ricana y los circulos abiertos representan el estanque donde no

se detect6 la especie [6].

Tradicionalmente, los estudios genéticos en individuos
han requerido la captura fisica y el marcado de una mues-
tra, seguido de la liberacién y posterior recaptura de una
proporcién de animales marcados que significa mucho tra-
bajo y tiempo.



El método de eDNA es valioso para la deteccién de es-
pecies y supera los métodos tradicionales de reconoci-
miento de anfibios en términos de sensibilidad y esfuerzo
en muestreo [8].

Los sondeos de campo pueden subestimar mucho la po-
blacién real y la distribucién de especies. Esto fue demos-
trado por Dejean et al. en el caso de la rana toro americana,
una especie invasora. En la figura 1 se muestra una com-
paracion entre la deteccién de esta muestra hace un tiempo
utilizando encuestas tradicionales frente a los resultados
reales del método eDNA, lo que muestra que algunas po-
blaciones de ranas no fueron detectadas.

2.1. Supervivencia del eDNA

El ADN ambiental puede sobrevivir desde horas a miles
de afios, dependiendo del entorno ambiental del que se
haya obtenido y permite la deteccién de una sola especie o
el andlisis de ecosistemas completos.

La conservacién del eDNA dentro de los ambientes de-
pende de varias condiciones, por ejemplo, el ADN se con-
serva mejor en el permafrost en lugar de en ambientes
acuaticos [7].
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Fig. 2. Detectabilidad de eDNA en agua en funcién del tiempo
transcurrido tras retirar muestras biolégicas que desprenden ma-
terial genético, en condiciones de control (a) y en condiciones na-

turales (b) [11].

En entornos acudticos, el eDNA se diluye y distribuye
debido a las corrientes y otros procesos hidrolégicos, pero
solo dura entre 7 y 21 dias, segtin las condiciones ambien-
tales (Fig. 2). Los sedimentos acudticos (de agua dulce y
marina) también han demostrado ser ricos en eDNA [9].
De hecho, el ADN extracelular en los sedimentos marinos
es considerado con mucho el mayor reservorio de ADN en
los océanos. E1 ADN de los ambientes acudticos proviene
de las heces, la saliva, la orina y las células de la piel de los
animales que habitan en el agua, asi como de los animales
que visitan el ambiente, como aves y mamiferos [10].

Es probable que el ADN liberado en el medio ambiente
se descomponga y con el tiempo se pierda. La exposicién a
la radiaciéon UVB, la actividad microbiana, el pH, la tempe-
ratura y las endo- y exonucleasas pueden degradar el
eDNA. Al considerar la tasa de degradacién de eDNA, se
encuentra que el eDNA permanece intacto mds tiempo en
condiciones mds frias, mds oscuras y mds alcalinas. Los
fragmentos de ADN cortos generalmente se degradan muy
lentamente y son los que se pueden recuperar facilmente
de muestras ambientales [11].

El conocimiento de la persistencia del ADN influird en
gran medida en la planificacién de los inventarios de bio-
diversidad y en las encuestas de bioseguridad.

2.2. Recoleccion tradicional de muestras
biolégicas en ambientes acuaticos

Diferentes entornos requieren diferentes metodologfas
de muestreo, pero quedan dreas en las que las metodolo-
gias de laboratorio pueden ser estandarizadas para permi-
tir comparar los resultados entre los estudios [2].

En ambientes acudticos, los sondeos emplean tradicio-
nalmente redes o equipos de electropesca o ecolocaliza-
cién. En el caso del electrofishing, generalmente tiene bajas
probabilidades de captura por organismo objetivo, son in-
dicadores confiables de la presencia de especies solamente
presentes en moderada o alta abundancia. No obstante,
para las especies poco abundantes, la baja probabilidad de
deteccién de estas herramientas a menudo conduce a un
error en la inferencia (falso negativo) [3].

Otra opcidén es el uso de ecolocalizadores, como C-PODs
(Cetacean y POrpoise Detector, Chelonia Ltd., U.K.) [12],
para la deteccién de cetdceos. Estos constan de un hidré-
fono, un amplificador, una serie de filtros de paso de banda
y un registrador de datos que registra continuamente la ac-
tividad de pulsos de sonido de los cetdceos. Procesa las se-
fiales grabadas en tiempo real y solo registra el tiempo y la
duracién de los sonidos que cumplen un conjunto de crite-
rios actsticos establecidos por el usuario para que coinci-
dan con las caracteristicas especificas de los pulsos de eco-
localizacién del cetdceo en estudio.

Ademas, las técnicas tradicionales de monitorizacién a
veces han demostrado ser invasivas para la especie o eco-
sistema en estudio, como los sondeos marinos que se han
basado en técnicas altamente destructivas [5]. Sin embargo,
la detecciéon de eDNA en comparacién con las encuestas
tradicionales incluye la incapacidad de distinguir entre or-
ganismos vivos y muertos, etapas de vida particulares
(huevos, juveniles, adultos) y especies hibridas. Ademds, a
diferencia de los métodos tradicionales en los que se co-
noce "en tiempo real" dénde y cudndo estaba presente una
especie objetivo, las metodologias de eDNA no pueden
proporcionar informacién detallada sobre dénde podrian
estar las especies objetivo o sobre cualquier variacién de
microhabitat. Por ejemplo, los perfiles genéticos en las ba-
llenas pueden obtenerse a partir de biopsias de piel, o
muestras fecales oportunisticamente encontradas [10] [13].

Las metodologias de ADN ambiental no deben utili-
zarse para reemplazar o ignorar el conocimiento y la expe-
riencia de los ecélogos de campo experimentados y los es-
pecialistas en taxonomia, sino que deberfan convertirse en
una herramienta de complementacién para mejorar los re-
cursos limitados de conservacién.

3. IDENTIFICACION DE ESPECIES POR SU CODIGO DE
BARRAS

Durante la década de 1990, las ballenas francas del
Atldntico Norte disminuyeron significativamente la repro-
duccién y mostraron signos de salud comprometida, lo que
provoco el inicio de estudios no invasivos basados en heces



para investigar posibles factores causales [10]. Hay muchos
otros ejemplos que muestran claramente la necesidad de
monitorear los entornos naturales para prevenir la extin-
cién de especies, la invasiéon de especies y el manteni-
miento de la biodiversidad.

Para lograr esto, se hace uso de marcadores moleculares
para la monitorizacién genética. Se disefian disefian pri-
mers especificos de especies para amplificar el ADN de las
muestras que se usan para estudiar la biodiversidad. Por
lo general, se utilizan secuencias de ADN estandarizadas y
cortas, tipicamente de un gen mitocondrial, para identifi-
car y detectar especies [3].

Se usan marcadores de ADN mitocondrial [1] debido al
ndmero de copias sustancialmente mayor de mtDNA que
de ADN nuclear por célula ya que se trata de ambientes
donde el ADN estd presente a bajas concentraciones y/o se
degrada. La secuencia de c6digos de barras perfecta debe
ser accesible para la amplificacién por PCR con el mismo
conjunto estandarizado de primers en todas las especies de
interés, y deberia ser facil secuenciar en ambas direcciones.

Para estudiar muestras bioldgicas, los cientificos hacen
uso de estos cddigos de barras de ADN [14]. Los cédigos
de barras biol6gicos ofrecen la oportunidad de expandir la
identificacién de especies a situaciones fuera del alcance de
un taxonomista experto. La codificacién de cédigo de ADN
es un método taxonémico que utiliza un marcador gené-
tico breve en el ADN de un organismo para identificarlo
como perteneciente a una especie en particular. Se diferen-
cia de la filogenia molecular en que el objetivo principal no
es determinar patrones de relacién sino identificar una
muestra desconocida en términos de una clasificacién pre-
existente [15].

Se usa la secuenciacién masiva del ADN para la identi-

ficacién molecular simultdnea de taxones multiples en una
muestra compleja y se analizan normalmente genes mito-
condriales, cloropldsticos o ARN ribosémicos (ARNTr) [16].
Estos pueden amplificarse por PCR, secuenciarse y poste-
riormente usarse como c6digos de barras para identificar y
discriminar taxones. Si bien el uso de CO1 como un cédigo
de barras para animales y algas es ya un estdndar bien es-
tablecido, esta secuencia parece ser menos adecuada para
la distincién de especies de plantas terrestres, ya que es me-
nos variable entre especies y, por lo tanto, hay una brecha
mds pequefia que separa las diferencias la variabilidad en-
tre individuos de estas especies.
En las plantas, la busqueda se ha centrado principalmente
en el pequefio genoma residual de los cloroplastos, que es
similar al genoma mitocondrial en algunos aspectos. Los
resultados muestran que los genes matK y rbcL, asi como
la secuencia no condificante trnH-psbA, coincidian més es-
trechamente con los criterios establecidos para una secuen-
cia de cédigos de barras ideal [14]. En hongos, se reco-
mienda oficialmente usar la secuencia ITS, un espaciador
transcrito interno como marcador molecular [11].

En el caso de entornos acudticos debido a la rdpida de-
gradacién del eDNA en el agua, es importante usar un ta-
mafio de fragmento pequefio ya que los fragmentos mds
grandes tendrdn menos probabilidades de persistir el
tiempo suficiente para permitir la deteccién de especies [9].

El software PrimerBlast se puede usar para disefiar pri-
mers especificos para la especie objetivo que dardn como
resultado amplicones basados en registros en GenBank
[17].

3.1. Ventajas de la tecnologia del eDNA frente a
métodos tradicionales en la monitorizacion de la
biodiversidad

Esta técnica tiene miltiples ventajas con respecto a los mé-
todos que se han venido usando tradicionalmente, como
por ejemplo:

a. Normalizacién: la obtenciéon de una muestra ambien-
tal puede llevarse a cabo de manera muy estandarizada en
todas las localizaciones de un determinado tipo de hébitat.

b. No invasividad: el ADNn es un método verdadera-
mente no invasivo que no inflige dafio a las especies o hé-
bitats en estudio.

c. Sensibilidad: en situaciones donde las especies de im-
portancia para la conservacién tienen estilos de vida crip-
ticos o requieren el estudio de etapas del ciclo vital del or-
ganismo como juveniles que son dificiles de identificar a
partir de especies estrechamente relacionadas, incluso una
alta experiencia taxonémica a menudo es ineficiente.

d. Rentabilidad: varios estudios informan un tiempo de
trabajo més corto y un costo mds bajo usando eDNA en
comparacién con las técnicas de monitoreo tradicionales.
Dado que el precio de la secuenciacién por par de bases
sigue disminuyendo exponencialmente, el método del
eDNA serd en muchos casos superior a algunos métodos
tradicionales, especialmente cuando se utiliza un enfoque
de codificacién en el cédigo de codificacién como el meta-
barcoding.

e. Independencia de las condiciones climédticas: para va-
rias especies (por ejemplo, anfibios), los sondeos tradicio-
nales son dificiles fuera de estaciones particulares o ciertas
condiciones climéticas en las que la actividad de los adul-
tos estd llegando a su punto méximo [4].

3.2. Disefio de un programa de monitorizacion
genética

Para llevar a cabo un programa de monitorizacién por
eDNA de una determinada especie es necesario seguir una
serie de pasos:

i. Identificar los objetivos: los programas de monitoriza-
cién a largo plazo pueden comenzar con objetivos bastante
generales que probablemente evolucionen con el tiempo.
Tener objetivos mds enfocados que deberfan ser lo més es-
pecificos posible [18].

ii. Evaluar los potenciales métodos analiticos y de mues-
treo: jPuede el método proporcionar el tipo correcto de in-
formacién? En general, los proyectos a largo plazo debe-
rfan comenzar con un disefio de muestreo relativamente
simple para proporcionar flexibilidad para futuros cam-
bios.

iii. Incluir un disefio experimental: si esto no es factible,
los cambios en los pardmetros clave de la poblacién adn se
pueden monitorizar, pero serd mds dificil establecer rela-
ciones de causa y efecto.

iv. Monitorizacién adaptativa: el programa debe permi-
tir la maxima flexibilidad para responder a la nueva infor-
macién y los factores imprevistos, incluidos los cambios en



el sistema natural (por ejemplo, inundaciones, sequias o re-
gimenes climadticos ciclicos); cambios antropogénicos (mo-
dificaciones incontroladas en el sistema); y nuevos méto-
dos analiticos.

4. APLICACIONES DEL EDNA Y FUTURAS METAS

4.1. Importancia de un censo de eDNA

La distribucién de especies y la estimacién de la bio-
masa son factores importantes para la conservacién de po-
blaciones. La distribucién de especies puede determinarse
mediante datos de ausencia / presencia, y muchos grupos
se ha puesto de manifiesto el uso del eDNA para tal apli-
cacién. La informacién que proporcionan las estimaciones
de biomasa juega un papel importante en la conservacién
de especies raras y en peligro de extincién y en el manejo
del tamafio de la poblacién. La gestién eficiente de especies
raras, incluidas especies nativas en peligro de extincién y
especies no autdctonas recientemente introducidas, re-
quiere la deteccién de poblaciones a muy baja densidad [5].

Desde la implementacién de la tecnologia del eDNA, la
investigacion ha abordado cuatro temas principales: la de-
teccién de especies en peligro de extincién, el rastreo de es-
pecies invasoras, la transmisién de patégenos, y el perfec-
cionamiento de los métodos de campo y de laboratorio.

4.2. Medicion de la biodiversidad en ambientes
acuaticos

Desde que Ficetola et al. (2008) [5] demostré por pri-
mera vez que la deteccién de vertebrados usando ADN
ambiental en muestras de agua era posible, el interés en
usar esta herramienta para la conservacién biolégica de pe-
ces, anfibios e invertebrados acudticos ha crecido rdpida-
mente. La monitorizacié de especies amenazadas a través
del ADN ambiental puede ser una forma répida, rentable
y estandarizada de obtener datos bdsicos sobre distribu-
cién y abundancia, lo que permite un despliegue eficiente
de recursos de conservacién limitados y experiencia taxo-
némica.

Aunque el conocimiento sobre la biodiversidad es in-
completo o incluso no descrito para numerosos taxones y
regiones geogréficas [20], existe un acuerdo politico inter-
nacional para detener la pérdida actual de biodiversidad.
La evaluacion de la distribucién de especies es una primera
fase critica de estudios de biodiversidad y es necesaria para
muchas disciplinas como la biogeografia, la biologia de la
conservacién y la ecologfa. Sin embargo, varias especies
son dificiles de detectar, especialmente durante periodos
de tiempo particulares o etapas de desarrollo, lo que po-
tencialmente sesga los resultados del estudio.

Por ejemplo, la presencia de marsopas se ha visto afec-
tada por la presencia del parque edlico marino holandés
Egmond aan Zee [21]. Los resultados muestran un fuerte
patrén estacional, con més actividad registrada durante los
meses de invierno. Los motivos de esta aparente preferen-
cia por el parque edlico no son claros. Se discuten dos cau-
sas posibles: una mayor disponibilidad de alimentos den-
tro del parque edlico (efecto arrecife) y / o la ausencia de
buques en una parte del Mar del Norte (efecto refugio) que,

de otro modo, estarfa muy traficada. Existe particular preo-
cupacién por una especie clave, la marsopa del puerto
(Phocoena phocoena). La tasa de deteccién genética del delfin
de los sitios de campo naturales en el oeste del Béltico fue
validada mediante la comparacién con las detecciones de
los clics de ecolocalizacién de la marsopa del puerto detec-
tados por los C-POD [12] [21].

Una aplicacién especialmente poderosa de los métodos
de eDNA es estimar la abundancia de la poblacién a partir
de la concentracién de eDNA en muestras de agua; la rela-
cién entre la biomasa de los individuos y la concentracién
de eDNA se ha demostrado tanto en los sistemas lénticos
[22]. como en los sistemas lotico [2]. Thomsen et al. [23]
demostraron que es posible detectar una rica fauna de pe-
ces marinos mediante la metabarcodificacién del eDNA a
partir de muestras de agua de mar, y que dicho enfoque
puede cubrir la diversidad de los peces mejor o igual que
cualquiera de los 9 métodos convencionalmente utilizados
en los sondeos de peces marinos.

La conservacién y el manejo efectivos de muchos ceta-
ceos se han visto obstaculizados por métodos insuficientes
para adquirir datos sobre ecologia alimentaria, pardmetros
reproductivos, salud individual y de poblacién e impactos
fisiolégicos de los factores ambientales y antropogénicos
(Ej. Biotoxinas marinas, contaminantes, cambio climédtico
global). Esto ha sido particularmente problemético en el
caso de las grandes ballenas, que son evasivas y extrema-
damente dificiles de capturarar vivas para tomar muestras
de sangre o tejidos [13].

El uso de eDNA en combinacién con NGS para detectar
multiples especies simultdneamente es una herramienta
poderosa para monitorizar la diversidad de especies en
grandes masas de agua y permitird estimaciones mds pre-
cisas de la diversidad de especies en lugar de estudio. El
NGS es un drea de creciente interés abrird nuevas vias de
monitorizacién del ecosistema al permitir la cuantificaciéon
de la riqueza en especies de ambientes acudticos [18].

Cada vez son mas los datos que evidencian una mejor
deteccién de especies y menor esfuerzo de muestreo con la
técnica del eDNA en comparacién con electrofishing, el es-
norquel y otros métodos de campo tradicionales. Por lo
tanto, la deteccién de especies utilizando eDNA puede me-
jorar las evaluaciones de la biodiversidad y proporcionar
informacién sobre el estado, la distribucién y los requisitos
de hébitat para especies menos conocidas.

4.3. Control de especies invasivas

Las especies invasoras (Alien Invasive Species, AIS) son
una de las principales causas de pérdida de biodiversidad
y homogeneizacién global [7]. Pueden competir con espe-
cies nativas, actuar como depredadores o transmitir enfer-
medades exéticas. Una vez que se establece una AlIS, los
costos de control pueden ser extremadamente altos y la
erradicacién completa no siempre se logra. La deteccién de
especies invasoras es un drea donde se investigan nuevos
métodos de deteccién. En Europa por ejemplo, las ranas
toro se han introducido en al menos 25 paises durante el
siglo XX.

La deteccién de especies exdticas invasoras en las pri-
meras etapas de la introduccién o cuando estdn en baja



densidad es clave para llevar a cabo estrategias de control
y erradicacion [5]. Las especies invasoras acudticas han
sido reconocidas como factores de estrés significativos
para los habitats marinos y de agua dulce, suponiendo un
considerable impacto negativo en el bienestar humano de-
bido a la pérdida de ecosistemas y la imposicién de costos
asociados con las estrategias de mitigacién y control.

Actualmente se utilizan primers especificos que ampli-
fican secuencias cortas de ADN mitocondrial para rastrear
la presencia de rana toro (Lithobates catesbeianus) en am-
bientes controlados y humedales naturales. Se la considera
una de las especies invasoras mas dafiinas del mundo, ya
que es responsable del declive de los anfibios nativos por
depredacién directa, competencia, difusién de enfermeda-
des e interacciones bidticas complejas [6].

4.4. eDNA y muestreo de organismos arcaicos

El eDNA antiguo supone un desafio en su obtencién y
verificacion dado que con frecuencia ha sufrido una degra-
dacién significativa. Tales estimaciones se basan en la da-
tacion de macrofésiles como dientes y huesos. Sin em-
bargo, la posibilidad de encontrar los individuos mds jéve-
nes en una poblacién cada vez mds reducida puede ser di-
ficil o imposible, y es poco probable que los cientificos se
encuentren con el "tltimo" macrofésil depositado. Alaska
es uno de los lugares donde la mayoria de los huesos de
mamut lanudo han sido fechados. La datacién de estos
huesos ha sugerido previamente la fecha de extincién para
el mamut lanudo en la parte continental de Alaska, unos
13,100 afios BP (before present, antes del presente) [21].

La tecnologia del eDNA también se ha utilizado para
analizar numerosas muestras vegetales y esclarecer la evo-
lucién de las plantas. Se analizaron mdas de 200 muestras
de permafrost de 21 sitios en el Artico que abarcan los ulti-
mos 50,000 afios para determinar el eDNA del cloroplasto
de la planta. Contrariamente a muchos estudios de polen,
los resultados revelan que las etapas mds frias y més secas
durante la tltima era de hielo (Last Glaciar Maximum,
LGM) alrededor de 20 mil afios supusieron un cuello de
botella importante en la diversidad vegetal y que los perfo-
dos mads célidos antes de este cuello de botella eran mds
ricos y diversos en la composicién vegetal que en el pe-
riodo Holoceno posterior ala LGM, donde muchos taxones
nuevos se hicieron dominantes [7].

Los rastros invisibles de especies pasadas atin se dejan
ver para que los cientificos los analicen. es probable que el
eDNA esté mucho mds presente en el medio ambiente que
los macrofésiles que atin no se destruyeron hasta resultar
irreconocibles debido a milenios de clima y degradacién
mecdnica. El eDNA estd pues mas presente simplemente
debido a la gran cantidad de células en un organismo o sus
restos en el medio ambiente a través del tiempo.

4.5. eDNA como herramienta biosanitaria

Uno de los primeros estudios que recuperaron el eDNA
de macroorganismos del agua dulce, estuvo centrado en el
ADN de humanos, vacas, cerdos y ovejas, como método
con el objetivo detectar las fuentes de aguas superficiales
contaminadas fecalmente. De manera similar, la monitori-
zacién genética proporciona nuevos conocimientos sobre

las epidemias del virus del Nilo Occidental (VNO) en hu-
manos [24].

4.6. Futuras direcciones

Un aspecto extremadamente prometedor de los méto-
dos de sondeo con ADN es la capacidad de utilizar los es-
fuerzos de personas que no estdn capacitadas taxonémica-
mente pero que si pueden recolectar muestras generaliza-
das. Biggs et al. (2015) [25] presentan los resultados de una
prueba muy exitosa usando un protocolo de recoleccién
hacia uso de ciudadanos sin conocimiento cientifico que re-
colectaban muestras de ADN de un anfibio en peligro de
extincion (Fig. 3). Sus cuidadosas instrucciones y los kits
de recoleccién de muestras llevaron a altas tasas de detec-
cién, lo que demuestra que hay una gran oportunidad de
usar cientificos ciudadanos para contribuir a la conserva-
cién de especies a través de esfuerzos colectivos de recolec-
cién de ADN.

La implementacion total o la suplementacién de los mé-
todos de eDNA en los programas de encuestas y monitori-
zacién llevard aun tiempo, pero los profesionales dedica-
dos de todo el mundo estdn mejorando rdpidamente estos
métodos con el fin de estar mds cerca de este objetivo. La
monitorizacién ambiental del ADN no puede reemplazar
las observaciones de campo realizadas por ec6logos expe-
rimentados y especialistas en taxones, que obtienen infor-
macién mds alld de los registros cuantitativos y cualitati-
vos, pero es sin duda una herramienta de lo mas 1til para
el estudio de ecosistemas al alcance de todos [26].

. LR Key
O Ponds sampled by volunteers
for eDNA (n=239)

Great

PP All ponds within 1000 m of a
Britain L4

known great crested newt
record (n=57,114)

100 km

Fig. 3. Ejemplo de monitorizacion de ecosistemas con participa-
cion ciudadana. En el mapa se muestra la ubicaciéon de estan-
ques muestreados por voluntarios en comparacion con la distri-
bucion de todos los estanques dentro de 1000 m de un registro
de tritones con cresta conocido. Los circulos abiertos indican es-
tanques muestreados por voluntarios. Los circulos rellenos indi-
can todos los estanques dentro de 1000 m de un registro de trito-
nes con cresta conocido. [25].
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Base de datos de proteinas: Catalasa

Carmen Serrano Tasset

Resumen—La catalasa es una enzima cuya funcion es destruir el peréxido de hidrogeno dando lugar a oxigeno molecular y
agua. Es un tetramero que también promueve el crecimiento celular. La herramienta de Internet ha sido esencial en la
busqueda de la informacién sobre esta biomolécula. Presenta una gran homologia con otras proteinas de diferentes
organismos, lo que deja entrever su gran importancia. Tiene una estructura secundaria sencilla con diferentes motivos que al
plegarse dan lugar a la disposicion tridimensional que la hace funcional. Esta presente en una gran cantidad de procesos
bioldgicos por lo que su falta provoca enfermedades en el organismo. En la actualidad tiene un uso industrial y es muy
significativa en la industria alimentaria gracias a sus capacidades antioxidantes.

Palabras Claves—Catalasa, Crecimiento celular, Enzima, Metabolismo, Peroxido de hidrégeno.

1. INTRODUCCION

La catalasa, también llamada hidroperoxidasa es una
enzima, presente en gran cantidad de seres vivos, que

contiene un grupo hemo. Su principal funcién es des-
componer el peréxido de hidrégeno en oxigeno y agua
para proteger a la célula de los efectos téxicos del peréxi-
do de hidrégeno, por ello estd presente en todas las célu-
las aerébicas. Ademas, su capacidad antioxidante la lleva
a estar presente en numerosos procesos fisioldgicos. Se
compone de cuatro subunidades idénticas, a cada una de
las cuales se une un grupo hemo B.

La catalasa promueve el crecimiento de células, inclu-
yendo células T, células B, células de leucemia mieloide,
células de melanoma, células de mastocitoma y fibroblas-
tos.

A lo largo del presente trabajo se discutird sobre la en-
zima en cuestién, y se hard un recorrido desde sus homo-
logos hasta sus funciones pasando por aspectos tan im-
portantes como las diferentes estructuras espaciales que
permiten su funcionalidad.

2. METODOS Y MATERIALES

A la hora de realizar este trabajo, la principal herramienta
utilizada ha sido Internet. En la red estan presentes nu-
merosas bases de datos de proteinas cada una especiali-
zada en un tipo de informacién diferente (GO contiene
informacién sobre las funciones de la proteina en cues-
tion, Agadir es un sistema de prediccién de estructuras
helicoidales a y B, etc.). Sin embargo, es relativamente
sencillo pasar de un tipo de informacién en concreto a
otro situado en un aspecto diferente pues las bases de
datos estdn relacionadas entre si. De esta forma, por
ejemplo, el portal ExXPASy permite el acceso desde su web
a paginas como Uniprot, HAMAR, STRING, PROSITE,
etc. Debido a esta globalizacion de la informacién, encon-
tramos disponibles datos almacenados en portales de to-
dos los sitios del mundo.

También hay que destacar la existencia de programas
informéticos que estan relacionados la mayoria de las
veces con el disefio gréfico de las estructuras secundarias,

terciarias y cuaternarias de las proteinas, por ejemplo
Rasmol, Jmol o Pymol.

Para terminar, destacar que las bases de datos que maés se
han utilizado para recabar informacién para el trabajo
han sido Uniprot, Pfam, ExXPASy y PDB.

3. RESULTADOS
3.1.Secuencia nucleotidica

Esta proteina esta codificada por un gen situado en el
cromosoma 11, locus 11p13. Su secuencia nucleotidica es
la siguiente. Se presentan solamente los exones, es decir,
las partes del gen que presentan informacién codificante
para la catalasa:

5 -ACTCGGGGCAACAGGCAGATTTGCCTGCTGA-
GGGTGGAGACCCACGAGCCGAGGCCTCCTGCA-
GTGTTCTGCACAGCAAACCGCACGCTATGGCTGA-
CAGCCGGGATCCCGCCAGCGACCAGATGCAGC-
ACTGGAAGGAGCAGCGGGCCGCGCAGAAAGCT-
GATGTCCTGACCACTGGAGCTGGTAACCCAGTAG-
GAGACAAACTTAATGTTATTACAGTAGGGCCCCG-
TGGGCCCCTTCTTGTTCAGGATGTGGTTTTCACTG-
ATGAAATGGCTCATTTTGACCGAGAGAGAATTC-
CTGAGAGAGTTGTGCATGCTAAAGGAGCAGGGG-
CCTTTGGCTACTTITGAGGTCACACATGACATTAC-
CAAATACTCCAAGGCAAAGGTATTTGAGCATATT-
GGAAAGAAGACTCCCATCGCAGTTCGGTTCTC-
CACTGTTGCTGGAGAATCGGGTTCAGCTGACACA-
GTITCGGGACCCTCGTGGGTTTGCAGTGAAATTTTA-
CACAGAAGATGGTAACTGGGATCTCGTTGGAAAT-
AACACCCCCATTTTCTTCATCAGGGATCCCATATT-
GTITTCCATCTTTTATCCACAGCCAAAAGAGAAATC-
CTCAGACACATCTGAAGGATCCGGACATGGTCT-
GGGACTTCTGGAGCCTACGTCCTGAGTCTCTGCAT-
CAGGTITTCTTITCITGTTCAGTGATCGGGGGATTC-
CAGATGGACATCGCCACATGAATGGATATGGAT-
CACATACTTTCAAGCTGGTTAATGCAAATGGG-
GAGGCAGTTTATTGCAAATTCCATTATAAGACTG-
ACCAGGGCATCAAAAACCITTCTGTTGAAGATG-



CGGCGAGACTTTCCCAGGAAGATCCTGACTATG-
GCATCCGGGATCITTTTAACGCCATTGCCACAG-
GAAAGTACCCCTCCTGGACTTTTITACATCCAGGT-
CATGACATTTAATCAGGCAGAAACTTTTCCATT-
TAATCCATTCGATCTCACCAAGGTTTGGCCTCA-
CAAGGACTACCCTCTCATCCCAGTTGGTAAA-
CTGGTCITAAACCGGAATCCAGITAATTACTTT-
GCTGAGGTTGAACAGATAGCCTTCGACCCAA-
GCAACATGCCACCTGGCATTGAGGCCAGTCCTGA-
CAAAATGCTTCAGGGCCGCCTTTTTGCCTATCC-
TGACACTCACCGCCATCGCCTGGGACCCAAT-
TATCTTCATATACCTGTGAACTGTCCCTACCGTG-
CTCGAGTGGCCAACTACCAGCGTGACGGCCC-
GATGTGCATGCAGGACAATCAGGGTGGTGCTC-
CAAATTACTACCCCAACAGCTTTGGTGCTCCG-
GAACAACAGCCTTCTGCCCTGGAGCACAGCATC-
CAATATTCTGGAGAAGTGCGGAGATTCAACA-
CTGCCAATGATGATAACGTITACTCAGGTGCG-
GGCATTCTATGTGAACGTGCTGAATGAGGAACA-
GAGGAAACGTCTGTGTGAGAACATTGCCGGCCAC-
CTGAAGGATGCACAAATTTTCATCCAGAAGAA-
AGCGGTCAAGAACTTCACTGAGGTCCACCCTGAC-
TACGGGAGCCACATCCAGGCTCITCTGGACAA-
GTACAATGCTGAGAAGCCTAAGAATGCGATTCA-
CACCITTGTGCAGTCCGGATCTCACTTGGCGGCAA-
GGGAGAAGGCAAATCTGTGAGGCCGGGGCCCTG-
CACCTGTGCAGCGAAGCTTAGCGTTCATCCGTGT-
AACCCGCTCATCACTGGATGAAGATTCTCCTG-
TGCTAGATGTGCAAATGCAAGCTAGTGGCTTCAA-
AATAGAGAATCCCACTTTCTATAGCAGATTGTGT-
AACAATTTTAATGCTATTTCCCCAGGGGAAAATG-
AAGGTTAGGATTITAACAGTCATTTAAAAAAAAA-
ATTTGTTITGACGGATGATTGGATTATTCATTTAA-
AATGATTAGAAGGCAAGTTTCTAGCTAGAAATA-
TGATTTITATTTGACAAAATTTGTTGAAATTATGTA-
TGTTTACATATCACCTCATGGCCTATTATATTAAA-
ATATGGCTATAAATATATAAAAAGAAAAGATAAA-
GATGATCTACTCAGAAATTTTTATTTTITCTAAGG-
TTCTCATAGGAAAAGTACATTTAATACAGCAGTGT-
CATCAGAAGATAACTTGAGCACCGTCATGGCT-
TAATGTTTATTCCTGATAATAATTGATCAAATT-
CATTTITTTITCACTGGAGTTACATTAATGTTAATTCA-
GCACTGATTTCACAACAGATCAATTTGTAATTGCT-
TACATTTITACAATAAATAATCTGTACGTAAGAACA

(1]

3.2.Secuencia aminoacidica

La estructura primaria es mostrada a continuacién. Esta
sufre diferentes modificaciones post-traduccionales. La
metionina inicial es eliminada una vez que se ha formado
completamente la proteina, quedando finalmente una
secuencia de 527 aminoécidos con un peso de 59.75 Da.
Ademas, ocurren otras alteraciones entre las que destacan
la presencia de fosfoserina en los residuos 9, 417, 422, 515,
517 y N-succinil lisina en los residuos 221, 233, 306, 480 y
499. El término amino es obstruido de forma post-
traduccional. Asimismo, hay que sumar un proceso de
acetilacion, es decir, la adicién de al menos un grupo ace-
tilo en el extremo N-terminal normalmente.

MADSRDPASDQMQHWKEQRAAQKADVLTT-
GAGNPVGDKLNVITVGPRGPLLVQDVVFTDE-
MAHFDRERIPERVVHAKGAGAFGYFEVTHDITKYS-
KAKVFEHIGKKTPIAVRFSTVAGESGSADTVRDPRG-
FAVKFYTEDGNWDLVGNNTPIFFIRDPILFPS-
FIHSQKRNPQTHLKDPDMVWDFWSLRPESLHQVS-
FLFSDRGIPDGHRHMNGYGSHTFKLVNAN-
GEAVYCKFHYKTDQGIKNLSVEDAARLSQEDP-
DYGIRDLFNAIATGKYPSWTFYIQVMTENQAE-
TFPENPFDLTKVWPHKDYPLIPVGKLVLNRNPVNYFA
EVEQIAFDPSNMPPGIEASPDKMLQGRLFAYPDT-
HRHRLGPNYLHIPVNCPYRARVANYQRDGPMC-
MQDNQGGAPNYYPNSFGAPEQQPSALEHSIQYSGE-
VRRENTANDDNVTQVRAFYVNVLNEEQRKRLCE-
NIAGHLKDAQIFIQKKAVKNFTEVHPDYGSHI-
QALLDKYNAEKPKNATHTFVQSGSHLAAREKANL

Existen diferentes secuencias conflicto a lo largo de diver-
sos residuos de la proteina como son el 54, 100, 239, 274,
301, 366, 449, 514 y 520. [2]

3.3.Proteinas homélogas y ortélogos

Las proteinas homologas son aquellas que poseen una
secuencia similar debido a un origen evolutivo comun.

La catalasa presenta proteinas homologas en otras espe-
cies tales como el chimpancé, el mono Rhesus, el perro, la
vaca, el ratén, la rata, el pollo, el pez cebra, la mosca de la
fruta, el mosquito, c. elegans, s. cerevisae, k. lactis,
E.gossypii, S.pombe, N.crassa, A.thaliana, el arroz y la
rana.

Las secuencias o genes ortélogos son aquellas secuencias
homoélogas que se han separado por un evento de espe-
ciacion. Es decir, cuando una especie diverge en dos espe-
cies separadas, las copias divergentes de un mismo gen
en las especies resultantes se dice que son ortélogas. La
catalasa presenta més de 150 ort6logos en la naturale-
za.[3]

3.4.Interacciones

Las interacciones de la catalasa son muy variadas y exten-
sas. Para comenzar, debemos decir que es posible la
uniéon de diferentes cofactores a la enzima. Entre estos
cofactores encontramos los grupos hemo, moléculas de
Mn?*, moléculas de NADP* e hierro.[4]

Fig 1. Interaciones de la catalasa



Ademés, cabe sefialar que una proteina que contiene Mn3*
en el estado de reposo, también pertenece a la misma fa-
milia que la catalasa, llamandose pseudocatalasa.En la
imagen superior se representan las interacciones entre los
cuatro péptidos que forman la catalasa y los iones acetato
(n°1), los grupos hemo (n°2) y las moléculas de NADP*
(n°3).

En cuanto a interacciones con otras moléculas, se ha de-
mostrado que la catalasa interacttia con los genes ABL, en
especifico con el gen ABL2, que codifica para una protei-
na tirosina-quinasa. Interacciona también con diferentes
proteinas del organismo como son XDH, GSR, SODI,
SOD2, SOD3, AKT1, FOXO3, HAO1, PEX5, HAO2 [5].

3.5.Isoenzimas

Las isoenzimas son enzimas que difieren en la secuencia
aminoacidica pero que catalizan las mismas reacciones
quimicas. Como isoenzima de la catalasa encontramos la
proteina de unién al acido salicilico (SABP).

Las enzimas de algunos organismos, tales como Penici-
llium simplicissimum, también pueden actuar como una
peroxidasa para los que varias sustancias organicas, espe-
cialmente etanol, pueden actuar como un donante de hi-
drégeno.[6]

3.6.Funciones

La catalasa es una enzima oxidoreductasa. Protege a la
célula de los efectos toxicos del peroxido de hidrégeno al
descomponerlo en oxigeno y agua. El peréxido de hidroé-
geno es un residuo del metabolismo celular. Tiene una
funcién protectora contra microorganismos pero debido a
su alta toxicidad debe ser transformado en compuestos
menos agresivos. La actividad catalitica de la catalasa es:
2 H,O, = O; + 2 H,O. Ademas, promueve el crecimiento
de células T, células B, células de leucemia mieloide, célu-
las de melanoma, células de mastocitoma y fibroblas-
tos.[7]

Aunque esa sea su funcién primordial también participa
en otros procesos biolégicos de gran interés e importan-
cia:

e Desarrollo de la yema uretral. Esta presente en el
proceso especifico cuyo resultado es la progresion de la
yema uretral desde su formacién hasta la estructura ma-
dura

e Respuesta al estrés hipdxico

e Respuesta a la tensién de oxigeno baja. La hipoxia se
define como una disminucién de los niveles de O, por
debajo de los niveles normales tanto a nivel celular como
de organismo.

e Catalisis de la reaccion de la aminoacilasa
e DParticipa en el proceso metabélico de los triglicéridos.

e Respuesta celular frente a estimulos de factores de
crecimiento.

e  Proceso metabélico de la hemoglobina

e Regulacién negativa de la apoptosis

e Regulacién positiva de la divisién celular
e Tetramerizacion de la proteina

e  Proceso catabélico del nucleétido purina
¢ Respuesta a la vitamina E

e  Proteccién frente a los rayos UV

¢  Envejecimiento. Las propiedades antioxidantes de la
catalasa hacen que, al unirse a otras enzimas como la
glutatiéon peroxidasa y superdxido dismutasa, sean
beneficiosas para la salud y participen en el proceso
anti-envejecimiento

e  Proceso metabélico del colesterol
e Diferenciacion de los osteoblastos
e Respuesta ante especies reactivas de oxigeno

e Proceso metabdlico de pequefias moléculas [8]

La catalasa esta presente en diferentes estructuras biol6-
gicas en el interior celular. La encontramos en constitu-
yentes como el citosol, el Aparato de Golgi, los lisosomas,
el espacio intermembrana mitocondrial, la membrana
peroxisomal, la membrana plasmaética, el Reticulo Endo-
plasmaético y la adhesion focal (macromoléculas a través
de las cuales las sefiales de regulacién de fuerza mecénica
se transmiten entre la matriz extracelular y la célula que
interacta). Sin embargo, el lugar donde son mas abun-
dantes es en el peroxisoma.[9]

3.7.Estructura secundaria

La catalasa pertenece a la superfamilia hemo-dependiente
catalasa. Su estructura secundaria se caracteriza por la
presencia de tres tipos de motivos diferentes: a hélice,
giros y hojas f.

a hélice: residuos 11-18, 55-64, 98-100, 158-160, 161-168,
179-188, 190-192, 193-199, 202-204, 247-256, 260-270, 286-
291, 325-328, 349-365, 370-372, 374-376, 416-418, 441-449,
453-467, 472-485, 487-500.

Giros: residuos 7-10, 19-21, 92-94, 172-174, 305-307, 329-
331, 397-400.

Hojas {3: residuos 30-32, 38-40, 42-45, 73-75, 77-87, 106-114,
116-118, 124-128, 131-138, 141-152, 205-209, 220-223, 229-
238, 276-284, 311-320, 343-345, 404-406, 427-431.

El nicleo de la catalasa se compone de un sitio activo que
contiene un grupo hemo enterrado en una estructura de
[-barril con dos o tres canales que proporcionan acceso al
grupo en cuestién. Una tirosina conservada sirve de
unién entre la proteina y el grupo hemo. También encon-
tramos una arginina conservada que participa en la unién
al grupo. Ademads, se ha demostrado que una histidina
conservada es importante para el mecanismo catalitico de
la enzima.

La catalasa presenta dos sitios activos, es decir, dos zonas
en las que se une el sustrato para llevar a cabo la reaccién
catalizada. Estos centros activos se encuentran en los re-
siduos 75 y 148. Asimismo, encontramos un residuo de



unién al grupo metélico que corresponde al aminoacido
en posicién 358. [10]

Secondary structure
a1

I [ |
Fig 2. Motivos de la catalasa

3.8.Estructura terciaria y dominios

La estructura terciaria de la proteina es la que se muestra
a continuacion. Los principales dominios de la catalasa
son el dominio de respuesta inmune y el de la familia DJ-
1/Pfpl. Este dominio de respuesta inmune es anfipatico y
lleva el octa-péptido-inmune sensible que es reconocido
por las células T. El segundo dominio citado también se
encuentra en los reguladores transcripcionales como el
QOIRJGS. La region N-terminal de la proteina es necesaria
para la dimerizacién de la molécula.

Fig 3. Estructura espacial de la catalasa

En la imagen, se pueden distinguir de diferentes colores
los motivos que forman la estructura espacial de la catala-
sa. Se observan a hélices (en color rojo y verde), hojas 3
(en tonos azules) y los giros o “loops” que unen los moti-
vos dando lugar a la disposicion final.[11]

Fig 4. Estructura del dominio de respuesta inmune [12]

3.9. Estructura cuaternaria

La estructura cuaternaria de la catalasa determina su fun-
cionalidad, ya que la capacidad de catélisis de una reac-
cién depende de la disposicién espacial en la que se en-
cuentre la enzima. La separacién de las subunidades a
menudo conduce a la pérdida de funcionalidad. Esta es-
tructura se da cuando la proteina es oligomérica, es decir,
cuando consta de mas de una cadena polipeptidica. En
cada proteina, el nimero y naturaleza de las distintas
subunidades y la forma de asociarse son totalmente dife-
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rentes. Las fuerzas que mantienen unidas los distintos
mondémeros son, de forma general, las mismas que estabi-
lizan la estructura terciaria. Las mas abundantes son las
interacciones débiles (hidrofébicas, polares, electrostaticas
o enlaces de hidrégeno), aunque en algunos casos, es po-
sible que la estructura cuaternaria se mantenga mediante
puentes disulfuro. El ensamblaje de los monémeros se
realiza de forma espontanea, indicando que el oligémero
presenta un minimo de energia libre con respecto a los
mondémeros.[13]

Fig 5. Estructura cuaternaria de la catalasa

3.10.Ploteo de Ramachandran

En el grafico o diagrama de Ramachandran se pueden
visualizar todas las combinaciones posibles de angulos
diédricos psi contra phi en los aminoacidos de un poli-
péptido y que contribuyen a la estructura de la proteina.
Este gréfico permite aproximar cudl sera la estructura
secundaria del péptido, ya que existen combinaciones de
angulos tipicas para cada estructura. La conformacién de
los péptidos se define mediante la asignacién de valores
para cada par de dngulos para cada aminoacido. [14]
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Fig 6. Ploteo de Ramachandran

3.11.Enfermedades

La acatalasemia es un desorden metabdlico caracterizado
por una pérdida total o casi total de la actividad de la ca-
talasa en las células rojas o eritrocitos. Esta asociada habi-
tualmente con lesiones orales ulcerosas. Esta enfermedad



estd causada por mutaciones que afectan al gen que codi-
fica para la catalasa. Es una enfermedad hereditaria. Las
manifestaciones clinicas son infecciones de la boca con
ulceraciones y gangrena que pueden ser graves llegando
a la destrucciéon gangrenosa de los procesos alveolares
con pérdida masiva de dientes afectando también a la
parte blanda que los cubre.[15]

4. DISCUSION

Como hemos podido observar, la catalasa es una enzima
de la cual se posee informaciéon muy variada y de gran
interés pues estamos hablando de una de las proteinas
madas importantes del organismo. Su capacidad de des-
componer el peréxido de hidrogeno le confiere una acti-
tud antioxidante. Ademads, su actividad 6ptima es a un
pH acido (4-5). Todo esto le da una gran utilidad en la
actualidad. La catalasa es utilizada hoy en dia en la mi-
crobiologia, en la industria textil, en la produccién de
queso y en la investigacién. Se usa fundamentalmente
como antioxidante en la industria alimentaria, en mante-
quillas, aceites, mayonesas, etc. Y junto a la glucosa oxi-
dasa, participan en la fabricaciéon de vinos evitando el
crecimiento de microorganismos aerobios. En menor me-
dida se emplea en la limpieza de lentes de contacto que se
han esterilizado en una solucién de perdéxido de hidré-
geno.

En conclusién, se trata de una enzima de alta importancia
biolégica presente en la mayoria de organismos con respi-
racién aerobia y que realiza una funcién indispensable
para el correcto funcionamiento del ser vivo en cuestion.

1"
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Desarrollo de vacunas contra el Zika

Ana M? Marquez Caro, Clara Ramirez Anillo, M® Elena Pacheco Rodriguez.

Resumen— La reciente aparicion del virus del Zika supone un peligro para la salud mundial dada su facil expansién gracias al
vector que utiliza. Este flavivirus causa microcefalia, entre otros dafios neurologicos, en bebés cuyas madres han sido
infectadas durante la gestacion. Debido a la gravedad de la situacién, numerosos equipos de investigacion estan desarrollando

posibles vacunas para prevenir la infeccion por el virus.

Palabras Claves— Flavivirus, Microcefalia, Vacuna, Virus, Zika.

I inicio del afio 2015 fue identificado un brote del

virus del Zika en el noreste de Brasil, donde tam-
bién circulaba el virus del dengue. El virus del Zika, al
igual que otros flavivirus presentes en la zona, usa como
vector el mosquito de la especie Aedes, especie endémica
de la zona.
En el mes de septiembre, hubo un sorprendente aumento
en la cantidad de bebés nacidos con microcefalia en dicha
zona, asimismo se encontr6 ARN del virus del Zika me-
diante RT-PCR en el liquido amniético de dos mujeres
cuyos fetos padecian microcefalia y en varios tejidos (in-
cluido el cerebral) de un nifio con microcefalia que falle-
ci6 en el periodo neonatal inmediato.
Ante estos acontecimientos, el Ministerio de Salud de
Brasil puso en marcha una investigacién para establecer
la relacién existente entre la microcefalia y la infeccion
por el virus del zika durante el periodo gestacional.
Confirmar la infeccién por el Zika de forma retrospectiva
se presentaba como una tarea compleja, ya que las prue-
bas inmunolégicas serolégicas pueden incluir reacciones
cruzadas con otros flavivirus, como es el caso del virus
del dengue.
Debido a estas complicaciones, se decidié usar el sarpu-
llido durante la gestacién como un indicador potencial de
infeccién por el virus del Zika, ya que el 74% de las ma-
dres de nifios con microcefalia incluidas en el estudio ha-
bian sufrido erupciones durante el primer o segundo tri-
mestre del embarazo. En el estudio realizado se incluye-
ron 35 bebés con microcefalia, de estos, el 71% presenta-
ron microcefalia grave y el 49% presentaba al menos una
anormalidad neuroldgica. Se confirmé que todas las ma-
dres de estos nifios habian estado en dreas afectadas por
el Zika durante el periodo gestacional, luego parecia exis-
tir una relacién obvia entre la infeccién por el virus del
zika y el inminente aumento de casos de microcefalia.

Si ademas de esto, tenemos en cuenta que la microcefalia
estd asociada a dafio cerebral causado por infecciones
congénitas, la afirmacién toma atin mas fuerza.

Ana M" Mdrgquez Caro, Clara Ramirez Anillo, M" Elena Pacheco Rodriguez.
Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad Pablo de Olavide.
ammarcar1@alu.upo.es , cramani@alu.upo.es , mepacrod@alu.upo.es .
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el mosquito Aedes
transmite el virus zika
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el zika atraviesa
la placenta

lesiona el cerebro y
causa microcefalia

Figura 1. Representacion de la transferencia del virus del Zika desde
la madre al hijo a través de la placenta, que acaba produciendo
microcefalia en el bebé[1].

La vigilancia y evaluacién continua de nuevos casos es
esencial para estudiar la evolucion y dispersién del virus.
Hasta el mes de enero del pasado 2016, se confirmé la
presencia del virus del Zika en 19 paises del continente
americano, ademéas de Brasil. Algunos paises de la zona
adn no han informado de ningtn caso, pero la presencia
del vector Aedes aegypti en estos paises los convierte en
una potencial zona de expansion del virus[2].

Por la rapida expansion que estd teniendo el virus y los
efectos neuroldgicos graves que causa en bebés, hoy en
dia es una prioridad encontrar un tratamiento para pre-
venir la infeccion.

El virus del Zika, como ya hemos dicho, pertenece al gru-
po de los flavivirus, al igual que el virus del dengue, el
virus del Nilo occidental y el virus de la encefalitis japo-
nesa. Este tipo de virus codifica para tres proteinas estruc-
turales (capside, membrana precursora y envuelta) y siete
proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5). Hasta hace poco, no existia suficien-
te informacioén estructural acerca de estas proteinas como
para poder disefiar una vacuna o farmaco efectivo contra
el virus, sin embargo, recientemente se ha logrado prede-
cir la estructura de todas las proteinas del virus del Zika
utilizando el software SwissModel. Esta herramienta bio-
informatica usa plantillas experimentales de proteinas



pertenecientes a virus muy parecidos al virus de interés,
para predecir la estructura de las proteinas en cuestién.
Los modelos estructurales obtenidos, se compararon a su
vez, con objetivos de farmacos de otros virus parecidos
utilizando el software Visual Molecular Dynamics Multi-
seq. Ademads, se realiz6 un alineamiento mdltiple con to-
das las poliproteinas del virus utilizando Clustal Omega
para identificar mutaciones relacionadas con la patogéne-
sis.

245A

Figura 2. Imagen tridimensional del virus del Zika. A la izquierda, se
muestra la glicoproteina de envoltura E en color amarillo con los
glicanos sobresaliendo en color rojo. A la derecha, se muestran los
tres dominios de la proteina E (rojo (1), amarillo (1) y azul (1I1) [3].

Tras realizar estos estudios bioinformaéticos, los investi-
gadores averiguaron que, aunque la proteina NSI, la
membrana precursora y la envuelta son exclusivas del
Zika, las proteinas NS3 y NS5 estan presentes también en
otros flavivirus como el de la fiebre del dengue o el virus
del oeste del Nilo. Por tanto, se podrian utilizar por un
lado las proteina exclusivas del Zika para desarrollar va-
cunas, o por otro lado, utilizar inhibidores de NS3 y NS5
desarrollados a partir de otros flavivirus para inactivar
también el virus del Zika[4].

Ante este panorama prometedor, comenzaron a desarro-
llarse vacunas contra el Zika y, el pasado afio 2017, por fin
se anuncié que la primera vacuna experimental contra el
Zika habia logrado estimular la respuesta protectora del
sistema inmune y habia sido tolerada con éxito por el 90%
de los voluntarios. Esta primera vacuna contra el Zika ha
sido desarrollada por el Departamento de Salud de los
EEUU.

De cara al ferviente éxito, Sarah George, investigadora
principal del ensayo, afirmaba, “me complace ver que
nuestro trabajo ayuda a avanzar hacia una vacuna contra
el virus del Zika, porque la necesitamos para proteger a
las personas de esta enfermedad infecciosa emergente que
puede causar patologias tan graves como microcefalias y
otros defectos cerebrales en los bebés”[5].

Esta primera vacuna con éxito contra el Zika, consiste en
una vacuna de ADN GLS-5700 que codifica proteinas de
la envuelta y de la premembrana del virus. El mecanismo
se basa en introducir este constructo de ADN recombi-
nante en células del organismo que queremos inmunizar.
Las proteinas del virus serdn sintetizadas por la célula y
desencadenaran una respuesta inmune contra ellas, sin
provocar efectos patogénicos al no estar presente el virus
completo. De este modo, en una futura exposicién al pa-
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tégeno, el sistema inmunolégico del organismo inmuni-
zado sabrd cémo actuar gracias a la evolucién que ha su-
frido el sistema inmunolégico adaptativo y presentara
células memoria que agilizaran la respuesta inmunolégica
contra el virus. Los resultados fueron prometedores, ya
que muestran que tres dosis de la vacuna de ADN GLS-
5700 sintética fueron capaces de estimular la produccién
de anticuerpos vinculantes en todos los sujetos y anti-
cuerpos neutralizantes en mas de la mitad de las muestras
analizadas. Sin embargo, a pesar de que ha sido posible
alcanzar buenos niveles de anticuerpos protectores contra
el Zika en ratones, esto no se ha traducido hasta ahora en
niveles similares de proteccién en humanos por razones
desconocidas. Aunque la vacuna contra el Zika esta muy
cerca, queda un poco atn para tenerla a nuestra disposi-
cion[6].

Por dltimo, en diciembre de 2017, ha sido publicado un
estudio en el que se esta intentando desarrollar una vacu-
na contra el Zika basada en particulas similares a virus
(VLPs: Viral Like Particles). El constructo desarrollado
contiene los genes de una proteina estructural y una pro-
teina de la envuelta del Zika. Esta vacuna, fue sometida a
un ensayo con ratones utilizando aluminio como adyu-
vante, y se obtuvo como resultado que los ratones que
recibieron suero inmune (suero obtenido de ratones que
habian sido vacunados y habian producido, por tanto,
anticuerpos neutralizantes), demostraron una replicacién
viral muy reducida (medida por los niveles de ARN viral
en sangre) tras la infecciéon con el virus del Zika, en com-
paracién con los ratones control (sin suero inmune) que
sucumbieron rdpidamente a la infeccién.

Tras conocer todos los estudios realizados recientemente
en este sector, podemos afirmar que se presenta un futuro
prometedor en el desarrollo de vacunas contra nuevos
patégenos. Aunque el desarrollo de nuevas vacunas no es
una tarea fécil, gracias todos los estudios que estan siendo
realizados, se podré definir en un futuro muy cercano la
férmula 6ptima para combatir al Zika[7].
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El hermano salvador

Adolfo Rodriguez Eguren

Resumen— El Unico remedio de algunas enfermedades monogénicas como la beta-talasemia es el trasplante de médula ésea
desde un donante inmunocompatible. Para esto, algunos padres deciden tener un bebé medicamento que pueda donar sus
células hematopoyéticas al hermano enfermo. Para seleccionar embriones libres de la mutacién y compatibles en sus
antigenos leucocitarios se usan técnicas de diagnostico genético preimplantacional. Este tema abre las puertas a un debate

bioético sobre la licitad del proceso.

Palabras Claves— Bebé medicamento- Bioética- HLA- PGD-Trasplante

. INTRODUCCION

1
N Noticia de ultima hora! jNace en Sevilla una heroina que
‘ salva a su hermano de una enfermedad hematologica!
Este fue el titular que estalld en todo el pais el pasado
Octubre de 2017 [1]. En el hospital sevillano Virgen del Rocio
naci6 una nifia capaz de salvar a su hermano mayor con un tras-
plante de médula dsea gracias a su total compatibilidad genética
e inmunoldgica.

Un niflo medicamento o, en inglés, saviour sibling es un hu-
mano concebido por seleccion en técnicas de reproduccion asis-
tida como fuente potencial de donacion de drganos o células
para un hermano/a que se enfrenta a problemas de salud que
pueden amenazar su vida [2].

Existen enfermedades, mayoritariamente monogénicas, como la
anemia de Fanconi, beta-talasemia, adrenoleucodistrofia o apla-
sia medular que solo pueden ser tratadas con células madre
hematopoyéticas, a partir de un trasplante de médula 6sea. Sin
embargo, este tipo de trasplantes no son tan sencillos como
podrian ser un trasplante de higado o rifién; es necesaria una
compatibilidad completa de sus antigenos leucocitarios huma-
nos (Human Leukocyte Antigen- HLA en inglés) para que no
exista rechazo entre donante-receptor.

2. HLA

La histocompatibilidad podria definirse como la capacidad de
reconocer como propios a células, tejidos u érganos proceden-
tes de organismos genéticamente diferentes. Asi, un organismo
compatible serd aquel cuyas células no provoquen respuesta
inmune cuando sean introducidas en otro organismo [3].

Los HLA son antigenos que van a estar presentes en la mem-
brana de las células de nuestro organismo en forma de complejo
principal de histocompatibilidad clase I y II (MHC-I, MHC-II),
cuya funcion principal serd defendernos ante los agentes extra-
fios que entren.

Los genes MHC se encuentran en el cromosoma 6. Se reparten
por herencia mendeliana y dan lugar a las diferentes combina-
ciones de la descendencia. Ademas, la recombinacion génica
durante la meiosis induce la aparicion de nuevos haplotipos en
la poblacion [3].
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Figura 1. Genética del complejo MHC donde se muestran sus distin-
tas variantes [3].
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3. PROCEDIMIENTO

3.1. Obtencién de Embriones

Con el fin de obtener la menor diferencia en el background
genético entre los dos, se selecciona como donante un embrion
de mismos parentales que el paciente. Para ello, los padres de-
ben someterse a tratamiento para llevar a cabo la obtencion de
los cigotos por técnicas de reproduccion asistida. Tras aislar las
células sexuales (espermatozoide y 6vulo) se procederia a la
fertilizacion y crecimiento in vitro por unos dias.

Entre los dias 3 y 5 tras la fecundacion, se haria una biopsia del
cuerpo polar, del blastomero o del blastocisto respectivamente a
partir de la cual se analizaria la compatibilidad.
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O .,-_ 5 ‘—/\-'—.—

Figura 2. Captura del proceso de biopsia de un blastémero [4].



3.2 PGD HLA

El diagnoéstico genético preimplantacional (Preimplantational
Genetic Diagnosis, PGD) es una tecnologia que establece un
perfil genético de un embrion antes de implantarse en el ttero
materno. En este tipo de casos, el propodsito del PGD seria se-
leccionar aquellos embriones libres de la mutacién que provo-
cara la enfermedad y que tuvieran el mismo perfil HLA que el
enfermo para un eventual trasplante eficaz.

El protocolo mas comun de PGD se base en la deteccion de
microsatélites (pequefas repeticiones en tindem de ADN) que
se encuentran en la region HLA. En este se estudian tres marca-
dores de la region I, II, III de HLA y cuatro marcadores cerca-
nos al sitio de mutacion [5].

Actualmente se esta empezando a utilizar tecnologias como el
array de SNPs (Single Nucleotide Polimorphisms), NGS (se-
cuenciacion de siguiente generacion) o WSA (amplificacion de
todo el genoma, whole-genome sequence amplification) [5].

3.3 Implantacion del Embrién y Desarrollo del Feto

Una vez seleccionado el embrion candidato, se procede a inyec-
tarlo en el utero materno por via vaginal a partir de un catéter
muy fino.

Si todo sale satisfactoriamente, el feto se desarrollara en el
vientre materno, nacera y crecera.

3.4 Trasplante de Médula

Los protocolos actuales de trasplante de médula dsea consisten
en:

- Acondicionamiento del paciente. El enfermo es tratado con
radiacion y quimioterapia para eliminar su médula o6sea y
evitar rechazos.

- Suministro de células madre hematopoyéticas de médula.
Tras el trasplante, las células madre comienzan a repoblar
la sangre con células nuevas y poco a poco el paciente sa-
nara [6].

4. CUESTIONES BIOETICAS

Como se puede suponer, este tipo de procedimientos son muy
controversos y poseen implicaciones éticas relativas a las si-
guientes cuestiones:

4.1 Reproduccion Asistida como Método de Con-
cepcion.

Empezando por lo superficial del asunto, esta el uso de técnicas
de reproduccion asistida como método de concepcion. Pese a
ser un tema aceptado por la poblacion occidental, existen algu-
nos grupos sociales que no estiman moral la separacion del acto
sexual y el procreador [7].

4.2 PGD y Seleccién de Embriones
El diagnostico genético preimplantacional es un método invasi-
vo que puede poner en riesgo al embrion.

Por otra parte, con el fin de conseguir el hermano perfecto se
crea un exceso de embriones que pueden ser implantados en un
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futuro, donados a la ciencia o en el peor de los casos desecha-
dos [8].

Por ultimo, ;se considera licito deshacerse de embriones enfer-
mos? Esta pregunta podria hacernos pensar en el término euge-
nesia, que defiende la mejora de los rasgos hereditarios huma-
nos a partir de métodos selectivos [9], es decir, jugar a formar
una etnia perfecta seleccionando a los individuos mas fuertes,
sanos e inteligentes marcando una diferencia social entre los
elegidos y los hijos naturales. Esta diferencia es el argumento
principal de la pelicula Gattaca [10].

4.3 Bebé Medicamento

Hay que valorar que el segundo hijo fue concebido para salvar
al primero. ;jHasta qué punto es moral condicionar su infancia
sin haberlo elegido? Esta cuestion se plantea bastante bien en la
pelicula La decisiéon de Anne[11], donde Cameron Diaz como
protagonista tiene una hija con leucemia y da a luz a otra hija,
Anne que debe estar a la disposicion de su hermana como do-
nante durante la adolescencia. Ella, harta, se rebela y comienza
un proceso legal para evitar su explotacion.

5. CONCLUSIONES

El uso de bebés como fuente de sanacion para enfermos inmu-
nolodgicos es una opcion instaurada hace varios afios. Esta con-
siste en seleccionar a embrion donante que sea inmunologica-
mente compatible con el receptor (estudiando su HLA gracias al
PGD) y creciéndolo para posteriormente usar donaciones de
médula 6sea como terapia.

Sin embargo, la ética de este proceso pende de un hilo al usar
técnicas de reproduccion asistida, seleccionar y eliminar em-
briones y utilizar a infantes con un fin. A pesar de todo, esta
legalizado en varios paises como Espafa y llevarlo a cabo o no
depende de la moralidad de cada familia.
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La microbiota, forjando el érgano invisible.

Luna Garcia-Parra Gil, Adrian Lopez Catalina

Resumen—La colonizacién microbiana humana se inicia en el nacimiento y se sigue desarrollando hasta los tres afios de
edad, momento en el que la microbiota ya queda estabilizada. Durante este mismo periodo los nifios sufren cambios que
influyen en su estado de salud y sistema inmune. Cada vez son mas las enfermedades asociadas a la disbiosis o desequilibrio
de la microbiota temprana. En este articulo se recoge la descripcion y funcién del microbioma intestinal en los primeros afios
de vida asi como los factores determinantes en el desarrollo de cambios en el mismo y algunos de los avances recientes en el
entendimiento del papel de la microbiota intestinal temprana en enfermedades como la enfermedad inflamatoria intestinal,
obesidad y asma entre otras. Se plasma por tanto también el estudio de la relacion microbiota intestinal-sistema inmune para

la prevencion de enfermedades a edad temprana.

Palabras Claves — alergias, antibiéticos, inmunologia, neonatos, lactancia, tipo de parto, microbiota, microbioma.
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1. INTRODUCCION

Una vez que nacen, los nifios sufren una serie de cambios
en sus intestinos muy condicionados por la colonizacién
de microorganismos.
El intestino del recién nacido se coloniza en un principio
por Enterobacterias y posteriormente al nacimiento las
Estrictolas, bacterias anaerdbicas predominan en Ia
comunidad microbiana. Ya durante el primer mes, toman
fuerza las bifidobacterias, aunque con la introduccién de
alimentos s6lidos en la dieta a los 4 meses
aproximadamente supone un aumento en los niveles de
especies clostridiales (Lachnospiracea, Clostridiaceae y
Ruminococcaceae). La familia Ruminococcaceae continda
aumentando en los meses siguientes. Alcanzados los 3
afos de edad la microbiota de un nifios estd compuesta en
su mayoria por Bacteroidaceae, Lachnospiraceae y
Ruminococcaceae, y se mantendrd mas o menos estable
hasta la edad adulta. (imagen 1)
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Imagen 1. Etapas de la colonizacion microbiana del intestino
del nifio y el infante. Las familias bacterianas mds abundantes
aparecen representadas en circulos (cuanto mayor es el circulo,
mayor es la abundancia relativa del taxon bacteriano
representado).

En experimentos libres de gérmenes en modelos animales
se ha demostrado que la colonizacién microbiana induce
el desarrollo anatémico del epitelio intestinal y su patrén
normal de microvellosidades, aumenta la tasa de
renovacion de las células epiteliales, y desencadena la
maduracién del tejido linfoide (inmunitario) asociado al
intestino (GALT). A nivel funcional, los ratones libres de
gérmenes no desarrollaban tolerancia oral y los tratados
con antibidticos eran mucho mads susceptibles a los
patégenos intestinales [1]. Ademas, tras el tratamiento con
antibidticos, varios modelos animales mostraron un
fenotipo exacerbado o mejorado de enfermedades
inmunes mediadas, entre las que se inclufan asma y
diabetes tipo 1 [2].

El comportamiento de los nifios durante los 3 primeros
afios de vida conlleva una alta exposicién a los microbios
no siendo sorprendente por tanto que la microbiota en
nifios menores de 3 afios sea mas influenciable por
factores ambientales que la microbiota del adulto. Los
cambios en el estilo de vida, que incluyen una mejor
desinfeccién, cesdreas, uso de antibidticos y vacunas, se
encuentran entre algunos de los factores que pueden
cambiar la microbiota y se estdn estudiando como
posibles impulsores del aumento repentino en
enfermedades inmunolégicas en el mundo desarrollado.
Se la alteracién temprana de la microbiota puede
favorecer el desarrollo de la enfermedad més adelante en
la vida [3].

A continuacién se exponen algunas de las novedades més
destacadas en los estudio de microbiota durante los tres
primeros afios de vida, asi como algunos factores
prenatales, perinatales y postnatales que alteran el
microbioma intestinal en la vida temprana. Se muestran
también evidencias de que los cambios en la microbiota
durante los primeros afios de vida afectan el desarrollo de
enfermedades intestinales y extraintestinales. [1]



2. FACTORES QUE INFLUYEN EN EL DESARROLLO
DE LA MICROBIOTA INFANTIL.

microbioma durante los primeros afios de vida. Entre
ellos podemos destacar:

2.1. Exposicion prenatal

La construccién de la microbiota se inicia mucho antes del
parto. Contrariamente a lo que se pensaba afios atras, el
liquido amniético no es estéril aunque la presencia de
bacterias en él pueda estar asociada a un estado de
enfermedad. Normalmente las bacterias también son
detectables en el liquido amniético y en las placentas de
los bebés sanos, llegdndose a encontrar en ambos phyla
habituales de la microbiota oral como: Firmicutes,
Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria, y
Fusobacteria.

Se conoce que antes de que la madre dé a luz, los
microbios del liquido amniético pueden llegar al feto
puesto que el meconio tampoco es estéril.

Recientemente un estudio comparativo de la microbiota
de meconio de bebés prematuros y de las microbiotas de
la cavidad amniética, vaginal y oral, por separado
mostraba que la mayorfa de superposiciones entre el
meconio se daban a partir de conjuntos de datos
amnioticos.

En cuanto a lo taxones bacterianos encontrados en el
meconio de recién nacidos sanos se superponen con la
microbiota intestinal adulta, habiéndose detectado
Bacteriaceas (incluidas Escherichia coli y Shigella spp.),
Enterococos, estreptococos, estafilococos  (incluido
Staphylococcus epidermidis) y bifidobacterias.

Se cree que las bacterias del intestino pasan al torrente
sanguineo para acabar llegando al tGtero, aun asi sigue sin
haber evidencia empirica de que esto sea cierto por lo que
no se conoce realmente como estos microorganismos
alcanzan el ttero.

2.2. Tipo de parto. Natural vs cesarea

Aproximadamente un 25% de los nifios que nacen en
paises desarrollados lo hacen mediante cesdrea. Los
patrones de colonizacién bacteriana temprana difieren en
gran manera de la de los nifios nacidos por parto vaginal.
Se ha demostrado [4] que la primera microbiota esta
determinada por el tipo de parto, mostrandose que la
microbiota intestinal de los recién nacidos es muy similar
al tipo de microbiota a la que se enfrentan al nacer.

Mediante estudios de secuenciacion de rRNA 165 se ha
demostrado la similitud que presenta la microbiota
intestinal del infante con la microbiota vaginal o de la piel
de su madre dependiendo de su forma de nacimiento.

Los nifios que nacen mediante cesarea presentan menos
Bifidobacterium y especies Bacteroides que los nifios nacidos
mediante parto natural. La microbiota intestinal de
infantes nacidos por cesarea es menos diversa a los 2 afios
que la del resto. Esto puede deberse a una colonizacién
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Son muchos los factores involucrados en el desarrollo del

retrasada de los intestinos por Bacteroidetes ya que los
nifios nacidos por cesdrea no presentaron colonizacién
por parte de estas bacterias hasta cumplir un afio de edad.
Estas diferencias no se ven tan claramente en nifios
prematuros.

Un tiempo de gestaciéon mds corto se asocia con una
mayor prevalencia de Clostridium difficile y de especies de
Staphylococcus. El tipo de parto tiene poco impacto en el
desarrollo de la microbiota de bebés prematuros. También
puede ser que los patrones de colonizaciéon difieran en
estos bebés debido a un mayor uso de antibibticos en
ellos.

Estas diferencias llevan al desarrollo de trastornos
inmunolégicos asociados al tipo de parto. El parto por
cesdrea esta asociado con un mayor riesgo de desarrollo
de enfermedad inflamatoria intestinal hasta los 14 afios

Con el establecimiento de diferentes microbiomas
intestinales entre los bebés nacidos por via vaginal o por
cesarea vienen en desarrollo subsecuente de varios
trastornos inmunoldgicos asociados con el modo de
nacimiento. Se comprob6 [5] que el parto por cesarea estd
asociado con un mayor riesgo de desarrollo de
enfermedad inflamatoria intestinal entre 0 y 14 afios de
edad.

La cesarea se asocia a la adiposidad a las 6 semanas de
edad, relacion que se ve aliin mads clara en nifios nacidos
de madres obesas. A los 11 afios éstos presentan 1.83 mas
probabilidades de tener sobrepeso. Los nifios nacidos por
cesdrea tienen mads riesgo de desarrollar enfermedades
celiacas. La disbiosis intestinal microbiana es la
explicaciéon mas aceptada para la asociacion del tipo de
parto con estas enfermedades.

2.3. Lactancia natural vs alimentacion artificial

La leche materna satisface los requerimientos
nutricionales de los infantes y les otorga proteccién frente
patoégenos gracias a la transmision de anticuerpos
maternos (IgA) y otros factores antimicrobianos. La
Organizaciéon Mundial de la Salud recomienda dar el
pecho a los recién nacidos hasta los 6 meses para
asegurar todos los beneficios nutricionales e
inmunolégicos.

Se han comparado los efectos de la leche materna y la
leche industrial, probandose que la leche materna
contiene su propio consenso microbiano que se transmite
al nifio junto con oligosacaridos no digeribles que
promueven la proliferacién de determinadas bacterias
intestinales.

La transferencia bacteriana a través de la piel de la madre
durante la lactancia es inevitable, pero cada vez son mas
los estudios que apoyan la hipétesis de la via
enteromamaria, que propone que las bacterias intestinales
de la madre alcanzan las glandulas mamarias usando las
células dendriticas y los macréfagos
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Imagen 2.- Se muestra la via enteromamaria.

Esta hipotesis se ve reforzada por la identificacion de
bacterias asociadas a los intestinos que comparten las
heces y la leche materna con las heces del neonato. Al
comparar infantes alimentados con leche materna con
infantes alimentados con leche industrial se ha
comprobado que los que tomaban el pecho tendian a
tener una poblaciéon de la microbiota intestinal mds
uniforme. Bifidobacterias y Lactobacillus tienden a
dominar en estos infantes mientras que en los que tienen
una alimentacién artificial se encuentran mas proporcion
de Bacteroides, Clostridium, Streptococcus,
Enterobacteria, y Veillonella spp.

Actualmente se busca enriquecer la leche industrial con
oligosacdridos de leche materna (HMOs) ya que estan
considerados como prebidticos que promueven el
crecimiento y la proliferacién de comensales beneficiosos
para el recién nacido, por lo que se prevendria asi una
colonizacién de patégenos en el intestino.

Determinados tipos de poblaciones de bacterias asociadas
a intestinos como Bifidobacterium spp. tiene agrupaciones
de genes dedicadas al metabolismo de HMOs. Se ha
probado in vitro en un estudio usando Bifidobacterium
spp., Escherichia coli, y Clostridium perfringens que s6lo
Bifidobacterium spp. fue capaz de metabolizar de forma
eficaz los HMOs. Ademaés, el metabolismo de estos
sustratos provocé una producciéon de lactato y &cidos
grasos de cadena cortas que incrementan la acidez del
entorno, un factor muy importante para la prevencién de
la colonizacién por patégenos.[6]

2.4. Antibioticos

Los antibidticos de amplio espectro son prescritos
regularmente a nifios de paises occidentales para intentar
protegerlos de enfermedades. Ademds de crear
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resistencias, el uso de antibi6ticos puede estropear la
ecologia local de la microbiota intestinal y puede hacer al
infante mas proclive a contraer determinadas
enfermedades.

Aunque la microbiota intestinal es bastante resistente a
factores disruptivos como los antibidticos, su ecologia
puede verse gravemente cuando la exposicién a los
mismos es demasiado prolongada en el tiempo.

Esta disrupcion combinada con el descenso de la
diversidad microbiana en el intestino de los infantes
puede promover la aparicién de patégenos entéricos. Un
estudio llevado a cabo en nifios de 0 a 13 meses vincul6 el
inicio de infecciones de C. difficile con disrupciones en la
microbiota causadas por antibiéticos.[7]

El uso de antibidtico en estadios tempranos puede
impactar significativamente al crecimiento de otros phyla
bacterianos dominante en los intestinos. Los nifios
expuestos a ampicilina y gentamicina poco después del
nacimiento tendian a albergar mayores proporciones de
Proteobacteria, Actinobacteria, y Lactobacillus que los
nifios

La exposiciéon a antibidticos demasiado temprano puede
llevar a que el nifio sea mds susceptible a otras
enfermedades en etapas mdés tardias de su vida. Un
tratamiento con vancomicina

Un estudio en humanos asocia el tratamiento con
vancomicina con un aumento del &acido biliar y el
metabolismo de la glucosa relacionado con el desarrollo
de la obesidad [8]. Ademéds, la terapia con antibidticos
administrada a un modelo de adiposis en ratones a
temprana edad altera la abundancia relativa de
poblaciones bacterianas en el intestino (107). También hay
evidencia de que los antibiéticos juegan un papel en el
desarrollo de la EII en los nifios. Shaw et al. descubrieron
que el uso de antibidticos durante el primer afio de vida
era mas comun en aquellos con diagnéstico de EII [9].

Estos resultados sugieren fuertemente un vinculo entre el
uso de antibiéticos y el inicio de la enfermedad, pero se
necesita investigacion para comprender completamente el
mecanismo por el cual la disbiosis microbiana inducida
por antibiéticos influye en el desarrollo inmune de la vida
temprana

3. DisBIOSIS DE LA MICROBIOTA EN
ENFERMEDADES PEDIATRICAS

La alteracion de cualquiera de los factores
mencionados anteriormente puede desembocar en la
disbiosis o desbalance del equilibrio de la microbiota.

3.1. Obesidad

En la obesidad, las investigaciones iniciales relacionaban
la composicién de la microbiota intestinal con la ganancia
de peso, asi como la proporciéon entre Bacteroidetes y
Firmicutes con la habilidad de extraer energia de la dieta.
Ademas, se ha probado en gemelos monocigoticos
discordantes para obesidad que una transferencia de su
microbiota a ratones libres de patdgenos es suficiente para



explicar o intuir por qué no presentan los mismos
atributos fisicos como la altura, el peso y factores no
genéticos.

Hay muchos nifios han sido expuestos a antibiéticos
durante la nifiez. Se han usado dosis sub-terapéuticas de
diferentes clases antibiéticos como promotores del
crecimiento en los inicios de vida de los nifios. Los
mecanismos de estas dosis subterapéuticas no se conocian
al completo hace unos afios pero se ha visto que pueden
llegar a alterar el microbioma intestinal, es decir un
aumento de genes microbianos clave implicados en el
metabolismo de carbohidratos

Los mecanismos que la microbiota usa para sefalizar un
cambio en el metabolismo de su huésped incluyen la
sefializacion a través de TLR5, el péptido glucagon-like
(GLP)-1/2 y la mediacién sistémica de los niveles de LPS.
Por lo tanto, la funcién inmunolégica esta vinculada a la
patofisiologia de la obesidad. Esta enfermedad posee un
componente inflamatorio que puede explicar el desarrollo
de enfermedades metabodlicas, reflejado en el aumento de
los niveles de proteinas inflamatorias en el torrente
sanguineo, la secrecién aumentada de adipoquinas y la
activaciéon desregulada de leucocitos en varios tejidos,
incluyendo el higado y el cerebro. [10]

Como se discutié anteriormente, el modo de parto al
nacer puede alterar la composicion de la intestinal
temprana en recién nacidos. Siendo la de los nifios
nacidos por cesarea mas similar a la microbiota de la piel
que a la vaginal.

En un estudio con nifios obesos brasilefios [11] los nifios
nacidos por cesdrea presentaban un riesgo mayor de
desarrollar obesidad en la adultez temprana que los
nacidos por parto vaginal. De igual manera, los nifios
alimentados con leche en polvo en lugar de leche materna
en los primeros 6 meses de vida presentaban el doble de
posibilidades de desarrollar obesidad en un futuro.

Ademéds de la ingesta nutricional, muchos nifios habian
tanto para crear acidos grasos de cadena corta como para
provocar cambios en el metabolismo hepético de lipidos y
en el metabolismo del colesterol, llevando a una mayor
adiposidad en modelos de ratones jévenes . Por lo que
podemos asegurar que una exposicion a bajos niveles de
antibiéticos puede inducir leves cambios en el ecosistema
microbiano, seleccionando un entorno més apto para los
microorganismos que promueven la ganancia de peso.
Estudios epidemioldgicos conducidos en Estados Unidos
demostraron [12] que existe una correlacién entre los
estados donde hay mayor uso de antibidticos en bebés y
los estados donde los indices de obesidad son maés altos.

4. CONCLUSION

El estudio y analisis de la microbiota suponen una
nueva puerta hacia métodos de diagnéstico y
tratamientos innovadores de enfermedades cotidianas.
hay claras evidencias de que la composicién de la
microbiota intestinal que se forja durante los primeros
afios de vida estd muy relacionada no solo con el
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desarrollo de enfermedades a temprana edad si no con
la propensiéon de padecer algunas a largo plazo, por
tanto la investigacion de los perfiles metagenémicos y
metabolémicos correspondientes a la vida temprana y
de los cambios microbianos asociados a la enfermedad
pueden aportar informacién en la comprensién del rol
de la microbiota en el proceso de la enfermedad, asi
como biomarcadores de la enfermedad antes de que se
manifieste clinicamente.

Por su lado si se sigue constatando que el hecho de no
nacer por parto natural, cesarea en este caso, nos
predispone a desarrollar alergias, y otros tipos de
inmunodeficiencias, obesidad y otras enfermedades
podriamos conseguir erradicarlas no mediante la
vacunacién, sino mediante transplantes directos de
microbiota o tratamientos con probiéticos o prebitticos
como los hmos.
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Relacion entre la autofagia y el ejercicio
fisico

Judit Gutiérrez Navarro

Resumen— Los beneficios que el ejercicio fisico aporta a nuestra salud, y las adaptaciones morfologicas y fisiolégicas que
éste produce en el musculo son bien conocidos, sin embargo, los mecanismos involucrados en las adaptaciones celulares y
metabdlicas inducidas por el ejercicio son mucho menos conocidos. La autofagia es un proceso conservado a través de la
evolucion cuya funcion es reciclar agregados de proteinas y organulos para su posterior utilizacion. Esto lo hace degradando
macromoléculas y organulos subcelulares a través de la fusion de los autofagosomas con los lisosomas, y asi liberar algunos
materiales (tiles como los aminoacidos para que puedan volver a ser usados y mantener el metabolismo celular. Se ha
demostrado que el ejercicio fisico es un inductor de la autofagia, aunque tanto las respuestas a este ejercicio como las
adaptaciones al mismo son diferentes y variadas. El objetivo de esta revision es doble: por un lado, aclarar qué es la autofagia
y describir sus fases, y por otro, descubrir la relacién que tiene la autofagia con el ejercicio fisico; la activacion de la autofagia
con la contraccion muscular, las adaptaciones al ejercicio potenciadas por la autofagia y sus beneficios asociados.

Palabras Claves— Adaptacion fisiologica, Autofagia, Autofagosomas, Ejercicio, Lisosomas.

1. INTRODUCCION

n la actualidad, cada vez hay maés interés en conocer

los efectos beneficiosos del ejercicio fisico, ya que la

sociedad se torna més sedentaria y envejecida por
momentos. Se sabe que el ejercicio regular mejora la salud
cardiovascular, el mantenimiento de la masa muscular, el
equilibrio de glucosa e incluso el humor [1], [2], [8], [23].
Sin embargo, el ejercicio también dana proteinas, que de-
ben ser recicladas para permitir la sintesis de maquinaria
nueva y mejorada, y a esto, es a lo que se conoce como
autofagia [8], [12], [14], [16], [20], [23].

La autofagia es un proceso conservado en eucariotas y las
primeras rutas de ésta fueron descubiertas en levaduras,
con la identificacién de 30 genes relativos a la autofagia o
genes ATG, que mas tarde se identificaron también en
mamiferos [3], [5].

Estudios recientes han demostrado que la autofagia tiene
un papel fisiolégico y fisiopatolégico mas importante de
lo que se pensaba, en situaciones como la adaptacién al
hambre, la limpieza de proteinas, en enfermedades o en
el ejercicio, ya que el reordenamiento citosélico después
del mismo requiere de la mediacién de este proceso [4],
[11], [17], [18], [19], [20].

2. DESARROLLO

2.1. ; Qué entendemos por autofagia?

La autofagia es un proceso en el que se degradan macro-
moléculas y orgdnulos subcelulares a través de la fusiéon
de autofagosomas y lisosomas para reciclar material atil

Judit Gutiérrez Navarro. Ciencias de la Actividad Fisica y del Deporte, Uni-
versidad Pablo de Olavide. juditportaceli@hotmail.com.

como los aminoacidos, y asi producir energia y mantener
el metabolismo celular [18], [20].

2.2. ;Como ocurre la autofagia?

El objetivo de la autofagia es la formacién de un autofa-
gosoma cuyo contenido es degradado y reciclado, y esto
se consigue en varias fases que detallaremos a continua-
cion, pero antes de que se lleven a cabo todos estos pasos,
hay una responsable de que se active la autofagia, y ésta
es la proteina mTOR [9]. El mecanismo de mTOR es el
siguiente: mTOR estd activo cuando hay nutrientes, y esto
inhibe la autofagia, pero en pobres condiciones de nu-
trientes, mTOR se inactiva, y esto induce la autofagia.
Cuando mTOR se inactiva, deja de fosforilar de forma
directa a ULK1 y ATG13. La ULK1 desfosforilada se dis-
ocia del complejo mTOR vy fosforila a ATG13 y RB1CC1,
lo que induce a que se produzca la fase de nucleacién del
autofagosoma [5], [20], (Fig 1).
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2.3. Fases de la autofagia

La autofagia se compone de varias fases: iniciacion, nu-
cleacién, elongacién, fusién y degradaciéon. La iniciaciéon
consiste en la formacién de una doble membrana o fago-
foro [20], [22]. A la fase de iniciacién le sigue la de nuclea-
cion. Esta fase requiere de la formacién de un complejo
compuesto por fosfatidilinositol 3-kinasa (PI3K), VPS15,
AMBRA1, VPS34 y UVRAG y Beclin-1. Dentro de ese
complejo, si Beclin- 1 estd libre, recluta proteinas ATG
para la formacién del autofagosoma [20].

La siguiente fase es la de elongacién, en la que se necesita
la unién de ATG5 y ATG12 para formar un complejo que
se une a ATGI16, y se forma el complejo ATG12-ATG5-
ATG16. Este complejo interviene en la conjugacion de la
fosfatidiletanolamina (PE) con LC3-I para formar LC3-II,
que es lo que se va a unir a la membrana del autofagoso-
ma para elongarla [20], (Fig 2).
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Fig. 2. Fases de elongacion y maduracion.

Las ultimas fases son las de maduracién y degradacion.
Después de la elongacion, el autofagosoma formado se
fusiona con el lisosoma y se forma un autofagolisosoma
intermedio, y de la interaccion de este autofagolisosoma
intermedio con las proteinas LAMP-1 y LAMP-2, se ob-
tiene un autofagolisosoma maduro. Este autofagolisoso-
ma adquiere la enzima degradativa catepsina y fosfatasas
acidas, que serviran para la rotura de proteinas dentro del
mismo. También serd necesaria la proteina RAB-7 para
exportar los aminoacidos al citosol después de la degra-
dacion [10], [20], (Fig 2).

2.4. Autofagia y ejercicio fisico

Sabemos que la autofagia juega un papel importante en el
mantenimiento del equilibrio metabdlico durante el ejer-
cicio, pero ;cé6mo se produce la autofagia durante el ejer-
cicio exactamente?
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Durante la contracciéon muscular, los niveles de calcio,
NAD+, AMP y ROS aumentan. Estos mensajeros molecu-
lares activan a sus respectivos efectores,
CaMK/ calcineurina, SIRT1, AMPK y p38. Esto, a su vez,
inicia la autofagia y potencia la transcripcién a largo pla-
Zo.

AMPK puede iniciar la activacién de la autofagia a través
de la inhibicién de MTOR vy la fosforilacién de ULK1 una
vez que se ha disociado del complejo MTOR. Después de
esto, ya seguirian la fase de nucleacién y elongacién del
autofagosoma como hemos visto anteriormente.

Por otro lado, la calcineurina, SIRT1 y AMPK son los en-
cargados de potenciar la transcripcion a largo plazo, y
esto también ayuda a que se produzca la autofagia, ya
que la autofagia estd asociada a los factores de transcrip-
cién FoxO3, y si aumenta la transcripcion, aumenta tam-
bién la transcripcion de estos factores [23], (Fig 3).
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Fig. 3. Autofagia y contraccién muscular.

Gracias a este proceso, se dan adaptaciones al ejercicio a
largo plazo potenciadas por la autofagia. El ejercicio inicia
una cascada de reacciones que conducen a aumentar el
estrés oxidativo, el desequilibrio energético y el calcio
intracelular. Todo ello, puede inducir la activacién de la
autofagia, y como resultado, la autofagia interviene en el
equilibrio entre la sintesis y degradacion de proteinas, el
ajuste de la actividad mitocondrial, las adaptaciones me-
tabolicas y la angiogénesis. Todas estas adaptaciones uni-
das mejoran el rendimiento en resistencia y la homeosta-
sis de glucosa y lipidos [23].

Ademas de todas estas adaptaciones al ejercicio, la auto-
fagia también cuenta con una serie de beneficios asocia-
dos como son la mejora de la capacidad oxidativa, la con-
servacion de la masa muscular durante el envejecimiento,
interviene en la regulacion de la glucosa y protege contra
ROS [6], [7], [13], [15], [21].

3. CONCLUSIONES

La autofagia es un proceso complejo en el que intervienen
muchas moléculas y reguladores. La degradaciéon autofa-
gica de contenido celular y organulos es fundamental
para el equilibrio y vitalidad de la célula, y més especifi-



camente, dentro del musculo esquelético, ya que es uno
de los procesos encargados del mantenimiento de la
homeostasis celular dentro de las fibras del mismo, sin
embargo, todavia es un misterio qué grado de ejercicio
hay que alcanzar para que se active la autofagia en mayor
o menor medida.

En definitiva, pienso que es un tema poco investigado y
que resultaria bastante interesante para saber cémo el
organismo es capaz de recuperarse, renovar material y
mantener el equilibrio metabélico durante y después de
realizar ejercicio.
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EL AULA NATURA EN LOS CENTROS EDUCATIVOS: UN MEDIO IDEAL
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Resumen—El presente etudio trata de indagar en la capacidad que pueden tener las Aulas de la Naturaleza dentro de los
propios centros escolares, para desarrollar una educacion ambiental significativa y favorecer la integracion escolar. El Aula
Natura situada dentro del centro escolar San Vicente de Paul en Alcoy, es una gran oportunidad para estudiar los cambios
actitudinales y el desarrollo de la sensibilidad hacia los problemas ambientales actuales, tanto del alumnado como del resto de
la comunidad educativa. Se ha constatado que el desarrollo de actividades en el Aula Natura, donde el alumnado se siente
protagonista de su propio aprendizaje, favorece los cambios actitudinales y el desarrollo de su sensibilidad hacia dichos
problemas. Por otro lado, y de forma indirecta, el Aula Natura mejora la integracion de los alumnos con problemas actitudinales

y por lo tanto, el ambiente general del propio centro escolar.

Palabras Claves— Actitudes, Ambiental, Aula Natura, Educacion, Sensibilidad.

1. INTRODUCCION

El Aula de la Naturaleza se podria definir como un es-
pacio educativo en contacto con el medio natural, que
tiene como principal finalidad la de sensibilizar y con-
cienciar al alumnado respecto de las problemdticas ambi-
entales.

Se ha constatado a través de numerosas experiencias, No-
vo [1], Herndndez [2], Heike [3] que las aulas de la natu-
raleza son un recurso muy significativo para la educacién
ambiental. Como ya mostraron Alvarez et al. [4], estos
espacios suponen una oportunidad para que todo la co-
munidad educativa entre en contacto directo con el pro-
pio espacio natural, lo cual genera una informacién
desconocida para la gran mayoria y promueve emociones
que pueden llegar a cambiar su relacién personal con el
medio ambiente.

Las actividades de educacién ambiental que se pueden
llevar a cabo en estas aulas son muy variadas: huertos
escolares/sociales, convivencias, interpretacién del entor-
no, sensibilizaciéon con los elementos del entorno (olfato,
tacto, oido...), docencia en el 4&mbito de las ciencias y de
otras disciplinas, etc. Estas experiencias proporcionan a
los participantes informacién fundamental para profun-
dizar en el conocimiento del medio ambiente y sus creen-
cias respecto del mismo, lo cual, como ya mostraron Leff
[5], Martinez-Alier [6] es un paso indispensable para
promover la transicion desde un modelo sostenible a un
modelo sustentable.

El Aula Natura (a partir de ahora AN) surge del interés y
la motivacién del profesorado del Colegio San Vicente de
Padl por profundizar en el conocimiento del medio ambi-
ente natural y mejorar la calidad educativa a partir de un
espacio natural privilegiado vinculado a un centro educa-

Daniel Musitu Ferrer. Facultad de Ciencias Experimentales, Universidad
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tivo. Esta situado en la ciudad de Alcoy, Alicante, en una
ubicacién muy especial que linda con el Parque Natural
de la Sierra de Mariola. El AN estd situada en un pinar de
5000 metros cuadrados que comunica con los espacios de
recreo del propio centro escolar. Fue hace unos 10 afios
cuando el profesorado y la direccion fueron con-
ciencidndose de la necesidad de apostar por una edu-
cacién mds préxima hacia el medio ambiente, al consider-
ar el gran recurso que era disponer de un espacio proteg-
ido en el mismo centro educativo. Para lograrlo, se cre6
hace 5 afios el Area de Mejora Medioambiental, con el
objetivo de coordinar los diferentes proyectos que impul-
sarfan esta nueva linea de trabajo. A partir de esta experi-
encia se propuso hace tres afios la creacién del Aula Natu-
ra y, de esta manera, poner en valor un espacio excep-
cional y muy poco comtn en los centros educativos, tanto
de la Comunidad Valenciana como del resto de Espafia.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

El objetivo del AN es potenciar el desarrollo integral de
toda la comunidad educativa a través de una educacién
ambiental realmente significativa en la que todos
aprenden de todos desde una perspectiva tanto local co-
mo global, teniendo siempre en el horizonte la sensibil-
izacién y el respeto por el medio ambiente y el de mejorar
el medio socio-ambiental en el que convivimos. Por lo
tanto, trataremos de analizar las actitudes y la efectividad
que supone realizar actividades de educacién ambiental
en el cambio de paradigma de los alumnos.

2.2. Objetivos especificos
Uno de los objetivos primordiales de las actividades rea-

lizadas en el AN, como ya coment6 Heike [3], es que todo



el alumnado del centro, desde infantil hasta ESO y ciclos
formativos, participen de forma activa en el crecimiento y
desarrollo de la propia aula, dando apoyo a todo el profe-
sorado del centro en sus asignaturas curriculares.

De este modo, se facilita la metodologia activa e investi-
gativa, fomentando la autonomia personal y el andlisis
critico de las situaciones sociales y ambientales. Por lo
tanto, los objetivos especificos son los siguientes:

1. Estudiar los cambios producidos en el alum-
nado en el ambito actitudinal en relacién con
la proteccion del medio ambiente.

2. Analizar la sensibilidad del alumnado res-
pecto de los problemas ambientales a partir
del AN.

3. Identificar el significado que el AN tiene pa-
ra el alumnado y el profesorado.

3. METODO

3.1. Muestra

A pesar de que, como ya hemos comentado anteriormen-
te, todo el alumnado del centro va a ser participe del
desarrollo de actividades de educacién ambiental en el
AN, la muestra de estudio esta constituida especificamen-
te por el alumnado de ESO. Se trata de una muestra de
230 alumnos comprendidos entre los 12 y los 16 afios de
edad que corresponde a los cursos comprendidos entre 1¢
y 4% de ESO.

3.2. Instrumentos

Para la evaluacién del AN sus implicaciones, significados
y potenciales efectos en el centro, en este caso a partir del
alumnado y profesorado, se utilizaron breves escalas tipo
Likert de cuatro items cada una con las siguientes opcio-
nes: muy en desacuerdo, en desacuerdo, de acuerdo, muy
de acuerdo. Las escalas fueron las siguientes:

Escala CAPA (Cambios Actitudinales respecto de los Pro-
blemas Ambientales), Escala SPA (Sensibilidad hacia los
Problemas del Medio Amiente), Escala SAN (Significado
del Aula Natura en el centro) y finalmente se utilizé6 un
item tipo Likert con cuatro opciones de respuesta para
evaluar el reciclaje de envases tanto en el profesorado

como en el alumnado.

3.3. Analisis
Se utilizé un disefio cuasi-experimental pre-post. Al inicio

del ano escolar, 2017-2018, se evaluaron las actitudes, la
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sensibilidad y el reciclaje de residuos. Y el significado del

AN se evalud a final del curso académico.

3.4. Procedimiento

Todos los proyectos que actualmente se desarrollan estdn
siendo llevados a cabo tinicamente por el alumnado del
centro con la guia del profesorado. Los proyectos de edu-
cacién ambiental que se estdn desarrollando en el centro
son los siguientes:

Cajas nido: Los alumnos investigan sobre los diferentes

variables que afectan la ocupacion de las cajas asi como la
propia evolucion de la poblacion.

Senda botanica: Los alumnos desarrollan diferentes com-
petencias a través de la busqueda e interpretacion de las
diferentes especies vegetales.

Charca: Se han utilizado ruedas de tractor para su cons-
truccion y aunque actualmente se encuentra en fase final
de construccion

Espacio de convivencia: El contacto con la naturaleza,
como ya demuestra Corraliza [7], un espacio reconfor-
tante y liberador nos produce bienestar. Por lo que utili-
zamos este espacio como lugar de convencia y apadrina-
miento entre los diferentes alumnos del centro, asi como
espacio para reflexionar y discutir sobre las diferentes
problematicas ambientales y sociales.

En proceso de implantacion se encuentran los siguientes
proyectos: un huerto escolar, que como ya constatan Ro-
driguez et al. [8], estd mas que contrastado los beneficios
que aporta el huerto escolar en la produccién de emocio-
nes, fundamentales para la educacién ambiental en sus-
tentabilidad. Por otra parte también se esta, realizando
trabajos en la creacion de un gallinero y cajas nido para

insectos y murciélagos.

4. RESULTADOS

Los resultados de las diferentes escalas tipo Likert sobre
las implicaciones, significados y potenciales efectos en el

alumnado y profesorado del AN son los siguientes:
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Gréfica 1. La evolucion de los cambios actitudinales desde septiem-
bre (x=7,6) a mayo (x=13,4) son realmente significativos
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Gréfica 2. (SPA curso 2017-2018) se muestra la evolucion de la
sensibilidad de las chicas frente a los chicos, desde septiembre
(xchicos=5,6 y xchicas=7,9) a mayo (ichicos=10,8 y ichicas=13,8),
destacando una mayor sensibilidad tanto en el pretest como en el
postest.
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Grafica 3. Se aprecia el alto significado (¥=13,9) que ha adquirido el
AN en el desarrollo educativo del centro escolar.
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Grafica 4. Muestra claramente una evolucibn muy positiva desde
septiembre (¥=4,6) hasta mayo (x=11,9), de la actitud tanto del
profesorado como del alumnado septiembre (¥=3,7) a mayo (¥=9,8)
hacia el reciclaje de los envases.

5. CONCLUSIONES

El objetivo fue analizar los cambios efectuados en las
actitudes de toda la comunidad educativa, especialmente
en el alumnado, tanto hacia los problemas ambientales
como su posterior evolucion.

Se ha constado un cambio muy significativo en la actitud
(gréfica 1), ya que ha sido uno de los objetivos fundamen-
tales desarrollados a través de las diferentes actividades
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de educacién ambiental en el AN. En todas las activida-
des realizadas se ha hecho hincapié en la necesidad de
cambiar hdbitos y actitudes hacia los problemas ambien-
tales a los que nos enfrentamos.

También se ha constatado una evolucién positiva de la
sensibilidad del alumnado. En este caso, hemos realizado
un andlisis comparativo entre la evolucién por sexos y
como puede verse en la grédfica 2 y ya mostraron Moreno
et al. [9], inicialmente la sensibilidad es mayor en las chi-
cas que en los chicos. Gracias al efecto del AN ambos sex-
os han evolucionado de forma muy parecida, por lo que
tras el post contindan siendo las chicas, las que siguen
desarrollando mayor sensibilidad.

Por otra parte, el AN también ha tenido un efecto muy
positivo para desarrollar el proyecto de reciclaje (grafica 3
y 4). Uno de los problemas ambientales mds importante
del planeta y gracias a las diferentes actividades realiza-
das en el AN, tanto el alumnado como el profesorado, se
han implicado activamente en su desarrollo y mejora.

Una de las facetas que nos ha parecido mds interesantes
del desarrollo de actividades de educacién ambiental en
este tipo de espacios, ha surgido al trabajar con alumnos
con comportamientos disruptivos dentro del aula con-
vencional. Se ha constatado, aunque indirectamente, que
el trabajo tanto individual como grupal en estos espacios,
ayuda a la integracién de estos alumnos y al desarrollo de
sus competencias. Este resultado, producto de la interac-
cién con el AN, se considera muy relevante para una fu-
tura exploracién e investigaciéon mds rigurosa es posteri-
ores estudios y trabajos, tanto por su interés en la moti-
vacién dentro del aula como la mejora del ambiente en el
centro.

La busqueda constante de un aprendizaje significativo, en
el que el alumnado sea el protagonista del desarrollo de
su propio conocimiento, potenciando su espiritu critico y
reflexivo aporta al AN un gran potencial, por lo que es-
tamos actualmente trabajando en esta direccién para se-
guir profundizando y evolucionando.
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Cancer gastrico: Nuevos tratamientos

M? Eugenia Martin- Vazquez Garcia

Resumen— EI cancer gastrointestinal, aln sin ser una enfermedad de renombre, constituye una de las principales causas de
mortalidad a nivel global. Existen diversos tipos, cada uno de ellos con un fenotipo distinto, de modo que se trata de un tumor
muy heterogéneo, lo cual dificulta el desarrollo de un tratamiento verdaderamente efectivo contra él, al focalizarse los
tratamientos convencionales en dianas especificas caracteristicas Unicamente de algunos de los tipos. La inmunoterapia
constituye una alternativa terapeultica que estd demostrando ser muy eficaz en el tratamiento de este tipo de cancer, al no
focalizarse en dianas extremadamente especificas y fomentar la movilizacion del sistema inmune para hacer frente al tumor,
permitiendo abarcar mas subtipos y de ese modo, constituyendo un nuevo tratamiento prometedor para pacientes que sufren la

enfermedad.

Palabras Claves— Cancer géastrico, inmunoterapia, tratamiento.

1. INTRODUCCION

1 cancer gastrointestinal (GC) es un tumor maligno y

bastante agresivo, muy frecuente y extendido por

todo el mundo, constituyendo la segunda causa de
mortalidad relacionada con céncer, y la cuarta enferme-
dad maligna mas diagnosticada, con un valor aproxima-
do de 740,000 muertes y 990,000 nuevos casos diagnosti-
cados por afo, datos enormemente sorprendentes, que
revelan la importancia de tratamientos eficientes contra el
mismo.

1.1.Cancer gastrico: caracteristicas de la enferme-
dad y situacién actual
A pesar del progreso realizado en el campo de las terapias
contra el cdncer en los dltimos afios, existe una necesidad
muy importante de nuevos medicamentos y tratamientos,
con el fin de aumentar la eficacia y reducir la toxicidad de
los agentes anticancerigenos disponibles actualmente, y
con el objetivo general de mejorar resultados del trata-
miento de neoplasias gastrointestinales.
La extirpacion quirdrgica completa del GC junto con la de
los ganglios linféticos adyacentes es la principal opcién
curativa actualmente. Desafortunadamente, debido a la
fase temprana asintomdtica de la enfermedad, muchos
pacientes se diagnostican en etapas avanzadas, cuando es
demasiado tarde para la extirpacién.
El GC se considera una enfermedad heterogénea asociada
a diversas mutaciones genéticas. [1,3]. Alrededor del 80-
90% de los carcinomas géastricos se desarrollan de forma
esporddica, el 10-20% parece estar asociado a una causa
familiar, y aproximadamente 1-3% presentan una clara
herencia genética [2]. El enfoque de tratamiento tnico
para todos los tipos que existen se considera un motivo
clave del fracaso asociado a estos ensayos. Es por esto que
los avances realizados para aumentar la tasa de supervi-
vencia de los pacientes que padecen GC han sido mucho
mas lentos que los relacionados con otros tipos de cancer
en la tltima década. [1,3].
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1.2. Clasificacion molecular de los distintos tipos
de cancer gastrico
La clasificacién de la OMS (Organizacion Mundial de la
Salud) describe cuatro tipos histolégicos de GC (papilar,
tubular, mucinoso y mal cohesivo). La clasificacion de
Lauren, por otra parte, los clasifica en intestinales, difusos
y subtipos mixtos. Ninguna de estas dos clasificaciones
tiene un valor prondstico, de modo que no pueden ayu-
dar a guiar el enfoque terapéutico.
Recientemente, ha sido publicada una clasificacién mole-
cular (Tabla 1). El Grupo Atlas del Genoma del Cancer ha
propuesto cuatro grandes subtipos moleculares, que se-
rian: i) los mds frecuentes, que se caracterizan principal-
mente por la inestabilidad cromosémica (CIN), ii) los
asociados a inestabilidad de microsatélites, que se carac-
terizan por presentar una elevada tasa de mutacién y
metilacién del ADN, iii) los gendmicamente estables y iv)
tumores positivos para el virus de Epstein Barr.
Esta clasificacién representa una nueva oportunidad para
la identificacién de nuevos objetivos moleculares y el di-
sefio de nuevas terapias [2,4].

Sub- Caracteristicas moleculares
tipos
EBV - Hipermetilacién del ADN
9%) - Elevada frecuencia de mutaciones PIK3CA
- Sobreexpresién de PDL1/PDL2
MSI - Elevada tasa de mutaciones
(22%) - Metilaciéon del ADN
GS - Alteraciones moleculares en las vias implica-
(20%) das en adhesién celular/ migracién celular
- Mutaciones en ARIDI y BCOR
CIN - Inestabilidad cromosémica
(50%) - Amplificacién de genes codificantes de re-
ceptores de tirosina quinasa (HER)

Tabla 1. Clasificacién molecular de los distintos tipos de cancer gas-

trico propuesta por el Grupo Atlas del Genoma del Cancer.

EBV= Virus Epstein Barr; MSI= Inestabilidad de Microsa-

télites; GS= Genomicamente Estables; CIN= Inestabilidad
Cromosoémica. Modificado de [2].



2. TRATAMIENTO CONVENCIONAL DE LA
ENFERMEDAD

El tratamiento convencional de la enfermedad se basa en
el empleo de fdrmacos cuyas dianas son receptores celula-
res y rutas especificas con implicacién en la apariciéon y
desarrollo de este tipo de céncer.

2.1. Dianas moleculares y principales farmacos
desarrollados hasta la actualidad

2.1.1. HER2

El receptor HER2 es un miembro de la Familia de Recep-
tores del Factor de Crecimiento Epidérmico (EGFR), que
presenta una serie de propiedades tnicas, al carecer de
ligandos especificos que se unan a él con elevada afinidad
(Figura 1). Su activacién se debe a su homo / heterodime-
rizacién espontdnea con otros receptores de la familia
EGEFR. [2,4]

EGF

No ligandos

conocidos

HER2

v'Proliferacion celular
v'Supervivencia celular

vInvasion y metéstasis

Fig 1. Familia de Receptores de Tirosina Quinasas HER, sus ligan-
dos especificos y las vias de transduccion de sefales en las que
participan. Modificado de [2].

HER?2 sufre una serie de amplificaciones en el tumor gds-
trico, de modo que se han realizado estudios para evaluar
la eficacia terapéutica potencial de su empleo como diana
en este contexto, como el estudio ToGA, que evalud el
medicamento Trastuzumab, un anticuerpo monoclonal
dirigido especificamente contra el dominio extracelular
de HER2, mads un tratamiento de quimioterapia en con-
traposiciéon con el tratamiento de quimioterapia sola en
pacientes de cdncer gastrico avanzado que mostraban un
genotipo de sobreexpresion de HER2 (HER2 +). La super-
vivencia global fue significativamente mayor en pacientes
que recibieron el Trastuzumab junto con la quimioterapia,
asi como la tasa de respuesta global y la duracion de la
respuesta al tratamiento, que también se incrementaron
en pacientes que reciben Trastuzumab.

Por el contrario, se vio que en aquellos pacientes de can-
cer gdstrico que presentaban baja expresion de HER2, el
tratamiento con Trastuzumab no mejoré su superviven-
cia. Por lo tanto, tomando estos resultados en conjunto, se
pudo afirmar que el tratamiento con Trastuzumab pro-
porciona beneficio terapéutico tinicamente a aquellos pa-
cientes que muestran una elevada tasa de expresién de
HER2. [1,2]
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2.1.2. Ruta MET/ HGF

La alteracién genética mds frecuente relacionada con el
Receptor del factor de crecimiento de hepatocitos (codifi-
cado por el gen MET) es su amplificacién génica, que se
asocia con una supervivencia mucho menor en los pacien-
tes de cdncer gastrico que la presentan. HGF es el factor
de crecimiento que promueve la migracién celular y la
supervivencia de los hepatocitos, y que se une a su recep-
tor, codificado por MET. Se han desarrollado varios ensa-
yos clinicos para evaluar medicamentos dirigidos al eje
central de unién de MET /HGE, sin embargo, dichos en-
sayos fueron prematuramente cancelados, debido a un
aumento en el niimero de muertes en aquellos pacientes a
los que se les suministraban dichos medicamentos, junto
con la toxicidad que llevaban asociada. [2,4]

Por lo tanto, a pesar de los alentadores resultados obteni-
dos a nivel preclinico, los resultados de la mayoria de los
ensayos que emplean medicamentos dirigidos contra
MET en céncer géstrico son muy negativos, lo cual por un
lado, plantea dudas sobre la utilidad de emplear este on-
cogen como diana para tratar el cdncer gastrico, y por
otro, hace urgente la necesidad de desarrollo de nuevos
medicamentos o tratamientos para aquellos pacientes
cuyo subtipo de cédncer géstrico no sea CIN, dado que
aunque es el mayoritario, no es el tinico.

3. TRATAMIENTO CONVENCIONAL DE LA
ENFERMEDAD

3.1. Inmunoterapia

Varios estudios han demostrado que la inmunoterapia
podria proporcionar una ventaja terapéutica en muchos
tipos de cdncer, incluyendo el cdncer géstrico. Actual-
mente, la estrategia mds prometedora se basa en los inhi-
bidores de los puntos de control del sistema inmune. Es-
tos puntos de control inmunolégico (que incluyen a PD-1
y CTLA-4) son vias inhibitorias cruciales para mantener la
auto tolerancia, o tolerancia a antigenos propios.

Se sabe que a través de mecanismos como la eliminacién,
el equilibrio y el escape, las células cancerosas se vuelven
invisibles para el sistema inmune. La comprensién de los
mecanismos a través de los cuales las células tumorales
escapan del sistema inmune condujo a numerosos avan-
ces en el campo de la inmunooncologia, asi como al desa-
rrollo de varios agentes especificos con objetivo de impe-
dir el escape de dichas células, incluidos anticuerpos anti-
citotéxicos del antigeno linfocitico T4 (CTLA-4) o inhibi-
dores del receptor de muerte programada 1 (PD-1), por
unién a su ligando (PD-L1).

CTLA-4 es una molécula inhibidora de receptor expresa-
da en células T citotéxicas, y se coordina con CD80 o
CD86, presentes en células presentadoras de antigeno
para suprimir la actividad citotéxica de las células T ante
antigenos propios. Sin embargo, la unién de CD28, un
receptor coestimulador presente en las células T, a CD80 o
CD86 compite con CTLA- 4 por unirse a estas moléculas,
de modo que cuando se unen a CD28 se induce la activi-
dad citotéxica de las células T, por lo que constituiria un
posible enfoque para atacar al tumor, mediente la inhibi-
cién de CTLA-4.



También destaca PD-1, que es otro inhibidor de receptor
de superficie celular expresado en células T CD8 + que
se une a sus ligandos (PD-L1 o PD-L2), presentes en las
células presentadoras de antigenos, para suprimir la res-
puesta inmune del huésped. Por lo tanto, se esperaria que
un bloqueo de PD-L1 mejorara las reacciones inmunes
tempranas en 6rganos linfoides junto con reacciones in-
munes tardias en otros lugares, lo cual afectaria a la for-
macién del tumor.

Asi mismo, la inmunoterapia celular adoptiva (ACI) se
propone como una alternativa terapetitica eficaz para el
tratamiento de diversos tumores, atin siendo la migracién
de células inmunes adoptivas su principal limitacién. Di-
versos estudios proponen la irradiacién de baja dosis
(LDI) como método para mejorar la transmigracion de
linfocitos T citotéxicos sobre las células responsables del
cancer gdstrico. De modo que el tratamiento con ACI
combinado con irradiacién LDI ha proporcionado eviden-
cias en lo que respecta al reclutamiento de células antitu-
morales, suponiendo otra posibilidad de inmunoterapia
eficaz en este contexto.

Durante mds de una década, el campo de la inmuno-
oncologia ha estado en el punto de mira debido a los in-
novadores éxitos que se han logrado en los ensayos lleva-
dos a cabo en este sentido en varios tipos de cadncer, in-
cluyendo el GC, sobre el cudl se encuentran en curso va-
rios ensayos. [1, 2, 5]

3.2. Potenciales marcadores en cancer gastrico

En estudios recientes, se ha demostrado que la mayoria
de mutaciones somdticas caracteristicas de los cdnceres
que presentan una elevada tasa de mutaciones (como es el
caso del MSI GC) da lugar a la expresién de numerosos
neoantigenos de superficie que son presentados a las cé-
lulas del sistema inmune, de modo que fomentan la in-
munoestimulacién, por lo que se espera que los pacientes
con cdncer que presentan estas caracteristicas sean candi-
datos 6ptimos para tratamientos basados en inmunotera-
pia. Sin embargo, la eficacia de la inmunoterapia basada
en las caracteristicas de la MSI como biomarcadores en el
GC, no se ha evaluado hasta la fecha, al tratarse de hipé-
tesis muy recientes.

Cuatro pacientes con MSI GC estdn participando en el
estudio denominado KEYNOTE 012, desarrollado en la
actualidad. Se estd llevando a cabo un estudio de fase II
del medicamento Nivolumab, un anticuerpo monoclonal
humano de tipo G4 (IgG4) que se une al receptor de
muerte programada 1 (PD-1) y bloquea su interaccién con
PD-L1 y PD-L2, de modo que potencia las respuestas de
los linfocitos-T, incluyendo respuestas antitumorales, por
medio del bloqueo de dicho receptor PD-1, con o sin Ipi-
limumab, que es otro anticuerpo monoclonal que actda
como inhibidor de puntos de control inmunitario, a través
de su unién a CTLA-4, que se encuentra en la superficie
de las células T, de modo que ayuda al sistema inmunita-
rio a destruir células cancerosas. Este estudio se realiza
con el fin de evaluar la eficacia de estos nuevos medica-
mentos en tumores gastrointestinales que muestran una
tasa de MSI alta.

Asi mismo, los pacientes con GC inscritos en el ensayo
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KEYNOTE 012 han mostrado una mejora en lo que res-
pecta a su supervivencia gracias al medicamento Pembro-
lizumab, otro tipo de inhibidor de puntos de control del
sistema inmune que también acttia uniéndose a la protei-
na PD-1 en las células T, contribuyendo a la destruccién
de las células cancerosas. Es por todo esto que se espera
que estos resultados positivos fomenten el desarrollo de
estudios adicionales, con un ntimero de pacientes mayor,
con el fin de identificar los potenciales biomarcadores
predictivos de este cancer gdstrico, para continuar desa-
rrollando medicamentos basados en la potenciacién de la
respuesta inmune. [1]

4. CONCLUSIONES

En los tultimos afos, se han estudiado y desarrollado di-
versas drogas moleculares para tratar el cdncer gdstrico
pero, con la excepcion de unas pocas que ademads sélo son
ttiles para algunos subtipos de GC, la mayorfa dieron
resultados negativos o incluso, supusieron el empeora-
miento de los pacientes.

A pesar de la relativamente elevada prevalencia del can-
cer gdstrico, este tumor ha sido poco estudiado desde el
punto de vista molecular. Recientemente se han llevado a
cabo estudios genémicos completos del mismo, que han
revelado varias alteraciones moleculares en diversos ge-
nes que podrian ser considerados como dianas terapéuti-
cas prometedoras. Asi mismo, nos encontramos con el
problema de que en funcién del tipo de cdncer géstrico
con el que se trate, las alteraciones moleculares son distin-
tas, de modo que focalizar las terapias en una tinica diana
constituye un error que ha dificultado el desarrollo de
tratamientos verdaderamente efectivos. Al contrario que
los agentes especificos de la diana, los agentes inmuno-
oncolégicos estdn disefiados para regular e impulsar la
inmunidad contra el cdncer, sin necesidad de actuar con-
tra dianas excesivamente especificas, de modo que po-
drian superar la barrera de la heterogeneidad del tumor,
al menos, siendo eficaces contra varios subtipos de GC.
Por tanto, el uso de tratamientos y farmacos basados en
inmunoterapia constituye una nueva perspectiva de tra-
tamiento de este cdncer, dados los resultados tan prome-
tedores obtenidos en pacientes con cdncer gastrico. Entre
las terapias inmuno-oncoldgicas, los inhibidores de pun-
tos de control inmunitarios son las mds prometedoras
hasta la fecha.

Finalmente, resaltar que los desafios pendientes que pre-
senta el GC se podrian superar a través de la seleccién
apropiada de pacientes en base a sus caracteristicas mole-
culares, la combinacién efectiva de medicamentos y el
tratamiento secuencial adecuado. Para ello, seria necesa-
rio realizar mds estudios para explorar y validar biomar-
cadores predictivos titiles. También serfa conveniente rea-
lizar nuevos estudios preclinicos que exploren combina-
ciones ideales de los distintos medicamentos disponibles
hasta la fecha, incluyendo los inmunomoduladores que
han demostrado ser tan prometedores.
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El papel de la Oxandrolona en el tratamiento
de personas con quemaduras graves

Pilar Ruda-Diaz

Resumen—Oxandrolona es un farmaco anabolizante, derivado sintético de la testosterona. Gracias al enfoque SOSA que esta
molécula presenta, esta siendo sometida a estudio para tratar a enfermos con quemaduras corporales graves, junto a otros
farmacos y otras terapias no farmacolégicas que permiten solventar los dafios fisicos y metabdlicos que esta enfermedad
produce en las personas. Los resultados que se muestran hasta la fecha hacen confirmar que oxandrolona, en combinaciéon
con otros tratamientos farmacologicos y no farmacolégicos, sea una alternativa eficaz para una recuperacion mas rapida y una
reduccion en el nimero de visitas hospitalarias de los pacientes con TBSA.

Palabras Claves— Hipermetabolismo, Oxandrolona, Quemados, TBSA, Tratamiento.

1. INTRODUCCION

as muertes por quemaduras suponen una cifra im-

portante tanto en los paises desarrollados como en

los subdesarrollados, llegando a ser de hasta 3 ve-
ces mayor, en los paises en vias de desarrollo que en el
resto de paises [1]. Aunque la cifra de quemados en los
paises industrializados es menor, el 1% de estas personas
necesita tratamiento para esta causa, y de estos pacientes,
el 5% requiere dias de hospitalizacién, siendo el 10% de
los mismos los que mueren por dicha enfermedad [2].
Estas circunstancias hacen que sea necesaria la participa-
cion por parte de todos para llevar a cabo programas de
prevencién con el objetivo de intentar reducir el nimero
de muertes por este problema en todo el mundo [3].
Se considera que una persona presenta lesiones por que-
maduras graves cuando mas del 30% del 4rea superficial
corporal total (TBSA) esta quemado. Ademas, esto conlle-
va a una respuesta hipermetabélica marcada y persistente
por parte de las catecolaminas plasmaticas, glucagon,
cortisol y mediadores proinflamatorios, a lo que hay que
sumarle los cambios fisioloégicos que se observan en las
lesiones, durante afios, después de las quemaduras: cata-
bolismo completo del cuerpo, degradacién de las protei-
nas musculares, aumento de las tasas metabdlicas, retraso
en el crecimiento, resistencia a la insulina, aumento del
riesgo por infeccién y fallo multiorganico [4], [5].
La presencia de cualquier lesién importante hace que
existan dos fases consecutivas, primero la fase de reflujo,
y seguida, fase de flujo. En personas con TBSA, la fase de
reflujo se da hasta 72 horas después de la lesién y se ca-
racteriza por un descenso compensatorio en la perfusion
de los tejidos y la disminucién de la tasa metabdlica,
mientras que la fase de flujo no tiene por qué ser limitada
por el tiempo y la consecuencia de las lesiones fisiologi-
cas. Ambos procesos, pueden derivar en la muerte del
paciente si éste no se trata [6]. Por este motivo, la manera
de abordar este tipo de enfermedad ha cobrado especial
importancia en las ultimas décadas [7], desde el uso de
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antibioticos para evitar una infeccién mayor, hasta la ad-
ministraciéon de otros farmacos, como el propanolol o la
oxandrolona, solos 0 en combinacion, estudidndose desde
hace unos afios para mitigar la respuesta hipermetabdlica
que se da en personas con quemaduras importantes [2],
gracias al enfoque SOSA (optimizacién selectiva de las
actividades secundarias) [8].

Con esta revisiéon se pretende evaluar la oxandrolona,
sola o en combinacién con otros foirmacos, para tratar a
enfermos con quemaduras graves, estableciendo las ven-
tajas e inconvenientes del uso de esta terapia.

2. OXANDROLONA

La oxandrolona (Cy9H300s), junto a la nandrolona, es uno
de los esteroides anabdlicos androgénicos (AAS) maés co-
nocidos en la clinica debido a sus aplicaciones miotréficas
y androgénicas favorables. Debido a esto, esta causando
especial atencién en el &mbito farmacolégico, ya que po-
dria ser eficaz en numerosos estados de diversas enfer-
medades, como el conjunto de dafios que se producen en
el cuerpo de personas con quemaduras graves [9]. Es un
analogo sintético derivado de la testosterona, de nombre
molecular  17p-hidroxi-17a-metil-2-oxa-5a-androstan-3-
one [10], [11], [12], como se observa en el proceso de sin-
tesis de la Figura 1. Fue sintetizada en los afios 60 por
Searly [10], aunque el proceso de sintesis a gran escala
presenta una serie de modificaciones y una estrategia di-
ferente a la descrita por este autor. La produccion a gran
escala requiere de un paso intermedio de bromacién, que
parte de la mestanolona, para obtener una mezcla racémi-
ca de la metil-1-testosterona, generando finalmente la
oxandrolona (Figura 1) [12].

La oxandrolona presenta un anillo inusual en su esquele-
to esteroideo (anillo A) en el cual, el carbono 2 (C2) ha
sido sustituido por un atomo de oxigeno. Esto hace que el
carbonilo en el C3 adquiera funcién éster, dando lugar a
un éster ciclico, denominado lactona. La caracteristica
principal de este anillo lactona es la imposibilidad de re-
ducirse como cualquier grupo carbonilo, no dandose lu-



gar la conversion metabdlica en el C3, es decir, no se re-
duce a un grupo hidroxilo. El anillo del que hablamos
tampoco puede aromatizarse, ya que no hay lugar para
un segundo enlace en el mismo. Lo que caracteriza a esta
moléculas es que el grupo 17a-metilo inhibe la oxidacién
del grupo 17B-hidroxilo y dificulta la unién con 4cido
glucurénico o sulfonato. Por lo tanto, esto determina la
dificultad de la oxandrolona a ser metabolizada, aunque
es muy activa por via oral. Presenta una actividad anabo-
lica mayor que la metil-1-testosterona, sin presentar mu-
chos efectos secundarios androgénicos [10].
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Fig. 1. Proceso de sintesis a gran escala de oxandrolona. Modifica-
do de [12].

El farmaco del que hablamos estd comercializado en
EEUU, pero no es exclusivo de hombres, también puede
ser utilizado por mujeres a dosis bajas, con poco riesgo de
padecer rasgos masculinos [13]. Esta molécula estimula el
desarrollo de los musculos tanto en hombres jévenes co-
mo en los de edad avanzada [2], [13], produciendo una
estimulacion del crecimiento muscular y la reduccién del
tejido graso, permaneciendo esta menor cantidad de teji-
do graso incluso cuando se detiene el uso del farmaco. Sin
embargo, el efecto acaecido sobre los musculos desapare-
ce a las 12 semanas [10].

3. MECANISMO DE ACCION DE OXANDROLONA

Oxandrolona es un esteroide anabélico sintético derivado
de la testosterona, por lo que al unirse al receptor andro-
génico de los tejidos, revierte los procesos catabdlicos y
los balances negativos de nitrégeno, promoviendo el ana-
bolismo de las proteinas y estimulando el apetito si hay
una ingesta adecuada de grasas y proteinas [2].

El receptor androgénico es un factor de transcripcion que
se activa cuando el ligando se une a él. De esta manera
regula la expresién génica en eucariotas, afectandose la
proliferacion celular y la diferenciacion de los tejidos dia-
na. La actividad de este receptor estd modulada por el
coactivador y las proteinas correpresoras, aunque la acti-
vacién de la transcripcién se regula negativamente por
NROB2 y se activa pero no se fosforila por HIPK3 y
ZIPK/DAPKS3 [14], [15]. El receptor se encuentra en el
citoplasma, esperando a que se una su ligando, por lo que
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una vez que se forma la estructura ligando-receptor, se
dimeriza y fosforila para traslocarse al ntcleo y unirse al
ADN (Figura 2) [16].

Fig 2. Proceso de activacion del receptor androgénico tras la union
con testosterona. Utilizado para ilustrar el mecanismo de accién de
la oxandrolona (analogo sintético de la testosterona) [16].

4. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS DE
OXANDROLONA

4.1.Estudio farmacodinamico

La oxandrolona pertenece al grupo de esteroides anabdéli-
cos, derivados sintéticos de la testosterona. Esta indicado
como terapia adyuvante para promover el aumento de
peso después de la pérdida del mismo o después de una
cirugia extensa, infecciones crénicas o traumatismo seve-
ro, y en algunos pacientes que sin razones fisiopatolégicas
definidas, no logran ganar o mantener un peso normal
para compensar el catabolismo proteico asociado con la
administracién prolongada de corticosteroides, y tam-
bién, para el alivio del dolor éseo que con frecuencia
acompania a la osteoporosis [17], [18].

4.2. Estudio farmacocinético

Oxandrolona, una vez es administrada, se absorbe rapi-
damente, pero pasadas entre 0.5 y 1.5 horas, la concentra-
cién plasmatica de esta molécula disminuye en dos fases
(modelo bicompartimental). La corta vida media refleja la
distribucién del farmaco por el organismo, mientras que
la larga se debe al metabolismo o eliminacién de oxandro-
lona [19]. Un estudio farmacocinético con oxandrolona,
administrada en una dosis Ginica, en personas ancianas,
presentaba una vida media de eliminacion mayor que en
personas jovenes, sin embargo, no existian diferencias en
cuanto al area bajo la curva (AUC) y la concentracion
plasmatica maxima en ambos grupos [20]. Oxandrolona
viaja por la sangre unida a proteinas y se metaboliza por
el rifién, excretdndose principalmente por orina en forma
libre o formando conjugados, y en una pequefia propor-
cién, por heces [19].

5. REACCIONES ADVERSAS

Las reacciones adversas (RAM) producidas por los este-
roides anabdlicos afectan a numerosos 6rganos y son de-
pendientes del sexo [20].
En ambos sexos se afecta:
Higado: de manera general puede producir ictericia con
necrosis hepética y la muerte en raras ocasiones, neo-



plasmas hepatocelulares y peliosis hepatica con terapia a
largo plazo, cambios reversibles en la funcién hepatica
que influyen en el aumento de la retencién de bromosul-
foftaleina (BSP), cambios en la fosfatasa alcalina y aumen-
to en la bilirrubina sérica, aspartato aminotransferasa
(AST) y alanina aminotransferasa (ALT).

Sistema nervioso central: también se altera, provocando
excitacion, insomnio, depresién y cambios en la libido.

A nivel hematolégico causa hemorragia en aquellos pa-
cientes que toman anticoagulantes orales como tratamien-
to concomitante.

Piel v huesos: aumenta la secrecién de sebo tanto en mu-
jeres como hombres preptberes y se produce un cierre
prematuro de la epifisis en los nifios.

Liquidos y electrolitos: se puede producir edema y reten-
cién de electrolitos en suero.

Sistema metabdlico y endocrino: a este nivel disminuye la
tolerancia a la glucosa, aumenta la excrecién de creatinina
y aumentan los niveles de la creatinina fosfoquinasa
(CPK). Ademas, se puede producir la masculinizacién del
feto y la inhibicién de la secrecién de gonadotropina.
Hombres: en la etapa prepuberal produce agrandamiento
falico con aumento de la frecuencia o persistencia de las
erecciones. En la postpuberal, inhibicién de la funcién y
atrofia testicular, oligospermia, impotencia, priapismo
crénico, epididimitis e irritabilidad de la vejiga.

Mujeres: se genera un agrandamiento del clitoris e irregu-
laridades menstruales. Puede producir ginecomastia de
las mamas, agravamiento de la voz, hirsutismo y calvicie.

6. OXANDROLONA EN TRATAMIENTO COMBINADO
PARA PERSONAS CON TBSA

Las personas que presentan quemaduras graves se carac-
terizan por una respuesta cardiovascular y metabdlica
hiperdindmica. La respuesta hipermetabélica est4 caracte-
rizada por un aumento en la tasa metabdlica y un marca-
do catabolismo periférico, siendo la extensién de la res-
puesta metabdlica directamente proporcional al tamafio
de la quemadura. Esta modificacién en el organismo cau-
sa un balance negativo de nitrégeno, intolerancia a la glu-
cosa y resistencia a la insulina. La respuesta hipermetabé-
lica en quemados se asocia con un aumento del gasto
energético y una liberacién importante de las reservas de
proteinas y grasa, y una continua prote6lisis del muasculo
durante al menos 9 meses después de las graves lesiones
[2], [4], [5], [19], [20]. Este dafio en el organismo es, en
primer lugar, revertido por un intento de actuacién de las
catecolaminas endégenas, pero es insuficiente, por lo que
es necesario el uso de agentes farmacolégicos que ayuden
a acelerar el proceso inverso a la respuesta hipermetabd6li-
ca. Los que han demostrado tener mejores resultados y
los més costo-efectivos en este tratamiento han sido la
insulina, propranolol y oxandrolona. Este altimo farmaco
presenta menos efectos androgénicos que la testosterona,
buenos resultados en la ganancia de peso de personas con
quemaduras graves y mejora el metabolismo de las pro-
teinas en nifios gravemente quemados [2], la duracién
dependera de la respuesta por parte del paciente y de la
posible aparicién de efectos adversos [20]. Un estudio
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realizado en nifios y adultos con TBSA tratados con
oxandrolona ha demostrado que en la fase aguda de la
enfermedad, los nifios mejoraban el balance neto de pro-
teinas, la masa magra corporal y la sintesis de proteinas
del higado; y durante la fase de rehabilitacion también
presentaban beneficios sobre la masa magra y recupera-
ban el crecimiento y la mineralizacién 6sea durante mas
de un afio. Ademds, disminuia los largos periodos de es-
tancia hospitalaria de adultos y nifios [22].

De la misma manera, otros fadrmacos como la hormona
del crecimiento también supone un gran beneficio para la
recuperaciéon de nifios gravemente quemados en cuanto
al crecimiento y al aumento del miusculo pero ocurria
todo lo contrario en adultos, generando una mayor mor-
talidad en los mismos [23].

También propranolol ha demostrado ser el betabloquean-
te que mejor contrarresta la respuesta hipermetabdlica
inducida por las catecolaminas, ya que mediante un estu-
dio ha demostrado que es capaz de disminuir la taquicar-
dia inducida por las quemaduras graves, atenuar el cata-
bolismo del musculo esquelético, reducir el gasto energé-
tico en reposos y disminuir el hipermetabolismo en nifios
gravemente quemados durante el proceso de hospitaliza-
cién [24]. El uso de propranolol ha permitido que las per-
sonas con quemaduras severas reduzcan el trabajo que
realiza el corazén, mejoren la masa corporal magra, au-
menten el contenido mineral éseo y disminuyan la forma-
cién de cicatriz hipertréfica [23].

El ejercicio de resistencia influye en la obtencién de un
miusculo fuerte y en la sintesis de proteinas musculares.
Segun algunos ensayos en personas con quemaduras, el
ejercicio de resistencia durante la etapa de rehabilitacion
per se es capaz de inducir, en tan solo un afio de prueba,
aumentos en la masa magra, la fuerza muscular y la capa-
cidad aerébica de manera mucho mas eficaz que con solo
el tratamiento normal de cuidados [25].

Tras numerosos estudios y ensayos del uso de los agentes
farmacolégicos y el ejercicio de manera aislada o combi-
nada, se concluye que la mejor estrategia de actuacion
para este tipo de personas es la combinacién de un trata-
miento farmacolégico y no farmacolégico [23], combinado
como se observa en la Figura 3.

Estrategias para
atenuar los
problemas

Estrategias para
atenuar los
problemas

Problemas de las
quemaduras

Problemas de las
quemaduras

uopEUIqUIo)
uopEUIqWIo)

Quemaduras Quemaduras

Fig. 3. Balance entre los problemas que presentan las quemaduras
y las estrategias para abordarlas. A la izquierda, tratamiento combi-
nado oxandrolona/GH + ejercicio. A la derecha, oxandrolo-
na/propranolol + ejercicio. Modificado de [23].

CONCLUSIONES

Con la revisién realizada de oxandrolona usada para tra-
tar a enfermos con quemaduras graves se concluye que,



es una opcién de tratamiento, mejor para nifios que para
adultos con este tipo de patologia, sin causar reacciones
adversas graves. Ademas, reduce el tiempo de hospitali-
zacion de las personas que padecen esta enfermedad y
disminuye el ndmero de visitas de urgencia hospitalaria.
A pesar de ello, si la terapia es combinada con otros far-
macos como propranolol o la hormona del crecimiento y
la realizacién de ejercicio, el proceso de recuperaciéon de
la enfermedad es mucho mds rapido. Sin embargo, atin
queda mucho por descubrir sobre este campo, ya que to-
mar una buena nutricién es otro factor a tener en cuenta
en el desarrollo de un correcto tratamiento para personas
con dafio corporal por graves traumatismos.
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Inmunoterapia contra la migrana

José Lopez Gamez

Resumen— La migrafia es una afeccién cerebral grave e incapacitante que provoca dolor de cabeza durante, acompafiado de
nauseas y/o vomitos, o fotofobia y fonofobia. Los farmacos disponibles actualmente para tratar la migrafna no son especificos,
es decir, estan disefiados principalmente para otras indicaciones, por lo que pueden tener numerosos efectos secundarios y
posibles interacciones con otros medicamentos. Por lo tanto, existe la necesidad de buscar nuevos tratamientos mas eficaces y
que estén disefiados expresamente para la migrafia. Se ha demostrado que el péptido relacionado con el gen de la calcitonina
(CGRP) juega un papel crucial en la fisiopatologia de la migrafia. En los ultimos afios, los agentes dirigidos a bloquear la
actividad de CGRP, como los anticuerpos monoclonales, han adquirido una gran importancia como posible tratamiento
preventivo de la afeccion. Recientemente, se han desarrollado y probado cuatro anticuerpos, que incluyen tres anticuerpos
contra CGRP (Eptinezumab, Fremanezumab y Galcanezumab) y un anticuerpo contra el receptor CGRP, llamado Erenumab, el
cual ha superado todos los estudios farmacocinéticos, convirtiéndolo en una posible terapia eficaz para la migrafa.

Palabras Claves— Migrafia, Inmunoterapia, CGRP, Anticuerpo, Erenumab.

1. INTRODUCCION

L a migrafia es una afeccion cerebral grave e incapaci-

tante, catalogada como el sexto trastorno mds disca-
pacitante a nivel mundial por la Organizacién Mundial de
la Salud, y la mds incapacitante de todos los trastornos
neurolégicos [1].

La International Headache Society define la migrafia
como un dolor de cabeza que dura de 4 a 72 horas y tiene
al menos dos de las siguientes caracteristicas: localizacién
unilateral, calidad pulsdtil, intensidad del dolor modera-
da a grave y agravamiento por el movimiento. Ademads, el
dolor de cabeza debe ir acompafiado de al menos uno de
los dos sintomas siguientes: nduseas y /o vémitos, o foto-
fobia y fonofobia. La migrafia es episddica, sin embargo,
muchas personas con migrafia experimentan cefaleas cré-
nicas diarias que ocurren al menos 15 dias al mes. La mi-
grafia casi siempre estd precedida por una fase premoni-
toria que puede durar horas antes de que comience el
dolor de cabeza. Los sintomas mds comunes son fatiga,
problemas gastrointestinales y cambios de humor, y estos
pueden persistir durante todo el ataque de migrafia. Al-
rededor del 20% de las personas con migrafia también
experimentan un aura, que consiste en trastornos visua-
les, sensoriales 0 motores. El dolor de cabeza suele ir se-
guido de una fase de recuperacién o posdromo, que se
caracteriza por fatiga y trastornos sensoriales continuados
[2].

El tratamiento de esta afeccién neuroldgica tuvo un
importante punto de inflexién a principios de la década
de 1990 con el avance de los agonistas de los receptores
de serotonina 5-HT1B / 1D, conocidos como "triptanos”,
una clase de medicamento para abortar el dolor y muchos
de los sintomas asociados de migrafia. Sin embargo, los
riesgos cardiovasculares asociados contintian limitando
su uso, y una cantidad significativa de pacientes atin no
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puede responder a este enfoque, lo que respalda la nece-
sidad urgente de nuevas opciones terapéuticas [3].

Las opciones actuales disponibles para la profilaxis in-
cluyen un rango variable de farmacos, como bloqueado-
res de los canales de calcio (Flunarizina y Cinarizina),
betabloqueantes (Propanolol), antidepresivos triciclicos
(Amitriptilina) o anticonvulsivos. La gran mayoria de
estos farmacos son, sin embargo, no especificos, es decir,
disefiados principalmente para otras indicaciones, y en
administracién prolongada, como se requiere para pre-
vencién de la migrafia, puede tener numerosos efectos
secundarios y posibles interacciones con otros medica-
mentos [3][4]. Por lo tanto, existe la necesidad de buscar
nuevos tratamientos mds eficaces y que estén disefiados
expresamente para la migrafia.

Se ha demostrado que el péptido relacionado con el
gen de la calcitonina (CGRP) juega un papel crucial en la
fisiopatologia de la migrafia. En los tultimos afios, los
agentes dirigidos a bloquear la actividad de CGRP, tales
como los antagonistas del receptor de CGRP o los anti-
cuerpos monoclonales (mAbs), han adquirido asi una
gran importancia como posible tratamiento preventivo de
la afeccién [4].

2. LA MIGRANA Y EL PEPTIDO RELACIONADO CON EL
GEN DE LA CALCITONINA (CGRP)

2.1. La molécula CGRP

CGRP, un potente vasodilatador, es un neurotransmi-
sor peptidico que se produce en las neuronas sensoriales
periféricas y en numerosos sitios a lo largo del Sistema
Nerviosos Central (SNC). Es miembro de la familia de los
péptidos calcitonina, la cual comprende calcitonina, ami-
lina, dos CGRP y adrenomedulina. CGRP existe en dos
formas, a-CGRP y B-CGRP, pero -CGRP se ha estudiado
relativamente poco. La forma a-CGRP, a partir de ahora
mencionada como CGRP, es un péptido de 37 aminoéci-
dos (Fig. 1A), que se expresa en las neuronas de ganglios



trigeminales resultante del corte y empalme alternativo
del gen de calcitonina/CGRP localizado en el cromosoma
11. B-CGRP difiere en tres aminodcidos en humanos. Se
encuentra principalmente en las neuronas entéricas in-
trinsecas y la glandula pituitaria, y posiblemente esta in-
volucrado en los problemas gastrointestinales asociados
con la migraria [3][5].

Este péptido ejerce una amplia variedad de efectos bio-
légicos sobre diversos tejidos, incluidos los musculos car-
diovasculares, lisos y esqueléticos, y los sistemas endo-
crino y gastrointestinal a través de la activacion de recep-
tores de membrana especificos, por lo que es muy impor-
tante estar al tanto de estas contribuciones sistémicas, ya
que la administracién de antagonistas puede afectar la
funcién de CGRP fuera del sistema nervioso [3].

En el SNC, CGRP estd involucrado en la modulaciéon
del dolor, la percepcion y la sensibilizacién central. La
inflamacién neurogénica participa en la sensibilizacién
periférica y CGRP participa en todo el proceso, gracias a
su propiedad vasodilatadora y su capacidad de aumentar
la liberacién de la sustancia P (involucrada en la percep-
cién del dolor), que induce la extravasacién plasmatica.
Otro mecanismo mediante el cual el péptido contribuye al
fenémeno es mediante la desgranulacién de mastocitos
que produce la liberacién de varias sustancias inflamato-
rias y proinflamatorias. Al unirse a sus receptores gliales,
CGRP promueve ademads la liberacién de citoquinas en
los ganglios del trigémino y el nervio, lo que a su vez
produce la sensibilizacién de las neuronas sensoriales. El
CGRP también parece estar implicado en otros fenémenos
relacionados con la migrafia, como la fotofobia y sintomas
gastrointestinales [3][4].

CGRP se ha convertido en un objetivo interesante para
los compuestos dedicados al control de la migrafia.

2.2. El receptor de CGRP

El receptor de CGRP pertenece a la superfamilia de
receptores acoplados a proteinas G. Es un complejo de
varias proteinas, cada una de las cuales es necesaria para
la especificidad del ligando y la funcién del receptor (Fig.
1B). Estd compuesto por un receptor acoplado a proteina
G conocido como receptor similar a calcitonina (CAL-
CRL), una proteina componente de receptor (RCP) que
define la proteina G a la que se acopla el receptor, y una
proteina con un solo dominio transmembrana llamada
proteina modificadora de la actividad del receptor
(RAMP1). El dominio de unién al ligando del receptor de
CGRP se encuentra en la interfaz entre RAMP1 y CAL-
CRL. Por lo tanto, la coexpresién de CALCRL y RAMP1
es necesaria para que una célula responda a CGRP [3][5].

CALCRL estd acoplado a una proteina G que contiene
la subunidad Ga.,, que al estimularse el receptor de
CGRP activa la adenilil ciclasa y las vias de sefializacién
dependientes de adenosin monofosfato ciclico (c(AMP). La
RCP asociada al receptor, amplifica la activacién de la
proteina G, siendo importante para la transduccién de
una sefial 6ptima. El aumento de cAMP intracelular me-
diado por el receptor, activa la proteina quinasa A (PKA),
lo que da como resultado la fosforilaciéon de mdultiples
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objetivos aguas abajo, incluyendo canales de ATP sensi-
bles al potasio (canales KATP), quinasas relacionadas con
sefial extracelular (ERK) y factores de transcripciéon como
proteinas de unién sensibles a cAMP (CREB). En el
musculo liso cerebrovascular (Fig. 2), la elevacién de
cAMP tras la activacién de CGRP da como resultado la
vaso-relajacién y la dilatacién del vaso sanguineo [5].

Una caracteristica importante de la sefializacién de
CGRP es la regulaciéon y desensibilizacién del receptor
después de su activaciéon por un agonista. Después de que
CGRP se une a su receptor, CALCRL se fosforila rdapida-
mente, lo que lleva a la internalizacién del receptor me-
diante el reclutamiento de (-arrestinas. La estimulacién
transitoria por CGRP induce la internalizacién del recep-
tor a los endosomas, desde donde el receptor puede reci-
clarse rapidamente a la membrana plasmadtica. La exposi-
cién crénica a CGRP inicia un proceso de internalizaciéon
que transmite el receptor a los lisosomas para su degra-
dacioén [5].
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Fig. 1. (A) Estructura de aminoacidos del péptido relacionado
con el gen de la calcitonina de tipo a humano (CGRP). Contiene
un puente disulfuro N-terminal, una a-hélice y una fenilalanila-
mida C-terminal. (B) Representacién del complejo del receptor
CGRP, que consiste en dos proteinas de membrana integrales
del receptor tipo calcitonina (CALCRL) y la proteina modificadora
de la actividad del receptor 1 (RAMP1) y dos proteinas citoplas-
maticas, proteina de acoplamiento del receptor (RCP) y la
subunidad a de la proteina GS ( GaS). Imagen tomada y modifi-
cada de [5].

3. TRATAMIENTO CON ANTICUERPOS
MONOCLONALES

Anteriormente, los tratamientos se basaban en anta-
gonistas de moléculas pequefias que bloqueaban de for-
ma potente y selectiva las respuestas de CGRP. Estas mo-
léculas no estdn quimicamente relacionadas entre si, pero
tienen un modo de accién compartido, por lo que se les
conoce como gepants. Todos los gepants que se han estu-
diado son eficaces, sin embargo, el desarrollo clinico de
estos gepants se terminé debido a que podian causar toxi-
cidad hepadtica con su uso a largo plazo [5].

Una alternativa a estos gepants es el uso de anticuer-
pos monoclonales (mAb) selectivos que se unen a CGRP o
al receptor de CGRP, con el objetivo de reducir el niimero



de difas de migrafia de los pacientes que tienen ataques
frecuentes. Los mAbs son adecuados para el tratamiento
de la migrafia ya que tienen una serie de ventajas con res-
pecto a otros tratamientos. Los anticuerpos tienen una
semivida sérica prolongada, lo que significa que los pa-
cientes pueden tomar la medicacién con poca frecuencia.
Ademads, gracias a su alta afinidad y selectividad, reducen
efectos secundarios. A diferencia de los gepants, los anti-
cuerpos no causan toxicidad hepdtica, ya que el higado no
procesa los anticuerpos [5].

Recientemente, se han desarrollado y probado cuatro
anticuerpos, que incluyen tres anticuerpos contra CGRP y
un anticuerpo contra el receptor CGRP (Fig. 2). Los tres
anticuerpos monoclonales dirigidos a CGRP en si son
Eptinezumab, Fremanezumab y Galcanezumab. Eptine-
zumab es un anticuerpo monoclonal de inmunoglobulina
G1 (IgG1) humanizado disefiado genéticamente que se
administra de forma intravenosa y estd destinado para
una dosificacién de una vez cada 3 meses. Fremanezumab
es un anticuerpo monoclonal IgG2a completamente hu-
manizado que se administra una vez al mes mediante
inyecciéon subcutdnea. Galcanezumab es un anticuerpo
monoclonal IgG4 totalmente humanizado que también se
administra por via subcutdnea mensualmente [5][6].

El anticuerpo anti-receptor de CGRP es Erenumab, un
anticuerpo monoclonal humano de IgG2 dirigido al sitio
de unién de CGRP. El anticuerpo se administra una vez al
mes por inyeccion subcutdnea [5][6].
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Fig. 2. Mecanismo de accién de CGRP al unirse con su receptor
y las diferentes terapias contra la migrafa. El nervio trigémino
que inerva a una célula de musculo liso cerebrovascular libera
CGRP, el cual interacciona con los receptores de la célula mus-
cular. Imagen tomada y modificada de [5].

Las caracteristicas ideales de un mAb dirigido al re-
ceptor para CGRP se basan en varias consideraciones. En
primer lugar, el sitio de unién de CGRP sobre el receptor
formado por el complejo CRLR-RAMP1, es amplio, por lo
que el bloqueo mds eficaz se puede lograr mediante un
anticuerpo capaz de abarcar la distancia entre estas
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subunidades del receptor. En segundo lugar, dado que el
complejo receptor de CGRP comparte similitudes con
otros receptores de la familia, es esencial que su bloqueo
sea altamente selectivo para evitar los efectos secundarios
relacionados con el bloqueo de los otros receptores. Ade-
mds, una vida media en suero prolongada del anticuerpo
es clave para permitir la administracién a los pacientes de
un tratamiento preventivo a intervalos de tiempo relati-
vamente largos, lo que mejora el cumplimiento de los
pacientes. Tras realizar estudios farmacocinéticos, se ha
confirmado que Erenumab cumple todos estos requisitos,
convirtiéndolo en una terapia eficaz para la migrafia [4].

Tras completarse los ensayos clinicos de Fase III para
los cuatro mADb, se ha demostrado que disminuyen con
éxito el nimero de dias de migrafia. El anticuerpo anti-
receptor de CGRP, Erenumab, se encuentra actualmente
en evaluacion por la Food and Drug Administration
(FDA) y la Agencia Europea de Medicamentos, de modo
que si tiene éxito, se espera que el medicamento se comer-
cialice en 2018 [5].

4. CONCLUSIONES

La migrafia es un trastorno neurolégico muy comple-
jo, por lo que CGRP no puede ser indicado como tinico
responsable de su génesis, aun asf este péptido es un im-
portante contribuyente. Con el desarrollo de los anticuer-
pos monoclonales contra CGRP y su receptor, hemos en-
trado en una nueva era para el tratamiento de la migrafia,
la cual desplaza a otros tratamientos como los triptanos.
Los cuatro mAbs que se dirigen a la ruta CGRP, estdn
demostrando en los ensayos clinicos de Fase III que pre-
sentan la misma o incluso una mejor eficacia que los tra-
tamientos anteriores. Por lo tanto, los mAbs parecen espe-
cialmente adecuados para el tratamiento preventivo de la
migrafia.

A pesar de que Erenumab, anticuerpo contra el recep-
tor de CGRP, es el que estd mds préximo a la entrada al
mercado, seguimos plantedndonos cuestiones que estdn
sin resolver, como por ejemplo: jel tratamiento a largo
plazo con mAbs ofrece seguridad cardiovascular?, si los
pacientes que no responden a un mAb ;tienen acceso a
los otros? De este modo, se deberian realizar estudios fu-
turos para dilucidar estas cuestiones y asi mejorar el tra-
tamiento contra la migrafia.
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¢, Puedo estimar la edad de un fosil por el
carbono-147?

Margarita Ruiz Lopez

Resumen—Los organismos presentan en su cuerpo el isétopo carbono-14 por la ingesta de plantas o de animales que han
ingestado plantas, esta cantidad presente en el organismo sera similar a la cantidad de carbono-14 presente en la atmosfera,
esto es indispensable para la datacién por carbono-14 (desarrollado por Willard Libby), dado que este método compara la
cantidad de carbono-14 presente en el fésil al tiempo de encontrarlo con la cantidad de carbono-14 que en el momento de
morir tenia el cuerpo, y con ello es posible determinar el tiempo que hace que murié el organismo.

Palabras Claves— Carbono-14, Datacion, Isétopo, Libby, Técnicas.

1. INTRODUCCION

Los organismos vivos surgen aproximadamente hace
unos 3000 a 3500 millones de afos, si bien toda materia
viva esta formada indudablemente por carbono, hidrége-
no, oxigeno y nitrégeno, estos cuatro elementos represen-
tan el 98% de la masa total de una célula[1].

El presente articulo se centrara en un is6topo del carbono,
el carbono-14, éste fue descubierto en 1940 por Martin
Kamen y Sam Ruben. Su ndcleo se compone por 6 pro-
tones y 8 neutrones. Nueve afios mas tarde a éste descu-
brimiento, 1949, el estadounidense Williard Libby desar-
rolla un método de datacién basado en el carbono-14 que
nos permitiria saber con gran exactitud la fecha de origen
de restos organicos, y por tanto podria darse respuestas a
cuestiones tales como ;qué edad tienen los fésiles?. En
1960 Williard Libby gané el Premio Nobel de Quimica,
por el desarrollo de esta técnica.

El desarrollo y empleo de esta técnica es de gran ember-
gadura, pues con ella se ha podido reubicar y concretar
cronolégicamente acontecimientos importantes en la his-
toria, asi ocurri6é en la cueva del Sidrén, Asturias, la cual
posee un gran yacimiento de restos humanos neander-
tales. Estos restos fueron de gran ayuda para los pa-
leontdlogos, para asi establecer cuando se produjo la tran-
siciébn de neandertales a sapiens en Europa. Anterior-
mente se realizaron dataciones sobre tal transcision, si
bien los paleontélogos llegaron a conclusiones érroneos
pues llegaron a concretar una antigtiedad de solo 10.000
afios, sin embargo y gracias al método de datacion carbo-
no-14 el Laboratorio de Ciencias del Clima y del Me-
dioambiente francés y la Unidad de Acelerador de Radi-
ocarbono de Oxford se situé a los neandertales de el
Sidrén hace 49.000 afios [2].

2. EL CARBONO

El carbono es un elemento quimico de ntimero atémico
6 y simbolo C presente en la naturaleza. El estudio de los
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compuestos de carbono se denomina quimica organica.

El carbono tiene tres is6topos: carbono-12 (6 protones y 6
neutrones), carbono-13 (6 protones y 7 neutrones) y car-
bono-14 (6 protones y 8 neutrones). Los isétopos de un
elemento quimico son las variedades en las que se suelen
presentar sus atomos, asi, estos elementos en sus respec-
tivos nucleos tendran el mismo nimero de protones (6)
pero diferente nimero de neutrones, ello hace que tengan
una masa atémica diferente entre ellos [3].

2.1. El carbono-14

El Carbono-14 es un isétopo de carbono débilmente

radioactivo, se conoce también como radiocarbono, su
masa atémica es 14.003 241 u. Este isétopo a diferencia del
carbono-12 y del carbono-13 es inestable. El carbono-14
tiene origen en la parte superior de la atmosfera, a partir
del nitrégeno, esto sucede como consecuencia del choque
de neutrones césmicos (es decir neutrones que forman
parte de la radiacién césmica galactica) sobre otros &to-
mos atmosféricos de nitrégeno, esta reaccion y produc-
cién de carbono-14 es maxima aproximadamente a unos
15 kilometros de altura. Los 4tomos de carbono-14 se oxi-
dan dando lugar a CO2 y se mezclan con el resto de CO2
por toda la atmosfera. Si bien, es cierto que a su vez el
carbono-14 va transformandose poco a poco en nitrégeno
[3].
Una de las diferencias con respecto a los otros dos is6to-
pos del carbono es el tiempo de desintegracién, dado que
dependiendo del isétopo esto sucede con mayor o menor
rapidez. En concreto el carbono- 14 tiene un periodo de
semidesintegracion (esto quiere decir el tiempo necesario
para que se desintegren la mitad de los nidcleos de una
muestra inicial de una sustancia radiactiva [4]) de
aproximadamente 5760 afios [5]. Con ello se quiere decir
que si se tiene X cantidad de carbono-14, cuando transcu-
rran aproximadamente 5760 afos, se tendrd X/2 carbono-
14, el carbono-14 que falta habra pasado a ser nitrégeno.



Figura 1: Carbono-14
3. DATACION POR CARBONO-14

Se trata de una técnica basada en el isétopo del carbo-

no, carbono 14, con la que se determinara la edad de los
fésiles segtin la cantidad de carbono-14 que quede en tal
cuerpo. Esta técnica es la mas fiable para conocer la edad
de muestras organicas de menos de 60.000 afios. [6]
Como anteriormente se ha mencionado el carbono-14 se
encuentra en la atmoésfera, y éste es asimilado por las
plantas durante la fotosintesis, dado que absorven CO2 y
el cual estd mezclado con carbono-14, de tal forma, que
por la ingesta de las mismas o de seres que comen plan-
tas, el carbono-14 también estara presente en los animales,
es decir el carbono-14 estara presente en todos los orga-
nismos debido a la cadena tréfica, no obstante, tras la
muerte de un organismo vivo ya no se absorvera mds
carbono-14, y el presente en el organismo comenzara len-
tamente a transformarse en nitrégeno [7].

3.1. Célculo cantidad carbono- 14

Para saber la antigiiedad estimada de un f6sil es nece-
sario saber cuanto carbono-14 queda en el cuerpo, para
ello se utiliza la siguiente férmula:

i Tl/: In N_/'
-In2 | N,

Donde T es el tiempo de semidesintegracién del carbono-
14, t es el tiempo que se estima de la antigiiedad del f6sil,
Nt es la cantidad de carbono-14 final del f6sil (cuando se
encuentra el f6sil), y finalmente Ny es la cantidad original
de carbono-14 en el cuerpo, esto es la cantidad de carbo-
no-14 que habia en el cuerpo al morir el mismo, esta can-
tidad se conoce porque debiera de coincidir con la canti-
dad de carbono-14 presente en la atmoésfera al momento
de morir el organismo, para saber esto tltimo se utiliza
los anillos de arboles antigiios, es lo que se conoce como
dendrocronologia [5].

3.2. Técnicas principales de mediciéon carbono-14

A.- Recuento proporcional de gas

Este es el método que desarroll6 Willard Libby y con el
que obtuvo el premio nobel en Quimica. Consiste en
quemar la muestra, de tal forma que el carbono presente
en la misma, pasa a ser CO2, tras ello y una vez purifica-
do el CO2 se introduce en un "contador proporcional" que
contara el nimero de electrones que emite la muestra, ello

43

es producto del decaimiento del radiocarbono (C14). Asi
pues, primero se convertira la muestra de carbono en
CO2 y tras ello se realizara la medicién en contadores de
gas proporcional. Gracias a ello, se puede determinar la
cantidad de carbono-14 que habia presente en la muestra
y con ello determinar cuanto tiempo ha pasado desde la
muerte del organismo. Este método consigue dataciones
con un error aproximado de +- 200 afios [8].

Figura 3: Contador proporcional (Geiger-Miiller)[9]

B.- Recuento de centelleo liquido

En esta técnica la muestra se introduce en benceno
("Hidrocarburo liquido, de estructura en forma de anillo y
con seis atomos de carbono, aromatico, incoloro e inflam-
able, de amplia utilizacién como disolvente y como reac-
tivo en operaciones de laboratorio v usos industriales"”
[10]). Esta técnica utiliza muestras liquidas, las cuales
son mas faciles de manejar que las sélidas o gaseosas. es
por ello que introducimos nuestra muestra en benceno,
para transformarla en liquido. Una vez hecho esto se
coge una muestra v se pasa entre dos fotomultiplica-
dores, v cuando ambos dispositivos registran el destello
de luz, se realiza el recuento. Se utiliza un liquido que
emite centellos de luz al recibir los electrones resul-
tantes de la desintegracion del carbono-14 [8].

g/ TN

STIETRIRIIFRERIRAN o

Figura 3: Contador de centello [9]

C.- Espectrometria de masas con aceleradores

Este método (A.M.S) es considerado el mas eficiente
para medir la cantidad de radiocarbono presente en una
muestra, pues mide directamente la cantidad de atomos
de carbono-14, y no la desintegracién de los mismos. Con
este método se reduce el margen de error +- 40 afos,
ademas para esta técnica serd suficiente pequefias canti-
dades de la muestra [11].



Figura 4: Espectrometro de masas con acelara-
dores [11]

Si bien antes de llevar a cabo esta técnica en el laboratorio
es necesario en primer lugar que se observe la muestra
microscOpicamente para que en el caso de que hubiese
diferentes compuestos organicos poder separarlo. Tras
ello y si es necesario se realiza una limpieza para eliminar
restos de conservantes y colorantes que pudiese contener
la muestra. Una vez realizado esto se seca y pesa la mues-
tra en miligramos, posteriormente se sella la muestra con
oxido de cobre (II) (CuO) y plata (Ag) bajo vacio, se pro-
duce la combustién de la muestra y se producira la trans-
formacion de la misma a CO2. Una vez terminado este
proceso se transforma el CO2 a grafito y se prensa la
muestra, y con ello ya estaria lista para ser medida por
AM.S.

4. CONCLUSIONES

La determinacién de la edad de fésiles o cuerpos supo-
ne un gran avance en la quimica forense, pues con el
método de datacién por carbono- 14 es posible situar en el
tiempo los cuerpos hayados, y no solo para la quimica
forense, pues también es de gran relevancia para otras
ramas como la arqueologia, dado que gracias al desarrollo
de este método se han podido concretar numerosos acon-
tecimientos histéricos.

Si bien, el empleo de este método genera difcultades tales
como que puede que la cantidad de carbono-14 presente
en la atmosfera no coincida con la que habia cuando mu-
ri6 el organismo, ademés es posible que el f6sil en cues-
tién haya sufrido alteraciones o esté contaminado.

No obstante, la datacién de carbono-14 es la méas usada en
la actualidad, pues los resultados que se obtienen de ella
son bastante concretos, si bien sefialar que no podria apli-
carse en aquellas muestras que tengan un periédo supe-
rior a 50.000 afios, pues en ellas ya no quedaria carbono-
14.
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El cobre como veneno

Salud Ruiz Moreno

Resumen— EI cobre es un mineral que se encuentra presente en nuestro entorno, ya sea por sus usos en la electricidad, en la
comunicacion, etc., o ya sea por su presencia en determinados alimentos y bebidas que hacen que nuestro organismo posea
restos de cobre que son necesarios para la vida. No obstante, este mineral puede llegar a ser peligroso cuando se encuentra
en exceso en los seres vivos, cuyas manifestaciones son muy variadas segun el grado de toxicidad.

Palabras Claves—Bovinos, Cobre, Oligoelemento, Toxicidad, Wilson.

1. INTRODUCCION

Los primeros hallazgos del cobre se remontan a la
Edad de Piedra (9500 a.C.) en lo que seria el actual
Oriente Medio, con un uso decorativo, adornando broch-
es y perlas con particulas de dicho mineral. Su explota-
cién se desarrollé lentamente, mejorando su extraccion y
tratamiento en la Edad del Bronce, en la cual comienza a
desarrollarse el arte de la fundicion para separar sulfuros
y Oxidos del mineral de cobre en Asia Menor. No ob-
stante, debemos resaltar la gran importancia que tuvo en
esta época Egipto, donde se explotaban varias minas en
la peninsula de Sinai entre 3.200 y 1.160 a.C., luego se
procesaba el cobre, comenzandose a fabricar objetos he-
chos con tal metal para su posterior comercializacion [1].
Los grandes yacimientos de este mineral se encontraron
en la isla de Chipre, la cual proporcionaba cobre a los pu-
eblos del Mediterraneo oriental. Fue tan importante Chi-
pre que la palabra “cobre” proviene del latin cuprum y
ésta a su vez de aes cypriu, la cual significa “de Chipre”
[1].

En la Antigua Roma este mineral tuvo gran importancia
ya que era usado como un tipo de cambio. A finales del
siglo III a.C. se extendié el uso de lingotes de bronce
(aleacion de cobre y estafio) con diversos marcados, los
cuales servian para verificar la pureza del metal y el peso
del lingote. Mas tarde, se introdujeron las monedas de
oro, plata y cobre [1].

En la Edad Media se usé mucho como joyeria y objetos de
uso cotidiano y a partir del siglo III la metalurgia se con-
virtid en un campo de experimentacion en el ambito de la
quimica, descubriéndose varios usos para sulfatos de me-
tales nobles. Por ultimo, en la Edad Moderna el cobre tu-
vo gran importancia, ya que fue un material esencial en la
industria moderna por su utilidad en la corriente eléctrica

[1].

2. ¢ QUE ES EL COBRE?

El cobre es un metal que ha sido muy usado tanto por
su facil obtencién como por sus propiedades fisico-
quimicas, siendo algunos de sus datos caracteristicos los
siguientes: su color cuando es puro es rosa salmon, su
numero atémico es el 29 y su peso atémico es el 63,546. Su

Salud Ruiz Moreno. Estudiante del Doble gradoen Derecho y Criminologia de
la Universidad Pablo de Olavide (Sevilla).

punto de fusién se encuentra a 1356 K y de ebullicién a
2868 K, por lo que le hace ser un buen conductor de elec-
tricidad [2].

En la actualidad, este mineral se encuentra generalizado
en muchos sectores, los usos del mismo segun el grado de
importancia (orden decreciente) son los siguientes: manu-
facturas eléctricas, teléfono y telégrafo, conducciones de
energia eléctrica, alambre, automoviles, construccion,
colado, municiones, ferrocarriles, refrigeradores, con-
struccion de barcos, aires acondicionados [3].

Por lo que observamos, el cobre se encuentra practica-
mente en nuestra vida diaria, no obstante, las menciona-
das no son las tinicas formas de contacto con el mismo
que posee la especie humana. Este mineral forma parte de
aleaciones de alimentos como ostras, nueces, mariscos... y
del agua potable, tratandose de un oligoelemento esencial
para la vida humana ya que contribuye a la formacion de
glébulos rojos y al mantenimiento de los sistemas circula-
torio, nervioso, inmunitario y éseo [4].

No obstante, jpuede llegar a ser un metal como el cobre
peligroso para los seres vivos? La respuesta a esta pre-
gunta es si, puesto que cantidades altas de este mineral en
nuestro organismo pueden llegar a ser dafiinas para la
salud.

Otra de las formas en la cual el cobre puede llegar a ser
peligroso es el acetiluro de cobre, que ha sido la causa de
explosiones en fabricas de acetileno, por lo que el cobre
ha sido eliminado para la construccién de dichas fabricas

[5].

3. TIPOS DE TOXICIDAD DEL COBRE

El cobre puede llegar a tener varios grados de toxici-
dad segun los efectos que produce en el organismo, en
concreto nos encontramos con tres grados: toxicidad in-
ducida, toxicidad aguda y toxicidad croénica.

3.1. Toxicidad inducida

Cuando se produce una toxicidad inducida, las
sales de cobre se liberan de una forma rapida debido a la
induccién al vomito que provoca. Este tipo de toxicidad
puede tener su origen por varias causas:

-En la India las sales de cobre se utilizan con fines te-
rapéuticos por via oral.



-Una parte del cobre disuelto en las conexiones utilizadas
en los equipos de hemodidlisis puede llegar a ser retenida
por los pacientes.

- El pienso utilizado para el ganado y aves de corral pu-
ede tener afiadido cobre, el cual se concentra en el higado
de los animales, posteriormente cuando los humanos lo
ingieren puede producir un aumento de este mineral en
nuestro organismo. Este mismo proceso puede observarse
en el uso de estiércol con cobre afadido para cultivar ver-
duras y otros alimentos que van a ser ingeridos con post-
erioridad [5].

4.2. Toxicidad aguda

La toxicidad aguda comprende todos aquellos
casos cuyos efectos son mas graves que un simple vomito,
en los cuales la eliminacion del exceso de cobre es mas
complicada.

El primer caso que nos encontramos es la ingesta de sulfa-
to de cobre (conocido como piedra azul o azul citriolo), el
cual puede producir, en cantidades de gramos, nauseas,
vOmitos, sudoracién, hemolisis intravascular (disminu-
cion de globulos rojos sanguineos) y posible fallo renal.
En casos extremos puede producir convulsiones, coma e
incluso la muerte [5].

En segundo lugar, la ingesta de aguas carbonatadas o
zumos citricos que han estado en contacto con canerias,
grifos o valvulas de cobre puede producir irritacion del
tracto gastrointestinal [5].

Las tuberias de cobre (cada vez menos utilizadas) provo-
can que este mineral se disuelva en el agua, y en algunas
ocasiones, cuando existen altas concentraciones del mis-
mo, pueden ocasionar la muerte de la colonia bacteriana
de nuestros filtros, y mas tarde, si este agua es utilizada
en peceras o para el riego puede llegar a provocar la mu-
erte de peces y plantas. Los efectos toxicos del cobre son
mas fuertes cuanto mas acida y blanda sea el agua [6].

En tercer lugar, en ocasiones se ha utilizado el cobre para
tratar quemaduras, lo que ha provocado que existan altas
concentraciones de cobre sérico y manifestaciones toxicas
[5].

Por ultimo, la inhalacién de polvos, humos o nieblas de
sales de cobre puede producir congestion nasal y de las
mucosas, ulceracién con perforacion del tabique nasal.
También, los humos que se producen durante el calenta-
miento del cobre metalico pueden producir fiebre, nau-
seas, gastralgias y diarrea [4]. Este tipo de toxicidad se
encuentra presente en la industria del cobre, en la cual sus
trabajadores presentan varias enfermedades debidas al
trato con el mineral, entre las que nos encontramos, el
cancer de pulmén y la neumoconiosis. En el siguiente
grafico se presentan las enfermedades que se producen
dentro de la industria del cobre y su frecuencia:

W Ca pulmén y vias
respiratorias

M Otros cinceres
W Enfermedades
respiratorias cronicas

Alergias

Grafico 1. Enfermedades profesionales en la Industria del Cobre [7]
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4.3. Toxicidad cronica

Con respecto a la toxicidad cronica, existen per-
sonas que acumulan cobre en su organismo debido a una
enfermedad llamada Wilson. Se trata de una enfermedad
hereditaria, autosémica y recesiva. El gen relacionado con
dicha enfermedad es el ATP7B que se encuentra en el
cromosoma 13. Nos encontramos ante una enfermedad
rara que afecta aproximadamente a 30 personas por cada
millén de habitantes y se estima que en Espafia existen
alrededor de 200 casos, esto hace, junto a otras complica-
ciones, que su diagndstico sea complicado [8].

Para observar la importancia de esta enfermedad vamos a
analizar las concentraciones de cobre en organismos que
no la presentan. En primer lugar, una persona ingiere al
dia entre 1 y 3 mg de cobre, los cuales apenas se retienen
en el organismo, absorbiéndose sélo entre el 10 y el 50%.
Una persona adulta presenta en su organismo entre los 50
y 150 mg, estando presente casi todo como parte inte-
grante y funcional de proteinas y sistemas enzimaticos,
como podria ser el citocrimo oxidasa, la dopa-oxidasa y la
ceruloplasmina sérica. Podemos observar como en perso-
nas que comen alimentos ricos en cobre como mariscos,
setas, nueces o chocolate durante muchos afios pueden
llegar a tener una cantidad de cobre 10 veces superior a la
normal [5] [9].

Las personas que presentan dicha enfermedad acumulan
una mayor cantidad de cobre en su organismo, y su mani-
festacion varia segtin los depdsitos de cobre que presen-
ten. Sin embargo, podemos nombrar algunos de los
sintomas principales, que suelen ser hepaticos en la pri-
mera fase de la enfermedad, y neuroldgicos o neuropsi-
quiatricos en fases mas avanzadas [9].

Entre los sintomas hepaticos nos encontramos con icteri-
cia, epistaxis, dolor abdominal, edema en miembros infe-
riores y ascitis. La presentacion en forma de fallo hepatico
fulminante ocurre hasta en el 3,5% de las personas con
dicha enfermedad y para evitar su fallecimiento la tinica
opciodn es un trasplante hepatico [9].

Por otro lado, los sintomas neuroldgicos son debidos a la
afectacion extrapiramidal o cerebelosa, la cual se mani-
fiesta a través de temblores en reposo, rigidez, exceso de
salivacién, discinesia, disartria, etc. Entre el 10 y el 20%
pueden presentar manifestaciones psiquiatricas, afectivas,
conductuales, neuroéticas o incluso psicoticas [9].

5. CASO REAL EN ANIMALES

En el afio 2010, en un establecimiento agropecuario si-
to en la provincia de Salta (Argentina), se comenzaron a
producir muertes de vacas, y las que conseguian sobrevi-
vir lo hacfan en muy mal estado.
Este establecimiento se dedicaba principalmente a la agri-
cultura, no obstante, las superficies que poseian baja pro-
ductividad se destinaban a la ganaderia de ciclo comple-
to, con mas de 2000 cabezas. El caso que se nos presenta
s6lo afecto a una reducida parte debido a la distribucién
de los animales en diferentes parcelas. El grupo afectado
se encontraba compuesto por 54 vacas, la mayoria con
crias, y dos toros [10].
Los primeros casos se observan el 25 de enero de ese



mismo afio: 4 vacas muertas cuyo diagndstico se encon-
traba muy alejado de la realidad. También se observaron
varias vacas y un toro del mismo recinto con diarrea de
color verde azulado intenso. Dias més tardes, siguen
otros animales con los mismos sintomas, con lo que se
comenzoé a pensar que la causa de todo era la ingesta de
una planta téxica [10].

El dia 31 de enero se encontraron restos de un polvo
verde azulado y la bolsa que lo contenia justo en la entra-
da de los potreros donde comenzaron las muertes. Tal
polvo resulto ser oxicloruro de cobre, un producto quimi-
co de uso fitosanitario [10]

Las muertes continuaron hasta el 11 de febrero, con un
total de 12, existiendo atun otros enfermos.

Las vacas muertas presentaban necropsia, se encontraban
afectados los rifiones, el higado y el bazo cuyo color era
petréleo verdoso con tonos azul intenso. También se ob-
servé que la vejiga urinaria tenia un contenido de orina
espesa color verde [10], como se muestra en la siguiente
fotografia:

2 AR

s Z o
Orina en el pasto del animal muerto [10]

Con respecto a los animales que sobrevivieron se obser-
varon varios sintomas: secrecion mucosa verdosa, hun-
dimiento de ojos, etc.

v
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Secrecion mucosa verdosa [10]

Ojos Hundidos [10]

Se concluyé que los animales presentaban intoxicacion
por cobre, aguda en los primeros casos y crénica en las
muertes posteriores. Por un lado, la intoxicacién aguda
de cobre por administrarse oxicloruro de cobre en este
tipo de animales produce célico severo, tialismo, diarrea
acuosa de tipo hemorragico (a veces de color gris verdo-
so, segtn el producto que la haya causado), etc., tal y co-
mo se observé en el presente caso [10].

Con respecto a la intoxicacién crénica en los rumiantes se
hace referencia a la ingestiéon prolongada de cantidades
pequefias del metal, el cual se acumula en el organismo
hasta alcanzar niveles téxicos. Las manifestaciones clini-
cas del problema pueden tardar semanas o meses en pre-
sentarse, dependiendo ello de la dosis de cobre [10].
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6. CONCLUSIONES

Desde afios remotos los venenos han sido utili-
zados para crear reacciones adversas en los organismos
de los seres vivos, no obstante siempre hemos tenido la
concepcién de un esteriotipo de veneno. La realidad es
que existen multitud de clases, tanto venenos organicos
como la cocaina, como gaseosos, volatiles o minerales, y
es en éste dltimo caso donde encasillamos al cobre. El
cobre es un mineral que no asociamos al concepto de ve-
neno, ya sea por todos los usos que le damos en nuestra
vida cotidiana como por ser un elemento esencial para la
vida. Pero a pesar de no ser el mas téxico, como hemos
podido comprobar, en cantidades altas puede producir
multitud de efectos perjudiciales para los seres vivos, por
tanto, debemos prestar gran atencién a este veneno lla-
mado cobre que pasa desapercibido entre el resto.
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Big Data y Videojuegos

Ander Lakidain de Arriba

Resumen—En el siguiente articulo se explica la importancia del Big Data, como éste esta presente en el mundo de los
videojuegos y como se puede aplicar la informacion que extraemos en el proceso de desarrollo de un videojuego.

Palabras Claves— Big Data, Videojuegos, Informacion, Negocio.

1. INTRODUCCION

esde hace algunos unos afios, la industria del vi-
deojuego es la industria multimedia que mas recau-
da, siendo esta una industria en alza. En 2016, repre-

sent6 101.1 mil millones de ddlares [1], mientras que la
industria cinematografica recaudé 38.6 mil millones de
délares [2].

Con la aparicion de los moviles, una gran parte de la po-
blacién tiene un sistema doméstico con el que puede ju-
gar. Todas estas personas generan una informacién cons-
tante sobre sus gustos, tiempo que pasan jugando, lugar
desde donde juegan... Que se va almacenando y, por tan-
to, se hace necesaria una forma de poder interpretar ese
gran volumen de datos. Pero esto no es algo exclusivo al
videojuego: toda persona que estd conectada estd gene-
rando datos. En una sociedad en la que la informacién es
el nuevo petréleo, todas las empresas tienen la necesidad
de interpretar esos datos. Es aqui donde aparece el Big
Data, listo para dar respuesta a esa necesidad concreta. Lo
tnico que habria que preguntarse es ;como puede la in-
dustria aprovecharlo?

2. BiGc DaTA

Facebook se encuentra sumido en un complicado proceso
debido a que una empresa ajena (Cambridge Analytica)
tuvo acceso indebido a los datos de 50 millones de usua-
rios [3] usdndolos supuestamente para la campaiia electo-
ral de 2016 de Donald Trump, manipulando a los votan-
tes para cambiar su voto. Actualmente, en la fecha en la
que se escribe éste articulo, se sigue investigando la im-
plicacién de Facebook en el proceso. La plataforma guar-
da posts, conexiones... Toda la informacién posible sobre
sus usuarios y posteriormente la venden a aquellos dis-
puestos a pagar por ella. Este caso en concreto nos da una
idea de la importancia de la informacién que generamos
por el simple hecho de estar conectados a internet.
Google, a través de todos sus servicios, trackea también
toda la actividad de sus usuarios. Usando esta informa-
cioén, crea perfiles (el cual td mismo puedes consultar [4])
que posteriormente vende a sus clientes.

Estas acciones se justifican en personalizar la experiencia
de los usuarios y es uno de los principales modelos de
negocio actualmente. Todo esto surge de toda esa infor-
macion que se recoge y que podemos incluir en el término
Big Data.

Cuando hablamos sobre Big Data hacemos referencia a un
conjunto de datos cuyo tamafio, complejidad y volumen
de crecimiento dificultan su procesamiento mediante tec-
nologias convencionales [5].

Fig. 1. Volumen de datos.

El volumen de datos que se genera es cada vez mayor: en
el afio 2020 se espera que haya 40 zettabytes de datos
producidos [6], que, comparado con las escalas que mane-
jamos normalmente, serd una gran cantidad de informa-
cién. Podemos apreciar la escala en la Fig. 1.

La naturaleza de estos datos no es facilmente interpreta-
ble de forma convencional, ya que no esta estructurada.
Por ello, en la mayoria de casos, debe combinarse con
datos estructurados. El andlisis de estos datos de forma
exitosa consigue: reducir costes, reducir tiempos, nuevo
desarrollo de productos, entender las condiciones de
mercado y controlar la reputacién online [7]. Todo esto
justifica la constante inversion que se realiza en esta érea,
pues retorna un increible beneficio a las empresas, ha-
ciéndolas capaces de interpretar correctamente los datos
que generan.

En un videojuego, cada acciéon queda registrada: movi-
mientos, golpes, disparos... Estos datos no solo sirven a
las empresas para mejorar elementos como las fisicas; los
jugadores también pueden aprovecharse para mejorar su
juego. Nosotros nos centraremos en cémo las empresas
las usan en los procesos de desarrollo del producto final.



3. APLICACION EN EL PROCESO DE DESARROLLO
DE VIDEOJUEGOS

En la edicion ntumero 26 de Moleqgla dos comparieros
(Manuel Ridao Pineda y Victor Martinelli Rodriguez) ya
hablaban del proceso de desarrollo de videojuegos, sus
distintas fases y las distintas metodologias que se usaban
[8]. Esta seccién servira de expansiéon sobre cémo pode-
mos introducir el Big Data en esas partes de produccién y
cémo la industria del videojuego es capaz de explotar
toda esa informacion generada.

En el desarrollo de un videojuego podiamos diferenciar
tres fases: Pre-Produccién, Produccién y Post-producciéon
en las cuales podemos integrar el conocimiento que he-
mos generado con una buena interpretacion del Big Data.

3.1. Big Data en fase de Pre-Produccion

Hay muchos aspectos que determinaran si un videojuego
tiene éxito o no, ya sea la historia, la jugabilidad, los grafi-
cos.... Una empresa con proyectos previos dispone de
una gran cantidad de datos con los que trabajar: éstos te
ayudan a saber las tendencias de mercado y, por tanto,
decidir todos los aspectos de un proyecto de forma mu-
cho mas simple, lo que nos permite reducir los tiempos
que empleamos en cada fase y reducir asi los costes fina-
les del producto que desarrollamos. Un buen ejemplo es
Hearthstone, un videojuego de cartas Free to Play que
supo encontrar su sitio cuando no existian alternativas
online reales aparte de Magic The Gathering, ddndole a
su producto un aire mucho menos competitivo y maés
simple. Se realiz6 una fase beta cerrada en la cual se invi-
taron a méds de un millén de personas, las cuales tenian
que esperar un gran tiempo en ser invitadas debido al
éxito que tuvo. En 2016 gener6 para Blizzard, la compariia
creadora, 394.6 millones de ddlares [9]. No es coincidencia
que Blizzard se aventurara en éste proyecto en un mo-
mento en el que los juegos méviles empezaban su auge.
¢La razén? El usuario no necesitaba realizar una gran in-
version de tiempo para jugar, podia jugar partidas rapi-
das y dejarlo para otro dia, coincidiendo con ese perfil
casual que buscé la compafifa. Esta buena interpretacion
del mercado en ese momento concreto les hizo llegar para
quedarse y todo gracias a la informacién que, previamen-
te al desarrollo, tenian.

3.2. Big Data en fase de Produccién

El Big Data no tendrd tanto impacto en esta fase como en
el resto de fases. No obstante, se podran obtener una serie
de datos provenientes de las opiniones de los usuarios y
la idea del alcance de nuestro producto, gracias a las fases
alfa y beta, lanzadas cuando el producto esté casi finali-
zado. Estos datos extraidos de los usuarios son importan-
tes para futuras decisiones y cambios a realizar. Dichos
cambios no deberfan ser radicales, pues esto generaria
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una gran inversién que probablemente sea dificil de re-
cuperar. Las decisiones importantes deben quedar solu-
cionadas en la Pre-Produccién empleando los datos de los
que disponemos.

3.3. Big Data en fase de Post-Produccion

Seguin el modelo de negocio de nuestro videojuego, esta
fase puede ser fundamental para los ingresos que se ge-
neraran. Los datos nos pueden ayudar a arreglar fallos,
afiadir elementos o modos de juego (véase el caso de
Fortnite como cambio con un éxito radical [10]). Pero una
de las cosas mas importantes es que el producto que se
crea no debe acabar cuando el jugador deja del juego:
Redes sociales, foros... surjen comunidades que compar-

ten en comun una aficiéon con el videojuego [11]

:

. -
Fig. 2. Final campeonato League Of Legends

En la Fig. 2. podemos observar el caso de éxito de League
Of Legends, un juego que hace poco ha podido instaurar
un sistema de franquicias parecido al de la NBA [12]. Este
juego Free to Play ha sabido montar una gran comunidad
atendiendo a las peticiones de los jugadores y mejorando
el juego con las estadisticas que generan. El juego se com-
pone de una gran cantidad de personajes, cada uno con
habilidades, las cuales tienen dafio y utilidades que, mal
calculadas, implicarfan un desequilibrio en el juego. El
desequilibrio haria que los jugadores se divirtieran me-
nos, dejaran de jugar, dieran mala imagen online de la
empresa y, con todo ello, una perdida de dinero impor-
tante. Si, por el contrario, somos capaces de mantener
contentos y enganchados a los jugadores, pasaria todo lo
contrario: por ello es fundamental ser capaces de interpre-
tar todas las acciones que los jugadores realizan gracias al
Big Data.

4. CONCLUSIONES

En el dia a dia se generan una monumental cantidad de
datos que son dificiles de interpretar. Las empresas estan
interesadas en esos datos, ya que con ellos pueden perso-
nalizar la forma en la que interactdan con el usuario, ya



sea para venderle un producto o para conseguir algo de
él, como un voto. Surge pues el requerimiento de gente
formada y con conocimiento en Big Data que ayuden a las
empresas en el area que quieran explotar. El caso de la
industria del videojuego no es distinto de las demas. De
hecho, el beneficio que podemos conseguir depende en
gran parte de la buena interpretacién que se hagan de los
datos que se recojan. Ademas, en un mundo cada vez mas
global, aquellas empresas que sigan refinando el proceso
de Big Data seran capaces de destacar frente al resto y
conseguir unos beneficios mayores que todas las demads,
consiguiendo entrar en sectores emergentes, ofreciendo
productos que suplan nuevas necesidades o mejorando
productos en funcién de las nuevas tendencias del mer-
cado.
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Desarrollo de Aplicaciones Seguras

Manuel Gandul Pérez

Resumen—En este articulo se indica qué es la seguridad informética y de la seguridad en los productos software, indicando
errores en su desarrollo que perjudican a la seguridad, el momento idéneo para tenerla en cuenta en el desarrollo y se dan
algunos consejos para mejorar la seguridad durante el desarrollo software.

Palabras Claves— Desarrollo, Seguridad, Aplicaciones Seguras, Errores en Desarrollo, ciclo SDLC, Consejos de desarrollo
seguro, Factores de autenticacion, Creacién de roles, Encriptacion.

1. INTRODUCCION

egun la norma ISO 7498, la seguridad informatica es

“Una serie de mecanismos que minimizan la vulnerabi-

lidad de bienes y recursos en una organizacion” [,
mientras que INFOSEC Security 2000 se define como “Las
medidas y controles que aseguran la confidencialidad,
integridad y disponibilidad de los activos de los sistemas
de informacion incluyendo hardware, software y firmware
y aquella informacién que procesan, almacenan y comuni-
can” 1.

Aun asi, no existe ninguna forma para garantizar el
100% de la seguridad de ningun sistema de informacion,
en palabras de Gene Spaffor, un experto reconocido en
seguridad: "El Unico sistema verdaderamente seguro es
aquel que se encuentra apagado, encerrado en una caja
fuerte de titanio, enterrado en un bloque de hormigodn,
rodeado de gas nervioso y vigilado por guardias armados
y muy bien pagados. Incluso entonces, yo no apostaria mi
vida por ello” B,

Los sistemas de informacién pueden ser protegidos de
forma légica, mediante el desarrollo software, o de foma
fisica, por ejemplo, protegiendo los sistemas frente a
subidas de tension. Igualmente, las amenazas pueden ve-
nir desde un software malicioso instalado en el equipo por
un usuario, Malware, o de manera remota mediante Inter-
net, por ejemplo, cuando un ciberdelincuente se conecta a
un equipo para robar datos confidenciales.

Uno de los casos mas recientes de esto Ultimo es el re-
ciente ataque mundial del Ransomware conocido como
“WannaCry’, que esmpezd el 12 de mayo de este afio
2017. Este ataque fue dirigido principalmente al sistema
operatido de Microsoft Windows y que consistia en la en-
criptacion del disco duro del equipo para pedir un pago
econdmico en bitcoins.

2. SEGURIDAD EN LOS PRODUCTOS SOFTWARE

2.1. Qué es

La seguridad en los productos software son multiples fac-
tores en el desarrollo de software, que va desde la con-
cepcién del proyecto, hasta méas alla de la muerte de este,
mediante parches de seguridad y actualizaciones. Cuando

Manuel Gandul Pérez. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo
de Olavide. mganper@alu.upo.es.

nos referimos a este tipo de seguridad nos referimos a un
conjunto de actividades que fomentan la codificacion y el
disefio de un software.

Cabe destacar que cuando se refiere a la seguridad del
sistema no se refiere a las caracteristicas de éste, como
funcionar bajo S5/, o a los componentes de esa seguridad
como Software Antivirus.

2.2 Errores sobre la seguridad en el desarrollo

Durante el tiempo en el que se desarrolla una aplicacién
suelen surgir muchas dudas en cuanto a la seguridad, y
muchas respuestas a esas preguntas son errbneas o con
un planteamiento muy vago. Las respuestas a esas pre-
guntas suelen ser: “S/ nadie sabe como funciona, no van a
atacarlo’, "Es sequro porque esta encriptado” o “No tene-
mos tiempo para pensar en hacer sequra la aplicion”.

Respuestas que, claramente, impiden hacer un software
seguro. Ya que, respondiendo a las afirmaciones anterior-
mente citadas, si los miembros de un equipo de desarrollo
no saben como funciona una parte del software, no impli-
ca que un atacante no lo sepa; que una comunicacion esté
cifrada no implica que una persona pueda romper la en-
criptacion; y, por Ultimo y no menos importante, el no
pensar en la seguridad de una aplicacion por tener cerca
una fecha de entrega no es lo maés inteligente, ya que es
probable que tras sufrir un ataque, el cliente pida explica-
ciones al equipo de desarrollo.

2.3 Cuando pensar en la seguridad en el desarrollo

Para responder esta pregunta debemos de conocer pri-
mero el ciclo SDLC (Software Development Life Cicle o
Ciclo de Vida del Desarrollo Software en espafiol), que
dispone de cinco etapas, que son: “Recogida de requisi-
tos”, “Andlisis”, "Disefio”, “Implementacién” y “Manteni-
miento”.

Una vez conocidas estas etapas, se debe pensar en cuél
de ellas se debe de plantear la seguridad. Esto es cuanto
antes mejor, ya que si se plantea al cliente en un principio
medidas de seguridad que se pueden implementar desde
el primer momento, éste puede estar mas seguro que se
haran las cosas bien. Ademés de que, durante las etapas
de anélisis, disefio e implementacién, se debe de detectar
las posibles vulnerabilidades de la aplicacion y solventarla.
Ademas de buscar todas las vulnerabilidades que no se
han detectado en las etapas anteriores y durante la etapa



de mantenimiento debemos de solventarlas.

Por lo que sacamos en conclusion que se debe de pres-
tar atencion a la seguridad durante todo el proceso de
creacion de los productos software y durante el proceso
de mantenimiento de ésta.

3. CONSEJOS PARA EL DESARROLLO DE
APLICACIONES SEGURAS

Segun Denise Giusto en welivesecurity.com: “Se estima
que, en la actualidad, el 50% de las vulnerabilidades en los
sistemas tienen su origen en fallas de disefio” 1. Estas se
diferencias de los fallos de implementacién ya que se ge-
neran en fases muy tempranas del proyecto, y para sol-
ventarlas necesitamos un proceso de reingenieria muy
complejo. Por ello, éstos son algunos consejos que nos
pueden ayudar a hacer un desarrollo de una aplicacién
segura intentando evitar fallos en cualquier fase de desa-
rrollo, segun welivwawcurity.com .

3.1 Ningun componente es confiable

Un error bastante comun es que se toman como seguros
componentes de terceros, o incorporar funcionalidad criti-
ca de la aplicacién en un elemento que no estan bajo con-
trol de los desarrolladores. Nunca se deben de tomar co-
mo componentes confiables elementos del sistema hasta
que esto pueda ser demostrado.

3.2 Crear mecanismos de autenticacion eficientes

En numerosas ocasiones, se piensa que los mecanismos
de atuenticacion son suficiente medida de seguridad, sin
preocuparnos de que si de alguna forma puedan sortear
el mecanismo de autenticacion.

Es por ello por lo que preocuparse de que cada vez de
que se intente hacer una operacioén que requiera autenti-
cacion comprobar que se esta en este estado. Ademas de
preocuparse de que la persona que se esté identificando
con un usuario sea la duefia de este, mediante el doble
factor de autenticacion.

Para aplicar el doble factor de autenticacion se debe de
conocer el nimero de factores a escoger entre los seres
humanos:

» Algo gue soy: Como la huella digital o un recono-

cimiento de retina.

» Algo que sé: Como la contrasefia o una pregunta

de seguridad.

»  Algo que tengo: Como por ejemplo un mensaje en

el movil o una tarjeta de seguridad.

Para aplicar este tipo de método de autenticacion se
debe de usar al menos dos factores, y conforme més fac-
tores haya maés segura serd la aplicacion. Por ejemplo, usar
la contrasefia y la huella digital, o un reconocimiento de
retina y una tarjeta de seguridad.

3.3 Crear de roles

Es posible que una vez creado un mecanismo de autenti-
cacion se olvide de crear roles de usuarios. Esto debe de
ser importante ya que, sin roles, cualquier usuario podria
acceder a cualquier parte de la aplicacién, cosa que no
serfa segura. Por ejemplo, un software de banca en el que
un usuario puede acceder a la cuenta de un familiar para
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retirar dinero siempre que quiera, sin tener ningun tipo de
cuenta especial para ello.

Lo méas importante de crear roles es el poder etiquetar
a los usuarios y dejarlos entrar en configuraciones o cual-
quier tipo de control o servicio del software que no deba,
comprometiendo datos privados de los usuarios.

3.4 Validar los datos explicitamente

Una de las cosas que se debe de tener en cuenta en la
arquitectura Cliente — Servidor es que, en una gran canti-
dad de peticiones al servidor, pediran algo en concreto
que el servidor deba proporcionar, ya sea una lista de
clientes, de proveedores, o de alumnos. Es importante que
en las comunicaciones se haga un filtrado de las comuni-
caciones, ya que, si se usa una base de datos SQL, podria
atacarse mediante por un ataque de SQL/njection.

Para evitar esto, una de las soluciones podria ser hacer
una lista blanca sobre lista negra, es decir, decidir qué se
quiere permitir, y qué se quiere denegar. Sabiendo que los
atacantes interpretan los datos como lenguajes de pro-
gramacion, se debe de negar el paso para que se traten a
determinados elementos comunes de los lenguajes de
programacion.

3.5 Usar la encriptacion de forma correcta

En innumerables casos, no se hace un analisis de lo verda-
deramente critico en la aplicacién, y se tiende a encriptar
todo, o no encriptar nada, lo que puede hacer que la apli-
cacion baje el rendimiento, o sea muy insegura. Es por ello
por lo que se debe de analizar y comprobar cuales son los
elementos que debemos de encirptar.

Otro problema importante es estimar necesario crear
un sistema de encriptacibn propio, cosa que es muy
arriesgada ya que si no se hace de forma correcta se pue-
de crear crear una brecha en la seguridad del software. Es
por ello por lo que si se quiere crear una encriptacion
propia se debe de tener un asesoramiento para usar las
librerias adecuadas para el software.

3.6 Tener en cuenta a los usuarios del software

Es necesario pensar, también, en el usuario final que va a
usar el software. Por muy seguro que sea un software, si es
demasiado complejo de usar por ser seguro, el susuario
no hara uso de él. Igualmente, si el software es demasiado
inseguro los usuarios no lo usaran por esto mismo. En
conclusién, se debe de encontrar el equilibrio entre la se-
guridad y la usabilidad.

3.7 Considerar cambios futuros en el software

Desde la fase de diefio, se debe considerar nuevas funcio-
nes que puedan comprometer la seguridad del software.
Por lo que se debe de tener en cuenta los posibles cam-
bios en casos de uso y la creacién de nuevos actores para
que no afecte posteriormente, ademas de tener en cuenta
cémo le afectaran al software las migraciones desde otros
sistemas.

4. CONCLUSIONES

En conclusiéon, lo mejor que podemos hacer para hacer
que nuestro software sea seguro es, primero plantear el



plan de seguridad desde el principio, ver donde estan los
datos criticos, y pensar en cémo garantizar la seguridad
de estos; durante el proceso de creacion del mismo, de-
bemos de detectar las brechas de seguridad que no tuvi-
mos en cuenta anteriormente y detectar nuevos fallos en
la seguridad ocasionados por elementos de terceros; y
para finalizar, durante la fase de mantenimiento debemos
de seguir velando por la seguridad de nuestro software,
mediante las pruebas periddicas y solventar los fallos que
se encuentren mediante actualizaciones.

Aun asi, una de las mejores practicas que podemos ha-
cer es pedir consejo a un experto en seguridad, para mi-
nimizar los posibles problemas que podamos encontrar.
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Lenguajes para el desarrollo de Sistemas de
Informacion en Tiempo Real

David Ruiz Carmona

Resumen— En este articulo se explica de manera general el concepto de Sistema de Informacién en tiempo real, asi como las
posibles clases de lenguajes de programacion que son utilizadas para el desarrollo de STR.

Palabras Claves—Tiempo Real, Sistema, STR, Lenguajes, Programacion, Ensamblador, Concurrente, Secuenciales.

1. INTRODUCCION

Los sistemas de tiempo real (STR) son sistemas criticos,
es decir, se trata de aplicaciones para las cuales el
tiempo en que se produce la respuesta es un requeri-
miento esencial.

Por lo general, un STR incluye un conjunto de dispositivos
independientes (hardware y software) que operan a dife-
rentes velocidades.

En un STR se deben satisfacer requerimientos de rendi-
mientos. Comparando con un sistema tradicional, se debe
tener especial control sobre la utilizacion de recursos, me-
jora en los tiempos de respuesta y manejo de distintas
prioridades.

Se espera que un STR se ejecute en forma continua, au-
tomatica y segura, teniendo un impacto en los contos de
desarrollo y la seguridad.

Esta caracterizacién indica claramente que un STR tiene
que emplear herramientas de desarrollo y modelado dife-
rentes a las utilizadas en el desarrollo de software tradi-
cional [1].

2. DEFINICION

Sistema de tiempo real son aquellos que deben producir
respuestas correctas dentro de un intervalo de tiempo
definido. Si el tiempo de respuesta excede ese limite, se
produce una degradacion del funcionamiento y/o un fun-
cionamiento erroneo [2].

3. CARACTERISTICAS DE LOS STR

Un sistema en tiempo real cuenta con las siguientes ca-
racteristicas:

» Concurrencia: Con la concurrencia se descompo-
ne un programa en procesos O tareas que son

David Ruiz Carmona. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de

Olavide. druicarl@alu.upo.es.

ejecutadas simultdneamente.

> Dependencia temporal: El tiempo en el que deben
completarse las acciones debe ser especificado.

> Fiabilidad: Estos sistemas deben de tener un me-
canismo para la recuperacién inmediata de fallos.

» Complejidad: Mientras més funcionalidad tenga
un STR mayor es la complejidad de este.

En funcién de la fiabilidad de los STR, se pueden clasificar
en:

> STR critico: El sistema tendra que realizar sus fun-
ciones en el tiemﬂoo especificado. En caso contra-
rio, se dice que el sistema ha fallado. Un ejemplo
es el sistema de un marcapaso cardiaco.

> STR acritico: Estos sistemas pueden dar respuesta
en un plazo de tiempo superior, lo que conlleva
una pérdida de calidad del mismo.

> STR estricto: El sistema es critico y ademas los
plazos son muy cortos.

En funcion de la evolucion temporal de los STR, se pue-
den clasificar:

> STR de actividad periddica: Las actividades se eje-
cutan a intervalos regulares de tiempo, y deben
ser completados en un plazo de tiempo.

> STR de actividad aperiédica: La actividad se ejecu-
ta como respuesta a un evento externo determi-
nado.

4. LENGUAJES DE PROGRAMACION

La implementacion de la aplicacién (conversion entre el
disefo basado en la especificacion de requerimientos y el
cédigo ejecutable) estd determinado fundamentalmente
por la eleccién de un lenguaje de programacién adecua-
do. En muchas ocasiones el lenguaje condiciona a las he-
rramientas de disefio a utilizar.

Es posible identificar tres clases de lenguajes de progra-



macion que se utilizan en el desarrollo de aplicaciones de
tiempo real:

e Lenguaje ensamblador

e Lenguajes secuenciales de alto nivel

e Lenguajes concurrentes de alto nivel

4.1.Lenguaje ensamblador

Inicialmente, la mayoria de los sistemas de tiempo real se
programaban en el lenguaje ensamblador del ordenador
empotrado utilizado. Esto era debido fundamentalmente
a que los lenguajes de alto nivel no eran soportados por
los pequefios microcontroladores utilizados en estas apli-
caciones, ya que la Unica forma de conseguir eficiencia era
acceder directamente a los recursos hardware.

La limitacion anterior se ha ido solucionando con el tiem-
po con la aparicién de ordenadores mas potentes junto
con compiladores cada vez mas eficientes en la genera-
cién de cédigo maquina.

El principal problema con el uso del lenguaje ensambla-
dor es que se trata de un lenguaje orientado a la maquina
y no al problema. El programador debe tratar con detalles
que nada tienen que ver con los algoritmos que esta pro-
gramado, haciendo que la implementacién sea oscura y
compleja. Esto da lugar a que los programas sean mas
dificiles de mantener y modificar, aumentado también el
coste de depuracién de errores.

Asimismo, hace que las aplicaciones no sean portables
exigiendo una rescritura completa cuando se cambia de
plataforma [3].

4.2.Lenguajes secuenciales de alto nivel

El incremento de potencia en los ordenadores, la madurez
de los lenguajes de programacion y el progreso en la tec-
nologia de compiladores, han hecho que las ventajas de
escribir el software en un lenguaje de alto nivel hayan
superado las limitaciones indicadas anteriormente.

Las aplicaciones de tiempo real se pueden realizar utili-
zando lenguajes generales como C, C++, Java, Pascal, For-
tran o lenguajes especificos para sistemas empotrados
(Javial, Coral, RTL/2). El uso del lenguaje C en aplicaciones
de tiempo real se ha extendido debido a la capacidad de
compaginar el uso eficiente de los recursos permitiendo el
acceso a bajo nivel, junto a una programacion estructura-
day funcional.

Mas recientemente el uso de las metodologias de disefio
orientadas a objeto, que facilitan el disefo de grandes
sistemas, ha hecho que lenguajes como C++ o Java se
hagan cada vez mas populares.

Todos los lenguajes descritos anteriormente tienen la ca-
racteristica comdn de que son secuenciales. Son por tanto
lenguajes que no proporcionan mecanismos para el con-
trol de los aspectos del tiempo real y de la fiabilidad. De-
bido a esto, es necesario depender de un sistema operati-
vo que aporte dichas funcionalidades [3].
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4.3. Lenguajes concurrentes de alto nivel

El aumento de complejidad de las aplicaciones junto a la
diversidad de lenguajes utilizados dio lugar a una cierta
crisis en la produccién de software. Las aplicaciones se
hacian menos eficientes y cada vez mas costosas de desa-
rrollar.

Los lenguajes orientados a objetos supusieron un impor-
tante cambio en la metodologia de disefio que esta em-
pezando a se aplicada actualmente a los sistemas de
tiempo real. Lenguajes como C++ y mas recientemente
JAVA (desarrollado para trabajar en pequefios sistemas
empotrados) estan modificando la forma de trabajo de los
programadores. El lenguaje ADA 95 incorporé también la
orientacion a objetos.

Existen otros lenguajes especificos como PEARL, (utilizado
en aplicaciones de control), Mesa (1985) desarrollado por
Xerox y CHILL (CCITT, 1980) desarrollado para aplicaciones
de telecomunicaciones.

Moduloa-2, PEARL, Mesa, CHILL, ADA 95 son lenguajes de
alto nivel concurrentes incluyendo dentro del propio len-
guaje mecanismos para el manejo del tiempo real (planifi-
cacién de procesos, manejo de eventos, ...) [4].

5. CONCLUSIONES

Los sistemas de informacién en tiempo real tienen un
gran papel en nuestra vida, ya que como todo sistema
tienen que tener la capacidad de satisfacer tareas en un
tiempo minimo. Estos sistemas estan constantemente por
nuestro alrededor, como pueden ser en teléfonos méviles,
vehiculos, maquinas de hospital, etc.

La implementacién de estos tipos de sistemas esta condi-
cionada fundamentalmente por el lenguaje de programa-
cion que valla ser utilizado, ya que condicionara las he-
rramientas de desarrollo que se va ha utilizar.
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El fin de Eden

Manuel Martinez Ruiz

Corrian tiempos aciagos. El escuadrén americano habia
logrado tomar posicion en el frente de Eden, antigua
capital de los magos.

La guerra estallé con la caida de la Isla Celestial, lugar
donde los magos habia vivido ocultos a la sociedad
mundana desde épocas que ya nadie recordaba. Los
mundanos, acostumbrados a sus ciencias -matematicas,
fisica, astronomia, etcétera- no concebian la existencia de
la magia. Se negaron a entender que todas las
maquinarias de aquella isla caida, nunca antes vistas,
estaban alimentadas por motores cuyo combustible era el
mana, el principal elemento de las artes magicas. La idea
que los mundanos tenian de la magia era ridicula, casi
ofensiva; como que realizar una maldicidon no consumia
adiestramiento de criaturas

energia vital o que el

fantasticas era comparable al de un perro cualquiera.

Como normalmente sucede, toda aquella confusion vy
desconocimiento fue el detonante de la Guerra contra los
magos que casi habia acabado con su total extincion.

La Tercera Guerra Mundial.

Gabriel -aunque todos quiénes le conocian le llamaban
por su apodo: el Cid-, un joven mago; de piel oscura; que
no superaba los dieciocho afios y siempre ataviaba
tUnicas maégicas, era de los pocos de su sociedad que se
habia negado a aceptar que la guerra ya estaba decidida y
aquellos eran sus ultimos dias de vida. Muy propio de su
testarudez.

El Cid se habia vuelto un leal a las érdenes del rey gracias
a sus habilidades en el campo de batalla y convertirse en
del Su
logrado numerosas

quién logr6 mas
habia

enemistades y le hizo enloquecer de quiénes pretendian

bajas ejército  enemigo.

popularidad ganarse

sabotearlo o dafiar a su reciente hijo.

Su mas reciente batalla habia sido en Eden, la cual tuvo
que abandonar por la urgente llamada de uno de sus

*

de
rapidamente. Ese hecho causd que su armada quedase

compaferos guerra que exigia que volviese
expuesta a las armas de fuego del enemigo y sufriesen
una humillante derrota. ;Qué seria lo suficientemente
importante como para desproteger la capital de los

magos?

Ruidos de pistolas, hechizos y alaridos inundaban el
campo de batalla. El Cid se encontraba en el mas punto
algido, en una torre, junto a la mas joven de sus
lugartenientes.

- jCapitan! -grité uno de los magos a El Cid; su voz estaba
entrecortada debido a su avanzada edad. Parecia

desesperado; habia llegado corriendo.

- ;Qué quieres? -preguntd él, que contemplaba la ciudad
de brazos cruzados y llevandose el pulgar derecho al
labio.

Los mundanos estan derribando nuestras tropas.
iNecesitamos una orden!

- Espérate -contesté con total indiferencia, sin siquiera
dignificarse a apartar la mirada para ver a los ojos al
recluta.

cQué?!

masacrando nuestro cuerpo y usted no pretende hacer

-se le escapo- ;Quiere decir que estan

nada al respecto? -sin duda, triplicar la edad a su capitan
hacia mella en el debido respeto a su superior.

. Yo no he dicho eso -su tono se habia vuelto mas severo-.
Analizo a los enemigos, es por eso por lo que estoy aqui y
por lo que me he ganado este rango. Cuando lo crea
conveniente, enviaré una orden, hasta entonces, no

vuelvas a cuestionarme
- Lo siento -se le notaba mas tembloroso.

- ;T4 no deberias estar luchando en el frente, recluta? -
hizo especial énfasis en su Ultima palabra.



- iSi! -corrié de vuelta a su posicién torpemente.

- Creo que tenia un poco de razén, Capitan Gabriel -
afadio la lugarteniente una vez se fue el recluta.

Procuraba ser lo mas dulce posible.
- Y tl qué quieres? -se dirigio a ella, molesto.

- Necesitan una orden, y usted es el Unico que puede
darsela -explicd.

- Es dificil -se justificd El Cid-. No es facil predecirles, se
mueven rapido y su armamento es mucho mas poderoso.

- ¢Y? Eso nunca habia sido un problema -El Cid refunfuiio-
. Capitan, le conozco bien, se que no soporta ver a su
cuerpo militar morir. Ese comportamiento tan rudo solo
confirma lo que digo; estd molesto, ;pero de qué?

- Ataca por el frente con la Brigada Flecha. Defiende los
extremos con conjuros de materializacion fugaz de piedra.
Quiero que por la retaguardia acorralen al enemigo
usando maldiciones igneas. No quiero objeciones. Que lo
ejecuten.

O P

£

|

4
Mot
Aie.

Cid cabalgando a Babieca

La lugarteniente esbozd una sonrisa. Sabia que habia
evitado la respuesta a su pregunta. Gotas de sudor corrian
por la sien de El Cid, aunque las oculté a su subordinada
mirando hacia otro lado.

Pocos segundos después de las érdenes de El Cid, los
reclutas habian sido informados. La maniobra habia sido
ejecuta exitosamente, aunque eso solo habia logrado
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tomar ventaja en una zona.
- iCid! -vociferd alguien justo a sus espaldas.

El Cid empuid rapidamente su espada y, en un veloz giro
de cuerpo de 180 grados, la punta ahora apuntaba a la
garganta de quién habia pegado semejante grito. Ambos
estaban inmdéviles, lo Unico que se oia era el campo de
batalla.

- Baje el arma -tranquilizé la lugarteniente acariciando la
espalda del joven.

El Cid vacilé. Obedecid. Bajé lentamente el arma.

- ¢Qué quieres? -pregunté aun con los nervios a flor de
piel.

- Es un mensaje del ejército Ledn -explico-. Al parecer,

urgen de su asistencia, y rapido. No me pida

explicaciones, yo tampoco las sé.
- i¢Y quieren que abandone la batalla?!

- Es por eso por lo que me mandan a mi. Soy el Capitan
Miguel Ceres -se presento.

Cid se mostraba confuso y frustrado. ;Por qué iba a
confiar su ejercito a un desconocido?

- Le gustaria saber que la orden ha sido dada por su
majestad - Miguel habia deducido que El Cid dudaba de
sus palabras, aunque aquella frase cambié totalmente su
expresion. Mostré un pergamino firmado con la firma del
Rey, Elias, junto al sello real grabado en lacre -. Es solo
esto, figurese la prisa que tenia como para no haber
afadido ni siquiera un comentario. Debe tomar una
decision rapida, Capitan.

El Cid volvié a vacilar. Pero no tardd en arrancar lo que
parecia una medalla de su tunica.

- Toma -dijo ofreciendo el objeto arrancado-. Con esto
obedeceran tus ordenes. Te estoy confiando toda una
armada y el destino de la capital. Hazlo bien.

No lo hizo.

Miguel recogié la medalla y la colgd de la solapa
izquierda de su traje. Ni siquiera se habia despedido
cuando El Cid salté de la torre, lo que a los ojos normales
pareceria un suicidio, pero contaba con carisimos polvos



feéricos cubiertos por el cuerpo - lo tenia previsto por si
algin ataque enemigo lograba derribar la torre - vy,
flotando, se alejé de la ciudad. Se dirigia al sur, donde se
posicionaba el ejército Ledn, dispuesto a descubrir que
sucedia. Aterriz6 en una bestia, que ni siquiera se inmuté
de su presencia hasta que él le acaricié su escamoso
cuello.

- Al sur, Babieca. Ordenes del rey - susurr.

Fue suficiente para que el animal trotase a toda velocidad
hacia su destino.

El Cid se aproximaba a las trincheras aliadas. Con suma
parsimonia, aun habiéndole exigido que llegase lo antes
posible, pues no queria confundir a sus propias defensas
evitando ser victima del fuego amigo; entre la tormenta
de polvo que arreciaba y nublaba su vista, cabalgaba a
Babieca, su montura hibrido de dragén y unicornio de
largas escamas plateadas. Lo cierto es que Babieca casi no
preservaba ningun rasgo de dragdn o unicornio, salvo las
piernas de equino cubiertas por plateadas escamas o su
mandibula del épico y ya casi desaparecido reptil volador;
incluso sus alas, en las que se encontraba grabado la runa
de Eden -una «o» acentuada con «”*» sobre una «y»-,
tenian el mero grosor de las pequefias ramas de un arbol;
cruzamiento de

pero su aspecto era lo normal del

aquellas dos épicas especies mediante rituales prohibidos,

Manuel Martinez Ruiz es estudiante
de cuarto de la ESO del Instituto
Martinez Montariés.
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el experimento que intentd probar a los mundanos las
salidas de los estudios de las artes méagicas como ciencia
durante una conferencia poco antes de que se iniciase la
guerra (aunque no se estarian desarrollando los hechos
que ahora sufre el Cid si aquella demostracion hubiese
sido tan efectiva como se esperaba).

El Cid bajo de la espalda de Babieca una vez ya dentro de
las trincheras. Una mujer de pelo rojizo, ojos castafios y
mayor que él, se acerco al joven.

- ;Qué querias comunicarme, Ariel? -pronuncié el Cid con
voz melosa, aunque igualmente firme e intimidante.

-Es tarde, Cid -tras un breve silencio, respondié la mujer
en un tono firme y apenado-. Han raptado a tu mujer.

Un resentimiento que jamas habia sentido embarg6 a el
Cid. Era el precio de la guerra: defender tu nacion e
ideales a costa de perder lo que amas aln mas que
aquello por lo que has estado luchando. El destino de los
héroes.
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El uso de la imagen digital en la caracterizacion
de obras pictdricas

Luis Javier Sdnchez-Aparicio

Resumen— Es, en las ultimas décadas, donde gracias a los desarrollos experimentados por las técnicas de captura y ensalce de imagen

digital, asi como por los métodos matematicos de clusterizacidn, los cientificos, conservadores y restauradores han podido ir un paso
mas alld en la caracterizacién y entendimiento de obras pictéricas. Técnicas, que explotan los fenémenos de interaccidn entre la materia
y la radiacién (poder de penetracién o fenémenos de fluorescencia) para poder analizar la obra a diferentes niveles: caracterizacién de
pigmentos organicos e inorganicos, evaluacién de repintes, presencia de barnices o dibujos preparatorios entre otros aspectos. Bajo este

paraguas de posibilidades, la presente publicacién pretende ofrecer una visién generaliza de funcionamiento y potencialidades que
ofrece el anilisis digital de la imagen en el diagnéstico de obras pictdricas, bien sean estas sobre lienzo o sobre estrato rocosos (pinturas

rupestres).

Palabras Claves— Andlisis digital de la imagen, Arte rupestre, Caracterizacién de pigmentos, Clusterizacién.

1. INTRODUCCION

| correcto analisis de obras pictoricas, bien sean estas

en lienzo, mural o incluso sobre suporte pétreo natural

(arte rupestre), requiere de forma ineludible un anélisis
exhaustivo a diferentes niveles. Andlisis donde la caracte-
rizacion de pigmentos, repintes, presencia de barnices o la
determinacion de los propios trazos existentes constituye
un paso ineludible. Es, en esta Ultima década, donde los
avances en captura y procesado de imagen digital han
permitido facilitar dichas tareas, ofreciendo tanto a inves-
tigadores como conservadores y restauradores, una he-
rramienta de gran flexibilidad y alta robustez capaz no
solo de caracterizar los diferentes pigmentos presentes en
la obra, sino también caracteristicas no visibles tales como
dibujos preparatorios [1-4].

Bajo el paraguas de necesidades inherentes a la carac-
terizacion de obras pictéricas, el presente articulo preten-
de ofrecer una visién general del método de analisis digi-
tal de la imagen capturada en diferentes espectros (desde
el ultravioleta hasta el infrarrojo), por diferentes métodos
(reflectrografia y fluorescencia), asi como de los métodos
de cartografiado (métodos de clusterizacion) empleados
en la actualidad para el diagnostico de obras pictoricas.

2. EL VALOR RADIOMETRICO DE LA IMAGEN DIGITAL

2.1. La interaccién entre la materia y la energia

La radiacién capturada por los sensores fotograficos, bien
sean estos camaras convencionales o no, depende en
gran medida de la interaccién de la luz radiante (visible,
ultravioleta o infrarroja entre otras) con la superficie del
materia [5]. Interaccién que, en el caso de obras pictoricas,
permite caracterizar los materiales presentes en las dife-
rentes capas pictoricas (pigmentos, bases de preparacion,
repintes o dibujos preparatorios) a través de la reflectan-

Luis Javier Sanchez-Aparicio. Centro de Estudios de Postgrado, Univer-
sidad Pablo de Olavide. luisj@usal.es.
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cia emitida en dicha interaccion (Fig. 1a).
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Fig. 1. Representacién gréfica general de los principios del analisis digital
de la imagen para la caracterizacion de pinturas: a) respuesta espectral de
pigmentos y; b) poder de penetracién de la radiacién incidente. El tér-
mino IRR hace referencia a una imagen obtenida por reflectografia infra-
rroja, VIS a una imagen visible; GL a una imagen capturada con ilumina-
cién rasante; IR CCD a imdagenes capturadas con sensores de infrarrojo;
IRFC a imégenes en falso color en la regién del infrarrojo; UVR a image-
nes procedentes de la reflectancia ultravioleta y, UVF a imdgenes proce-
dentes de la fluorescencia ultravioleta. Adaptada de
www.webexhibits.org/pigments/intro/look.html

Bajo la premisa anteriormente expuesta, autores como
Cosentino [6] y Daveri et al. [4], en obras pictoricas sobre
lienzo, o Corton Noya [2], Rogerio-Canderera et al. [7]y
Torres-Martinez et al [1] en sus estudios sobre pinturas
rupestres, dejan entrever la potencialidad de ciertas zonas
del espectro para el analisis de obras pictoricas (Fig. 1b):
(i) el espectro visible (VIS) para la detecciéon de trazos ru-
pestres y pigmentos de manera generalizada; (ii) el infra-
rrojo (IR) para la deteccion de dibujos preparatorios, tra-
zos ocultos o la deteccion de pigmentos por fluorescencia
como el amarillo cadmio y; (iii) la regidn ultravioleta (UV)
para el analisis de colonizaciones bioldgicas, repintes o
bases preparatorias a base de tempera o aceite de linaza.



2.2. Técnicas fotograficas para el andlisis digital de obras
pictdricas

Bajo el amparo de los espectros anteriormente definidos,
se hace necesario recurrir al empleo de un conjunto de
técnicas fotogréaficas capaces de suministrar esa informa-
cion, siendo las mas generales [2]: (i) la reflectografia visi-
ble; (ii) la reflectografia visible con luz polarizada; (iii) la
refectrografia IR y UV y; (iv) la fluorescencia IRy UV.

En términos generales, todas estas técnicas suelen em-
plear cdmaras réflex convencionales, a excepcion de los
métodos de reflectografia en el IR lejano (1000-1700 nm)
que requiere del uso de cdmaras del tipo InGaAs [6].

En lo que respecta a la primera y segunda de las técni-
cas, el sensor fotografico resulta ser idéntico: una camara
convencional capaz de capturar en el espectro visible. La
principal caracteristica de la segunda, reside en el empleo
de fuentes de luz y filtros polarizados [2]. Equipamientos
que promueven una captura de imagen sin reflejos ni
sombras, mejorando asi los resultados de la clasificacion
de los pigmentos [2].

Para la segunda de las técnicas, la fotografia por reflec-
tografia, se hace requisito indispensable el uso de filtros
capaces de bloquear la radiacion visible y permitir el paso
de la radiacion desea, bien sea esta IR o UV. Estos filtros,
pueden quedar instalados en la propia lente o incluso en
el sensor de la camara [1, 2].

Para la refectrografia y fluorescencia UV se hace nece-
sario el uso de lamparas de luz oscura (lamparas equipa-
das con filtros de Wood) sin olvidar, tampoco, el uso de
filtros UV que permitan filtrar la radiacion procedente del
visible. Bajo estas condiciones de estudio, materiales tales
como los barnices, materia organica o incluso la presencia
de repintes pueden provocar fendmenos de fluorescencia
[2-4]. Dichos fendmenos en general, se caracterizan por
una escasa reflectancia lo que obliga al uso de grandes
tiempos de exposicion en las cdmaras y con ello al uso de
tripodes.

3. EVALUACION DE OBRAS PICTORICAS SOBRE LIENZO

3.1. Cartografiado de la obra

Una de las aplicaciones mas directas del analisis digital de
la imagen pasa por el cartografiado de la obra artistica.
Proceso que tiene como objetivo agrupar cada pixel de la
imagen multibanda (entendiéndose como el conjunto de
imagenes digitales capturadas en los diferentes espectros
tratados) en una clase de acuerdo a la similitud entre este
y el resto de miembros de esa clase [5]. Dicho proceso,
puede ser efectuado a través de un Analisis de Compo-
nentes Principales (PCA) [2, 4] o a través de procedimien-
tos de clusterizacién basados en el enfoque K-medias [1]
o el algoritmo Spectral Angle Mapper [3], dando lugar a
una nueva imagen que permitira analizar el porcentaje
presente de cada clase, asi como su distribucion espacial
en la obra. Ejemplos de la potencialidad de este cartogra-
fiado pueden encontrarse en los trabajos realizados por
Daveri et al. [4] a través del uso de una imagen multiban-
da compuesta por espectros que oscilan desde los 2700
nm a los 5000 nm y Daniel et al. [3] con estudios en re-
giones desde los 400 nm a los 1000 nm (Fig. 2).
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Fig. 2. Resultados del cartografiado de la obra “Retrato de un hombre con
sombrero™: a) falso color con la banda del infrarrojo cercano y; b) cluste-
rizacién de pixeles en 7 clases: azul correspondiente al rojo bermelldn;
negro correspondiente a pigmentos negro carbon, rojo y verde corres-
pondiente a una mezcla bermellén-blanco plomo, amarillo correspon-
diente la capa de preparacién y violeta-verde oscuro correspondiente a
las dreas restauradas. Adaptada de [3].

3.2. Caracterizacién composicional

Al igual que ocurre en otras técnicas de caracterizacién
composicional tales como la espectroscopia Raman, el
analisis de la imagen digital no solo permite el mapeado
preciso de los pigmentos presentes en la obra pictorica,
sino también una caracterizacion de estos a través de su
contraste con bases de datos. Bajo esta premisa, autores
como Daniel et al. [3] identifican composicionalmente los
pigmentos de dos obras de Goya " Retrato de hombre con
sombrero” y "Retrato de Francisco Bayed', tales como el
rojo bermellén, rojo ocre o el blanco plomo, a partir del
contraste de la respuesta capturada en diferentes longitu-
des de onda (desde los 400 nm a los 1000 nm) con una
base de datos con mas de 150 pigmentos histéricos [3].
Resultados, que son contrastado con los provistos por la
aplicacion de la difraccion de rayos X y la espectroscopia
Raman. Corroborando no solo la viabilidad del método,
sino también, la necesidad de este (los autores remarcan
el condicionamiento de los espectros Raman debido a la
presencia de capas protectoras asi como los resultados
del espectro de difraccion como consecuencia del alto
porcentaje de plomo presente) [3].

Por otro lado, Daveri et al. [4] evalla la potencialidad
de la imagen hiperespectral (con rangos entre 2700 y
5000 nm) en la caracterizacién de las obras pictoricas de
“Santi Giovanni Battista e Piero” de lacopo Vincoli y el
“Trittico di S. Maria delle Grazie” de Niccolod di Libertadore
a través del andlisis PCA [4]. Entre las limitaciones encon-
tradas, destaca la dificultad de detectar éxidos, pudiendo
ser esta solventada con la incorporacién imagenes VIS [4].

En sus estudios sobre pigmentos histéricos aplicados
con goma arabiga [8], Constentino propone un enfoque
alternativo a los tratados anteriormente: el arbol de deci-
siones. Sistema piramidal que permite de forma escalona-
da ir deduciendo el tipo de pigmento en funcién de la
respuesta recogida por los diferentes espectros tratados.

4, ANALISIS DE PINTURAS RUPESTRES

4.1. La identificacién de trazos en pinturas rupestres

En paralelo a los trabajos experimentales anteriormente
mostrados, es posible encontrar un amplio grupo de au-
tores que trasladan la potencialidad de esta técnica a las
pinturas rupestres [1, 2]. Una de las principales diferencias



a destacar entre los trabajos efectuados sobre pintura en
lienzo y los efectuados sobre pinturas rupestre reside en
el simple uso, en gran parte de las ocasiones, de la ima-
gen VIS y los métodos de mejora de visualizacién (princi-
palmente métodos basados en el ensalce de los compo-
nentes no correlados entre los canales del visible) como
Unicos ingredientes para el analisis de los trazos [2, 7] (Fig.
3a). Mas allad de estos métodos, encontramos trabajos
donde emplean rangos del espectro mas amplios, princi-
palmente IR, dada su contribucion a la hora de detectar
trazos [2], asi como métodos de clasificacion no-
supervisada que tratan de agrupar cada uno de los pixeles
de la imagen en un numero determinado de clases [1, 2].
Sin embargo, la propia topologia del sustrato rocoso tien-
de a generar sombras que entorpecen los resultados de la
clasificacion (Fig. 3b) [1].

Fig. 3. Identificacién de trazos sobre pinturas rupestres: a) imagen VIS
ensalzada; b) imagen multiespectral clasificada con el algoritmo Fuzzy k-
medias y; c) imagen multiesptresal con informacién geométrica clasifica-
da con Fuzzy k-medias. En verde los trazos, en azul las anomalias detec-
tadas en el sustrato. Adaptada de [1].

4.2. Hibridacién de componentes radiométricos y
geométricos

Una de las caracteristicas mas representativas del arte
rupestre reside en las propiedades del sustrato sobre el
cual se efectia. Dicho sustrato, el cual suele situarse a
menudo en espacios en contacto con el ambiente exterior,
tiende a presentar fendmenos de alveolizacion o agrieta-
miento [1]. Bajo esta premisa, autores como Torres Marti-
nez et al [1] proponen la hibridacion de componentes
geométricos, derivados de modelos 3D obtenidos con
sistemas laser escaner o fotogramétricos, para su caracte-
rizaciéon. Informacién que, combinada con el resto de da-
tos espectrales, permite la generacion de nueva capa: la
capa de alteraciones (Fig. 3c), mejorando consigo los re-
sultados a la hora de determinar los trazos.

5. CONCLUSIONES

Gracias a los ultimos avances experimentados en el cam-
po de la fotografia, capaces de permitir la captura de da-
tos en diferentes rangos del espectro, es posible estable-
cer un lazo de gran fuerza entre el analisis digital de la
imagen y el diagnostico y conservacién de obras pictori-
cas. Lazo gracias al cual es posible no solo discernir los
pigmentos de acuerdo a su radiometria, sino también,
permitir la caracterizacion, a partir de bases de datos, de
estos o incluso, llegar a detectar dibujos preparatorios no
visible (a través del IR) o zonas de repinte (mediante el
uso de radiacion UV).

Ahora bien, detras de ese telon de ventajas capaz de ofre-
cer el andlisis digital de la imagen, las campafias experi-
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mentales evaluadas en el presente articulo sefialan la difi-
cultad de discernir con cierto grado de certeza partes en
las cuales existen altas heterogeneidades ( compuestas
por la superposicion de pigmentos y/o bases preparato-
rias), hecho que requiere de forma ineludible el uso de un
gran numero de imagenes asi como del desarrollo de ba-
ses de datos que engloben las diferentes casuisticas al
igual que ocurre con la espectroscopia.
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Reflectografia infrarroja para el examen y
diagndstico del Patrimonio Cultural

Laura Casaus Magro

Resumen—En este articulo se describe la fotografia y la reflectografia de infrarrojos como instrumentos para el conocimiento
de bienes culturales de diversa naturaleza, como la pintura mueble, la pintura mural o el documento. Gracias a su capacidad
de penetrar las capas mas externas, los infrarrojos pueden revelarnos lo que esconde tras ellas, lo invisible a nuestros ojos.

Palabras Clave— Arte, Diagnéstico, Infrarrojo, Patrimonio, Reflectrografia.

1. INTRODUCCION

Las técnicas de diagnoéstico de obras de arte mediante
reflectografia infrarroja suponen un examen no des-

tructivo para las obras de arte, y dan lugar a una
imagen de la que puede extraerse valiosa informacion.
Esta técnica esta basada en la diferente absorciéon que po-
seen las diversas capas de la obra al someterla a la radia-
cién infrarroja, en base a los materiales empleados en su
elaboracién. La infrarroja es la zona del espectro electro-
magnético inmediatamente inferior, en energia y frecuen-
cia, a la luz visible. Su longitud de onda es por tanto ma-
yor y comprende entre los 750 y los 3000 nm, si bien para
estas técnicas de diagnéstico se utiliza solo el infrarrojo
cercano (NIR por sus siglas en inglés). El ojo humano no
percibe dicha radiacién; sin embargo, los materiales inter-
actiian con ella de diferentes maneras, segtin su composi-
cién: absorbiendo, reflejando, o trasmitiendo parte de ella
[1]. Gracias a ello, y a las técnicas que permiten su registro
en una imagen, es posible llegar a “ver” las capas ocultas
de una obra de arte [2].

Esta técnica de examen comenzé con la utilizacién de
peliculas analdgicas sensibles al infrarrojo (IR), pero las
dificultades en la exposicién y su escasa sensibilidad (has-
ta 700-900 nm) no ofrecian buenos resultados. Hoy, gra-
cias a la fotografia digital, se obtiene una mayor informa-
cién mediante el uso de la reflectografia IR, que permite
un mayor rango de sensibilidad pudiendo llegar a los
1200-1700 nm [5]. Estas longitudes de onda mas largas
penetran a través de colores que con la fotografia IR se
mostraban opacos, como es el caso del verde o el azul
(debido al contenido en cobre de sus pigmentos). Para la
obtencién de la imagen final, la radiacion visible es elimi-
nada mediante un filtro colocado en la cdmara, para que
esta no interfiera (Fig. 1).

Esta técnica es aplicable a pinturas y documentos sobre
varios soportes, por lo que sus aplicaciones y la informa-
cién que aporte seran diferentes en cada caso.

Laura Casaus Magro. Universidad Pablo de Olavide.
casaus.laura@gmail.com.

Fig. 1: The Magdalen NG719, 6leo sobre tabla, siglo XVI. Imagen
tomada bajo el espectro visible (izquierda) e infrarrojo (derecha).
Autor de la imagen: The National Gallery, Londres [10]

2. APLICACIONES

2.1. Pintura de caballete

La radiacién infrarroja permite penetrar hasta la capa de
preparacién de una pintura, es decir, el estrato inferior a
la propia capa pictérica. Por tanto, nos permite averiguar
datos de la obra que se encuentran ocultos: el dibujo sub-
yacente o disefio original del artista, cambios de idea en la
composicion (llamados pentimenti o “arrepentimientos”),
si existen repintes o reparaciones ocultas o si parti6é de un
soporte reciclado (pudiéndose encontrar, como en alguna
ocasién, dos cuadros en uno porque el pintor reutilizé
una vieja pintura). Ademas, la reflectografia IR permite
certificar la autenticidad de una obra gracias al estudio
del trazo del autor, detectar firmas o inscripciones previas
a la pintura, o saber qué composicién hay debajo de una
espesa capa de suciedad antes de realizar una limpieza.
Este tipo de datos quedan ocultos incluso a las técnicas
radiogréficas, ya que los bocetos suelen estar realizados
en materiales de baja absorcién de rayos X, o pigmentos
diluidos; y sin embargo pueden aportarnos una valiosa
informacion.

Veamos la estructura de una pintura mueble, ya sea sobre
tabla o sobre lienzo. Sus estratos superficiales estan com-



puestos por capas de protecciéon (barnices o ceras) y la
propia capa pictérica (consistente en una mezcla de pig-
mentos, aglutinante y cargas o aditivos). Estas capas son
normalmente semitransparentes a los rayos IR, depen-
diendo de los pigmentos usados, por lo que permitiran la
trasmisién de parte de esta radiacién, que pasara a la capa
de preparacién. Esta preparacién tiene una composiciéon
diferente a la capa pictérica, y si se trata de una prepara-
ciéon de estuco (preparado con cola y sulfato o carbonato
calcico), reflejara casi en su totalidad la radiacién IR que
acaba de atravesar la pintura. Es en este estrato donde se
encuentra el dibujo preparatorio, que normalmente esta
realizado con un compuesto de carbono (grafito, carbon-
cillo, tinta china, pigmento negro de carbén...), y cuya
absorcion del infrarrojo es muy alta, por lo que se ob-
tendra un contraste con la reflectancia del yeso o cal del
estuco. Este contraste es el que permitira la formacién de
la imagen en la que se distingue el dibujo subyacente (Fig.
2). No siempre se dara un contraste perfecto, pues a partir
del siglo XVII y, en especial, del uso del lienzo, la pintura
pasa a ser mas suelta, el dibujo no es en general tan elabo-
rado, y comienzan a utilizarse preparaciones coloreadas
(a base de pigmentos y aceite), lienzos sin preparacién, u
otros materiales para realizar los dibujos. Por lo tanto, el
éxito de la técnica dependera de qué combinacién de ma-
teriales empled el autor y como los empleé.

La imagen final obtenida por la reflectografia IR es en
blanco y negro, y muestra una mezcla entre la capa pict6-
rica (debido a la radiacién que ha reflejado) y la parte
reflejada por la capa de preparacion, la que puede darnos
una informacién oculta hasta entonces. De la capa pictéri-
ca, se mostraran diferentes contrastes dependiendo de las
zonas de color, por ejemplo, los rojos y amarillos reflejan
mas y los azules y negros absorben mas la radiacién IR.

Fig. 2: Imagenes captadas mediante reflectografia IR de la obra E/
Matrimonio Arnolfini de Jan van Eyck (National Gallery, Londres). En
ellas pueden observarse los cambios de composiciéon que realizo el
autor en (a) la mano, (b) los pies y (c) el rostro de Giovanni Arnolfini.
Autor de las imagenes: The National Gallery, Londres [4]

2.2. Pintura mural

El examen mediante IR no es tan utilizado en este campo
como en el de la pintura mueble, pero puede también
proporcionar informacién importante para la documenta-
cién de la obra, debido al distinto comportamiento de los
materiales a la radiacién IR segin su composicién. Asi,
las técnicas infrarrojas nos permiten también diferenciar
pigmentos que parecen del mismo color bajo la luz visible
pero que, por su composicién, se comportan diferente a la
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radiacién infrarroja, como el caso del azul ultramar y la
azurita (Fig. 3). Si el ultramar es auténtico, es decir, obte-
nido de la molienda de la piedra lapislazuli, se muestra
transparente al infrarrojo; la azurita sin embargo es muy
opaca a €l [3].

También de esta manera es posible distinguir repintes o
falsificaciones, o esclarecer qué técnicas emple6 el autor.

Fig. 3: Arriba, Madonna con el Nifio, de Duccio di Buoninsegna, en
donde el manto de la Virgen esta realizado con azul ultramar
(lapislazuli) y por tanto muestra transparencia a la radiacién infrarroja
(color claro en el reflectograma). Abajo, Madonna con el Nifio de Dirk
Bouts, en donde el manto de la Virgen esta realizado con el pigmento
azurita, muy absorbente del IR (color oscuro en el reflectograma).
Autores de las imagenes: J. Plesters y National Gallery [4]

En el &mbito de la pintura mural, se esta desarrollando un
nuevo sistema llamado Thermal Quasi-Reflectography
(TQR) basado en la captacién del IR medio que reflejan
las pinturas, para determinar repintes y antiguas inter-
venciones, consiguiendo detectar caracteristicas que no se
revelan con el NIR (a mayor longitud de onda, menor
dispersién). Como puede observarse en la figura 4, en la
que la técnica TQR nos muestra cémo fueron repintados
los bordes de las armaduras al perderse el oro original. [7]

Fig. 4: Iméagenes bajo luz visible (a), Infrarrojo cercano (b) y TQR (c)
de un detalle de los frescos de Zavattari en la Capilla Teodolinda
(Duomo de Monza). Autores de las imagenes: C. Daffara et al. [7]



2.3. Documentos

El examen mediante técnicas infrarrojas no es aplicable
solo a pinturas; también es posible datar o autentificar
documentos sin necesidad de toma de muestras, e incluso
descifrar informacién oculta de documentos que han sido
borrados, quemados o degradados gracias a su estudio
con dicha radiacién. Es, por ejemplo, el caso de los palim-
sestos: manuscritos que antiguamente eran lavados o ras-
cados para reutilizar el material, debido a la escasez o
alto coste que tenian los soportes de escritura como el
pergamino, el papel o el cuero. Estos textos son impercep-
tibles para nuestra visién, por lo que se podrian conside-
rarse perdidos, pero es posible recuperarlos mediante el
uso de infrarrojos. Es el caso del Palimsesto de Arquime-
des (Fig. 5), un cédice en pergamino de contenido religio-
so, realizado en el siglo XII, y que gracias a las técnicas
multiespectrales -IR, UV y rayos X- revel6 un texto en
griego atin més antiguo, que contenia copias de obras de
la Antigtiedad que se creian perdidas.

Fig. 5: Palimsesto de Arquimedes, imagen del documento iluminado
con luz visible (a) y fotografiado con radiaciéon IR (b). Autor de la
imagen: The Archimedes Palimsest Project [9]

¢(Coémo es esto posible? Las plantas absorben casi toda la
luz visible (excepto la franja verde, responsable de que las
veamos de ese color); sin embargo, refleja ampliamente la
infrarroja, aunque el ojo humano no pueda verlo. Es por
ello que muchas tintas, antiguamente elaboradas con co-
lorantes vegetales o de insectos, tendran una alta reflec-
tancia infrarroja, permitiendo ver incluso trazos que se
muestran totalmente descoloridos. Gracias al infrarrojo
cercano es posible diferenciar entre un colorante y un
pigmento que a simple vista son indiferenciables. Por
ejemplo, las tintas ferrotanicas no tienen respuesta en el
infrarrojo, por lo que no son detectadas por la reflecto-
grafia [8].

En combinacién con la espectroscopia Raman, la radia-
cién infrarroja estd siendo empleada para estudiar tintas
medievales elaboradas con carbén y también metaloaci-
das [6] e incluso recuperar textos en documentos quema-
dos.
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3. CONCLUSIONES

Las técnicas de estudio mediante radiacién infrarroja y su
combinacién con otras técnicas (estudios multiespectra-
les), abren todo un abanico de posibilidades al explorar
las capas subyacentes de las obras de arte. Gracias a estos
exdmenes, es posible hoy determinar qué materiales o
técnicas utilizé un autor, estudiar su trazo mas personal
mediante el descubrimiento de los dibujos subyacentes,
distinguir entre pigmentos que se muestran iguales en el
espectro visible, diferenciar intervenciones posteriores al
original, o poner en valor informacién que fue tapada...
La mejor noticia es que esta técnica, la inica desarrollada
especificamente para el estudio del Patrimonio, no deja de
avanzar.
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Environmental applications of Sonochemistry

Daniel Ledn Perifian, Enrique Lozano Sanchez, Julia Morilla Ortega, Inés Sanchez Romero, Julia
Torres Rivera

Summary—The creation of new environmentally-friendly processes is currently under study. In this article, we review the bases
of sonochemistry, its main environmental applications and how it can be extended to the industrial field.

Keywords— Sonochemistry, Environment, Nuclear Waste, Biodiesel, Microorganisms, Metal ions

1. INTRODUCTION

he study of sonochemistry is a relatively new

branch of chemistry, which involves the use of ul-

trasound to drive chemical reactions [1], enhancing
their chemical activity. This is so because when irradi-
ating molecules with high intensity ultrasound, acous-
tic cavitation is produced on those molecules. Cavita-
tion is the formation of bubbles or voids on a liquid
when it is exposed to certain forces, normally rapid
changes in pressure, causing bubble formation, col-
lapse and hot spots as well as high pressures at certain
points, that are able to drive chemical reactions- even
those of high energy. [2]

Sonochemistry has not been the subject of much atten-
tion until recently, although it is a great alternative to
some industrial processes. Some of the reasons why
those techniques are not fully developed yet- or they
are not so used by scientists and researchers- are their
economic feasibility and the high energy intensities in-
volved. 3]

As a green science, and as a way of protecting the en-
vironment, sonochemistry is actually a link between
different sciences, such as physics, chemistry or even
engineering. There are plenty of ways in which sono-
chemistry can be used to look for cleaner synthetic
routes, production of low pollution fuels, as well as ap-
plications closer to the clean-up of the environment,
such as atmosphere decontamination [4]. The involve-
ment of sonochemistry with environment also involves
eco-friendly design and fabrication methods, as in the
case of the synthesis of nanomaterials and electrocat-
alysts for electrochemical applications [2].

As mentioned above, sonochemistry may also be used
for removal of pollutants from the environment, espe-
cially organic molecules, because of their toxicity and
long half-life. By exposing pollutants to ultrasonic irra-
diation, they become oxidized, a process that depends
on the energetic hydroxyl radical formation, among
others [5].

However, environmental sonochemistry can only exist
if techniques are advanced in improving the generation
of useful acoustic energy, facilitating chemical reactiv-
ity and remediation. Hence, some environmental re-
mediation studies are being performed using pulsed ul-
trasound rather than continuous ultrasonic sources [1],
in order to improve the efficiency. Nowadays, many ef-
forts have been also devoted to explore the possibili-
ties of coupling ultrasound energy with other free en-
ergy sources, or biological treatments [3].

In general, the future contribution of sonochemistry
processes to the protection of the environment and
green sciences depends on a widening of industrial
uses [4].

2. SONOCHEMISTRY TO PRODUCE BIODIESEL

Nowadays the world supplies much of its energy needs
through non-renewable sources such as fossil fuels:
coal, natural gas, oils. However, the environmental cri-
sis that our society is facing due to the effect of the
over-exploitation and continued use of these resources



has brought to the forefront the importance of devel-
oping new alternative techniques to reduce pollutant
agents.

The appearance of biodiesel has shown that it is possi-
ble to obtain fuels that are less contaminant than pe-
troleum-based ones, since it is biodegradable and non-
toxic and reduces emissions. Nevertheless, if biodiesel
production and commercialization have not been sig-
nificant nor of importance these days it is because of
economical and practical issues. [6]

2.1. Methods

The generation of biodiesel takes place through a
transesterification reaction between vegetable oils or
waste cooking oil (WCO) and alcohols such as metha-
nol, to produce Fatty Acid Alkyl Esters in the presence
of a catalyst, such as potassium hydroxide: Veg Oil +
3 Methanol = 3 Biodiesel + Glycerol. It is important to
take into account that the concentration of the catalyst
should not be above 1.25 wt.%, since there is a side re-
action of saponification (see reaction 1) that may hap-
pen concurrently. It happens due to the use of KOH as
a catalyst, which is an alkaline compound. Appropriate
concentrations are approximately of 1 wt.% [7],[8].

HCOOR + KOH - RCOOK + H0 (1)

The method to yield biodiesel using sonochemistry
consists on the employment of a reactor in which an
ultrasound probe is immersed (see Figure 1). This reac-
tor has a valve to introduce the reactants and a vent to
collect the product. The probe has a frequency of 20
kHz and it is connected to a transducer which is con-
trolled by the ultrasound generator. A condenser is
used as well to reduce methanol losses. It is important
that during this procedure, the temperature inside the
reactor is measured. This can be done by inserting a
thermocouple into the reactor [3].

Figure 1: Sonochemical reactor: 1. Condenser, 2.
Transducers, 3. Reactor, 4. Stand support, 5.
Temperature sensor, 6. Ultrasonic generator [8].

66

The oil and the alcohol catalyst mixture are introduced
in the reactor through the inlet. The condenser and
thermocouple are inserted along with the ultrasound
probe. Once this is done, the reaction conditions must
be set on the generator. At this point the transesterifi-
cation reaction will take place inside the reactor for
about 40 minutes.

Once the reaction is completed, the product, consisting
of the fatty acids of methyl esters (FAME) plus glycerol
is taken out. The result are two layers, being the upper
one the FAME and the bottom one the glycerol. It may
also contain part of the methanol that has not reacted
so in order to purify the product, it must be removed
through distillation. This part of the procedure only ap-
plies to the upper layer, where the methanol is vapor-
ized and condensed back into the receiver. The recov-
ery of methanol can be considered as a recycling step
for further operations. [8,9].

2.2. Challenges

The study of sonochemistry applications has allowed us
to discover new choices for the production of biodiesel
which are not only more efficient, but also have a lower
impact on the environment. It is clear that ultrasound
reactors enhance the formation of biodiesel in compar-
ison to the conventional heating and stirring method,
but analysis of the procedure show us that there are
some problems to be solved: high separation times,
high operating cost, high energy consumption, and low
production efficiency due to equilibrium limitations.
The latter is explained through the molar ratios of
methanol to oil. The theoretical ratio is, as mentioned
previously, 3:1. However, as reported in different
works, increasing the molar ratios from 3:1 to 7:1, in-
creases the rate of biodiesel production as well, from
46% to 87%. These results were attributed to the
higher cavitational intensity due to the presence of
higher quantities of methanol in the system [8].

3. NUCLEAR INDUSTRY APPLICATIONS

Currently, in the nuclear industry, there is a need for
enhancements to uranium ore leaching, its refining, pu-



rification system efficiency in power production pro-
cesses, and spent fuel reprocessing. Here we will focus
on power production and fuel reprocessing enhance-
ments by sonochemistry.

3.1. Power Production Methods

Fast reactor cooling processes are critical when we re-
fer to nuclear power production. One example of these
nuclear systems is Lead Bismuth Eutectic (LBE) cooled
reactor technology, which may take principles from
treatments of light alloy melts using ultrasound. LBE re-
quires an adequate, constant oxygen concentration: if
it is too low, some components may detach and the
structural material may undergo erosion. If it is too
high, the lead will oxidize and precipitate causing ob-
structions to flow [10,11]. The usage of sonochemistry
in LBE shows several positive effects, since it allows to
increase the reduction reaction rate of PbO (increasing
gas usage efficiency), dissolved oxygen can be associ-
ated and liberated at free surfaces and, as a result, LBE
cleaning time is potentially reduced [12,13].

3.2. Spent Fuel Reprocessing Methods

The final step of nuclear fuel cycle is the perpetual
geological repository of Used Nuclear Fuel (UNF). This
procedure can be enhanced by applying sonochemis-
try, which decreases the time required for the chemical
processes. As a reprocessing method, Plutonium Ura-
nium Redox Extraction (PUREX) is an aqueous chemical
process that separates Pu and U: fuel is dissolved in
10M nitric acid (HNOs) at high temperatures, in a very
slow process. When that process finishes, tri-butyl
phosphate is added to allow the separation of Pu and
U [14]. Sonochemistry would allow to increase the effi-
ciency of this process by lowering both time and the
HNOs concentration needed. The redox behaviour of
actinide ions in this medium depends on nitrous acid
(HNO2). In this case, HNO; production from HNOs pro-
ceeds via the following mechanism:

H20 -))) H- + OH: (2)

2 HNO3-))) 2 NO +3/2 02 + H20 (3)
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HNO3 -))) OH- + NO2 (4)
NO + H- - HNO (5)
HNO + 2 NO2 > HNO2+ N»O3 (6)
N203+ H20 > 2 HNO; (7)

where -))) refers to the ultrasound irradiation.

It was shown that the sonolysis of U(IV) in relatively
diluted HNOs solutions causes its autocatalytic oxida-
tion to U(VI). In more concentrated HNO; solutions
sonochemically induced oxidation of U(IV) follows the
first-order kinetic law on U(IV) concentration similar to
that without ultrasound [15]. In the absence of ultra-
sound, U(IV) oxidation by hydrogen peroxide (H,0,) fol-
lows first-order kinetics with respect to U(IV). In the
presence of ultrasound, the following reaction takes
place

U + H02 > U0 +2 H' (8)

this relatively slow reaction (8), limited by H,0, for-
mation stage from sonicated HNOs, follows zero-order
kinetics. U(VI) can be reduced to U(IV) in 3M HNO3 so-
lutions in the presence of 20%Vol 2-propanol, 1%Vol
N,Hs*, and Pt black particles under 600 kHz ultra-
sound. Sonochemistry accelerates the reduction of
U(VI) with N,Hs* when catalysed by Pt and with 2-pro-
panol acting as an inhibitor for H,0, formation [16].

3.3.Challenges

As we have seen, nuclear application of high pow-
ered ultrasonics is full of possibilities, but there are
some challenges to the application of sonochemistry to
this field. They refer, especially, to material compatibil-
ity (between reactors and horns or transducers) due to
expected erosion caused by localized cavitation, and
high radiation and temperature doses that may cause
failure in mechanisms. Indirect sonication, which in-
volves the transmission of ultrasonic energy through



the water into sample tubes, presents some solutions
to these issues, but higher ultrasonic intensities have to
be used.

4. METAL RECOVERY FROM AQUEOUS SOLUTIONS

Another application of sonochemistry could be its use
to metal recovery processes. In fact, metal recovery
from aqueous waste stream is, currently, an important
goal for recycling, mining industries and agriculture,
because of its impact against the environment. The de-
velopment of more effective methods of recovery have
been of increasing interest due to the fact of the in-
creased levels of contaminated water [17,19].

4.1. Methods

Metal recovery methods can be categorized into two
major groups: physical and chemical processes. Physi-
cal processes separate liquid from solid phase in a mix-
ture, which can be accomplished in a variety of ways
such as filtration and/or coagulation. Chemical meth-
ods operate by causing chemical or electrochemical re-
actions of metal solutions or by changing the solubility
limit of dissolved species[18].

In this case, the employment of sono-electrochemi-
cal technique at megasonic frequencies (around 500
kHz or 1 MHz) in conjunction with electrochemistry en-
hances recovery of selected ions with widely differing
redox potential from their aqueous solutions[20]. Elec-
trochemical potentials were applied in the range where
hydrogen gas is produced, which was stabilized in the
form of oscillating bubbles using the megasonic field.
The extreme temperatures and highly reducing envi-
ronments inside the bubbles were used for the reduc-
tion of the metal ions to their zero-state solid form.

As an example, we have selected palladium (Pd),
lead (Lb) and gallium (Ga), which have important indus-
trial applications, and are finite sources, so their recov-
ery is needed.

The magnitude of the electrical potential needed
for recovery of the three metals increased in the fol-
lowing order: Ga > Pb > Pd, which also indicates the
order of metal recovery (see Table 1)
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Table 1

Half reaction Eo (V) (NHE)

Pd**+2e - Pd (s) +0.987
Pb**+2e — Pb (s) -0.126
Ga*+3e > Ga (s) -0.530

The method utilizes the principle of both electro-
chemistry and acoustics for the formation of zero va-
lent metal particles from their soluble species [20]. The
role of electrochemistry is to generate hydrogen gas
(from reduction of water or hydrogen ion) by applying
a suitable potential to a substrate as platinum, vitreous
carbon or copper immersed in aqueous solution con-
taining soluble metal/metalloid species. The half reac-
tion on the working (cathodic) electrode can be ex-
pressed as:

2H"(aq) + 2e” > Ha(g)
(9)

(or) H20 (1) <> H3 (g) + 2 OH (aq) (10)

The hydrogen gas generated is stabilized in the form
of oscillating bubbles by acoustic and electrochemical
parameters. The soluble metal/metalloid ions reduce
at the interface of the hydrogen filled bubbles under
highly reducing environment (due to formation of hy-
drogen radicals) under extreme temperatures.

4.2. Challenges

The use of the method explained before leads to signif-
icant results: it could be seen that sono-electrochemi-
cal method was found to be effective and efficient for
removal and/or recovery of soluble metal species from
aqueous solutions. However, the reduction of metal
ions likely occurs on the hydrogen-bubble/liquid inter-
face, where extreme temperature and reducing envi-
ronment are generated during bubble oscillations.



5. MICROORGANISMS TREATMENT

One of the most interesting applications of sonochem-
istry is its role as an efficient wastewater treatment for
pollution removal. This capacity has been of great in-
terest since the 1920s when studies of Harvey and
Loomis were published[21], describing the effect of ul-
trasound upon bacteria.

Ultrasound can either kill microorganisms by itself or
increase the efficiency of other killing methods, such as
biocides or ultraviolet irradiation. The disinfectant ca-
pacity of sonication comes from the combination of
chemical and physical changes that occur during the
phenomenon of acoustic cavitation, among which we
can find a rapid increase in temperature and pressure
which can lead to microorganism inactivation. [23]

We will focus on bacterial removal although many
other microorganisms such as algae and nematode
have been also proved to be affected by sonication.

5.1. Methods

Bacterial ultrasonic treatment can lead to its inacti-
vation through a series of processes. These processes
include the bubble formation near the bacterial cell
wall, which causes cell damage by mechanical stress,
and the formation of radicals during sonication in wa-
ter that causes a chemical attack upon the cell wall,
leading to its disintegration. One of the products that is
formed is H20; which can cause severe damage to the
bacterial cells. [23]

It has been demonstrated that the application of ul-
trasound increases its effectiveness when increasing
the application time. For example, if we treat fecal col-
iforms with 42 kHz for less than 20 minutes, there is al-
most no effect, but if we increase the application time
we start to appreciate a significant killing rate.[21] In
the case of large cell volumes, at first, we observe an
increase in the number due to decoupling of the bacte-
ria, but when this process finishes the number starts to
fall, suggesting an increase in the killing rate. Also, the
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type of bacteria will affect the effectiveness of the pro-
cess. If we treat gram-negative and gram-positive bac-
teria with high energy ultrasound (24 kHz) we observe
different killing rates. Applying 1500 W/L for 60 min,
we obtain a mean destruction of gram-negative bacte-
ria such as total coliforms of 99,5% while, in the case of
gram-positive bacteria it is around 66%.[22] This can be
caused by the larger resistance of gram-positive cell
wall, since in gram-negatives the cell wall is much thin-
ner.

5.2. Challenges

Sonication is a promising tool to kill microorganisms
present in water, since it has a higher effectiveness
than other common methods such as heating. Also, it
is not very much affected by the wastewater quality or
the presence of other solid particles, which usually de-
crease the efficiency of other killing processes. How-
ever, it is still not very much used because of the little
understanding of the mechanisms by which ultrasound
interacts with the microorganisms, and because of the
high energy requirement of the process, which makes
difficult its commercialization.

6. CONCLUSIONS

The environmental applications and sonochemical
methods discussed in this paper are, in general, feasi-
ble in the laboratory, that is, as small-scale procedures.
The future of these techniques leading to a greener
chemical industry is really promising. However, if we
think about rising it up to a large-scale or industrial
level, sonochemistry may be a real alternative to cur-
rent methods. Some challenges remain, like material
compatibility, economic performance or high energy
requirements due to the massive application of ultra-
sound.
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Fitotoxicos como alternativa a herbicidas
contaminantes

Alejandro Ronco Campana

Resumen— Actualmente existen dos principales problemas con el uso masificado de hebicidas. La aparicion de plantas
resistentes a dichos compuestos, y la contaminacién de los compartimentos naturales. Como posible solucién a estos probleas
se plantean los fitotoxicos naturales, destacando dentro de estos la familia de los de los acidos benzohidroxamicos. En
particular se ha prestado especial atencion al D-DIBOA por sus propiedades alelopéticas y su comprobada biodegradabilidad
tanto en el medio acuético como en el suelo. Se ha conseguido llevar a cabo su sintesis mediante una biotransformacién con
E. coliy se ha caracterizado enzimaticamente dicho proceso. Actualmente se esté investigando en la optimizacién del mismo.

Palabras Claves— Alelopatia, Biotransformacién, D-DIBOA, Fitotoxico, Quimica verde.

1. INTRODUCCION

Los fitotdxicos son aquellos compuestos, de origen
natural o antropogénico, que impiden el normal cre-
cimiento y desarrollo de uno o méds tipos de plantas
cuando estas son expuestas a una dosis determinada de
dicho compuesto, pudiendo llegar a provocar la muerte
del vegetal.
Generalmente impiden que la planta lleve a cabo alguna
funcién metabdlica esencial, como puede ser la inhibicién
de la fotosintesis mediante la alteracion de los fotosiste-
mas. En el caso de los fitotdxicos naturales, éstos suelen
ser producidos por distintos organismos, entre los que
destacan las propias plantas que los generan como meca-
nismo de defensa.
Por tal motivo, estos compuestos se emplean como herbi-
cidas, principalmente en el d&mbito de la agricultura. Des-
de finales del siglo XX, los avances en este campo han
permitido incrementar la produccién de los cultivos, des-
tacando el desarrollo de herbicidas que fueran selectivos
frente a las malas hierbas y que no afectasen al cultivo de
interés.
Este ha sido un campo de aplicacién de la biotecnologia,
que se ha centrado en la modificacién genética de orga-
nismos, dotando a las plantas cultivadas de resistencia al
fitotéxico, y en la produccién de nuevos compuestos me-
diante biotransformacién o biosintesis.

Sin embargo, la aplicacién masiva de herbicidas ha aca-
bado provocando la aparicién de biotipos de malas hier-
bas inmunes a la accién de éstos. Esto se debe al desarro-
llo del fenédmeno de resistencia, por el cual a causa de una
mutacién aleatoria un individuo es capaz de sobrevivir a
la exposicién de una dosis de herbicida que seria letal
para su especie. La resistencia puede deberse a una muta-
cién estructural en la enzima que de forma normal se ve
afectada por el herbicida. En el caso de ser heredable di-
cha mutacién, tendrd lugar una seleccién positiva en fa-
vor de aquellos individuos que la presenten y, por consi-

Alejandro Ronco Campaiia. Master en Biotecnologia Ambiental Industrial y
Alimentaria, Universidad Pablo de Olavide.

guiente, ird aumentando su niimero dentro de la pobla-
cién silvestre. Al final la abundancia de los mutantes sera
tan grande que el herbicida que se empleaba inicialmente
resultard inatil [1]. Este hecho plantea la necesidad de
desarrollar nuevos herbicidas que sean capaces de actuar
sobre las plantas resistentes, permitiendo asi controlar su
poblacién. Para ello, es conveniente que estos nuevos fi-
totéxicos sean selectivos y acttien sobre mecanismos dis-
tintos a los que afectaban los herbicidas iniciales frente a
los que se desarroll la resistencia.

Por otro lado, gran parte de los herbicidas que se usaban
comunmente hasta hace relativamente poco tiempo pre-
sentaban un gran impacto en el medio ambiente, a causa
de la accién inespecifica de estos compuestos sobre el res-
to de especies y compartimentos que componen el ecosis-
tema. Su presencia puede causar que los seres vivos en-

X,

OH

Fig. 1. Estructura quimica del DIBOA natural.

fermen o mueran dependiendo de su toxicidad, y depen-
diendo de su persistencia puede acumularse en el suelo,
las aguas y los propios seres vivos ddndose la biomagnifi-
cacién [1]. Para evitar esto es preciso desarrollar una nue-
va generacién de pesticidas que sean degradables por la
propia autodepuracién del sistema de forma rdpida e ino-
cua. Los fitotéxicos naturales se presentan como una po-
sible solucién.

Dentro de estos destaca la familia de los 4cidos benzohi-
droxdmicos. Este conjunto de quimicos presenta como
estructura principal el esqueleto (2H)-1,4-benzoxacin-
3(4H)-ona.

Dichos dcidos benzohidroxdmicos se encuentran de forma



normal en la naturaleza, concretamente son producidos
por un amplio grupo de plantas, pertenecientes a las fa-
milias Scrophlariaceae, Gramineae, Ranunculaceae o Poaceae
[2], [3]. En general dichos quimicos presentan diferentes
propiedades alelopaticas.

Segin el Primer Congreso Mundial de Alelopatia cele-
brado en Cadiz en 1996, la alelopatia consiste en cualquier
proceso en el cual estén involucrados metabolitos secun-
darios producidos por plantas, algas, bacterias u hongos,
que influyan sobre el crecimiento y desarrollo de otros
sistemas bioldgicos [4], [5].

El 4-hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona, o D-
DIBOA, destaca por su accién fitotxica, fungicida, an-
timricrobiana e insecticida [6], [7], [8], [9], por lo que exis-
te un gran interés en el desarrollo de su produccién de
forma eficiente y la aplicacién de este y sus derivados,
puesto que, ante ambos problemas anteriormente men-
cionados, el D-DIBOA se presenta como una posible solu-
cién por dos motivos. Puede servir como base para el
desarrollo de nuevos herbicidas, puesto que se considera
como la estructura mds prometedora a la hora de la bs-
queda de nuevos compuestos basados en el esqueleto de
las benzoxacinonas [10]. Un ejemplo de esto son los estu-
dios que se han realizado con algunos de sus derivados,
de entre los cuales destacan el 6-Cl-4-hidroxi-(2H)-1,4-
benzoxacin-3(4H)-ona (6-Cl-D-DIBOA) y el 8-Cl-4-
hidroxi-(2H)-1,4-benzoxacin-3(4H)-ona  (8-Cl-D-DIBOA)
los cuales presentan una mayor actividad y selectividad
respectivamente, resultando ser mads fitotéxicos que los

(b) fc) Cl

2, L0 OO

0 OH

Fig. 2. Estructura del D-DIBOA (a), 6-CI-D-DIBOA (b) y 8-CI-D-DIBOA (c)

sintéticos.

compuestos que no presentan sustituyentes en su anillo
aromatico [11], [12].

Igualmente el D-DIBOA, pese a ser una molécula estable,
es completamente degradable en el suelo [2], [3], lo cual
supone una gran ventaja puesto que reduce o elimina
précticamente por completo el riesgo de contaminacién,
por lo que no habra biomagnificacién, y el fitotéxico ani-
camente se encontrard en el medio durante el periodo de
tiempo que es adecuado para su aplicacion. Todo esto
hace que el D-DIBOA, en particular, sea un producto de
gran interés, y que se investiguen tanto sus usos y aplica-
ciones como la mejora de su produccién.

Por estos motivos en el presente articulo se profundi-
zard en el D-DIBOA.

2. SINTESIS

Inicialmente la sintesis del D-DIBOA se llevaba a cabo
mediante una sintesis quimica en dos etapas (Fig. 3.). El
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compuesto de partida es el 2-nitrofenol, al cual se le reali-
za una sustitucién nucleofilica para la activacién del gru-
po fenol y la insercién de la cadena lateral, para lo cual es
necesario el tratamiento con disoluciéon de hidréxido po-
tdsico en etanol, dimetilformamida (DMF) y bromoacetato
de etilo, obteniendo asi el precursor 2- (2"-nitrofenoxi)
acetato de etilo.

La segunda etapa se basa en una reaccién de reduccién
del grupo nitro aromdtico a hidroxilamina, mediante una
ciclacién intramolecular por adicién-eliminacién sobre el
éster de la cadena lateral empleando como catalizador
Pd/C. Se trata de una reaccién de catalisis heterogenea
altamente exotérmica con liberacién de hidrégeno, por lo

O ot

L
NO, N No,

1 2
O

N0 Not (\/OL
\/\NOZ 77% \%frj (
2 3 OH

Fig. 3. Sintesis de acido benzohidroxamico: (A) primera etapa: sintesis

O

Bromoacetato de etilo
KOH, EtOH, DMF

99%

1,2 mol eq. NaBH4

de etil 2-(2-nitrofenoxi) acetato (2) a partir de nitrofenol (1) y (B) segunda

etapa: reduccion del grupo nitro para la obtencién de D-DIBOA (3).

que resulta ser muy peligrosa por el alto riesgo de explo-
si6n [13], [14], [15].

La primera etapa ha conseguido optimizarse mediante la
variacion de las condiciones de reaccién, disminuyendo el
tiempo de reaccion a 24-28 h, y la temperatura a 55 °C; y
la sustitucién de algunos reactivos , como el uso de etanol
en lugar de metanol [16].

Sin embargo, para la mejora de la segunda etapa se plan-
ted el uso de la biotecnologia como un modo para reducir
los riesgos implicados en dicha etapa, asi que se propuso
que podria llevarse a cabo mediante una biotransforma-
cién lo que garantizaba de partida unas condiciones de
reaccién mds suaves y, por tanto, menos peligrosas [15].

2.1. Biotransformacion

La biotransformacién se define como la modificaciéon
de un compuesto por un organismo vivo para dar un
producto diferente al ser metabolizado y procesado por
las enzimas o células de éste [15]. En el caso de los micro-
organismos, estas reacciones tienen lugar en sus condi-
ciones de cultivo, las cuales suelen encontrarse a tempera-
turas de entorno a los 37 °C, a excepcién de los extremofi-
los. El medio de cultivo no suele contener sustancias de
cardcter toxico y se desarrollan a presién atmosférica. To-
do esto implica que, por lo general, son reacciones que
tienen lugar en condiciones no peligrosas y que los reque-
rimientos para llevarlas a cabo son relativamente bajos si
se compara con algunos de los reactivos necesarios en las
sintesis quimicas.



De esta forma la biotransformacién se plantea como
una posible ventaja en todos aquellos procesos donde sea
aplicable. Se estudi6 la posible biotransformacién a partir
del precursor etil 2-(2-nitrofenoxi) acetato en D-DIBOA
empleando dos cepas distintas Escherichia coli y Serratia
mascescens tanto en condiciones aerobias como anaerobias
a escala laboratorio. Se consiguié producir D-DIBOA, el
mejor resultado se obtuvo para Escherichia coli en condi-
ciones aerobias [15]. Sin embargo, los bajos rendimientos
obtenidos en estos primeros estudios condujeron a pro-
fundizar en el estudio del mecanismo de la biotransfor-
macion.

2.1.1. Enzimas involucradas en la sintesis de D-
DIBOA mediante biotransformacion

Los microorganismos empleados para realizar la bio-
transformacion deseada se seleccionaron porque ambos
presentaban de forma natural actividad nitroreductasa,
las enzimas responsables de esta actividad tienen como
funcién catalizar la reduccién de grupos nitro hasta hi-
droxilaminas en moléculas nitroaromdticas andlogas al
precursor [15], [17].
Por este motivo, se procedié al estudio a nivel enzimadtico,
para determinar qué enzimas eran las implicadas en el
proceso de biotransformacién y poder asi comprender
mejor el proceso y poder obtener una cepa que produjera
mayores rendimientos empleando herramientas de inge-
nierfa genética. Se comprobé que las enzimas implicadas
eran las nitroreductasas oxigeno-sensibles, concretamente
la nitroreductasa monomérica (NfsA), la dihidropteridina
reductasa monomérica (NfsB) y la N-etilmalamida reduc-
tasa (NemA). Para descubrir la importancia de cada una
dentro del proceso se crearon mutantes simples, dobles o
triples en los cuales se delecionaron los genes NfsA, NfsB,
NemA, NfsA/NfsB, NfsA/NemA, NfsB/NemA,
NfsA/NfsB/NemA respectivamente, y se llevé a cabo el
proceso de biotransformacién con cada una de las nuevas
cepas mutantes. De esta forma podria comprobarse el
efecto de cada una de las enzimas en la produccién de D-
DIBOA [18]. En cada experimento se estudi6 tanto el ren-
dimiento de la biotransformacién como la productividad
especifica, obteniendo como resultado que las enzimas
que realmente realizan la biotransformacién son NfsA y
NfsB. Por este motivo se realiz6 la clonacién de los genes
codificantes de estas enzimas en un vector de expresién
inducible y se ensayé el proceso de biotransformacién del
precursor de D-DIBOA, alcanzdndose un rendimiento
cercano al 60% al sobreexpresar el gen NfsB (cepa Esche-
richia coli nfsB/pBAD-NfsB).

El vector elegido para la sobre expresion del gen NfsB
fue el pPBAD/His A (Fig. 4.) [14]. Este es un pldsmido de
4,1 kb, que contiene un gen de resistencia a la ampicilina
y es capaz de modular diferentes niveles de expresién de
genes ya que la transcripcién de los genes estd regulada
por el promotor araBAD que se activa en presencia de
concentraciones de L-arabinosa de entre el 0,01 y 0,02%
[19]. Un plasmido es un frargmento de ADN de doble
cadena, generalmente en estado circular, que se encuentra
en el citoplasma de bacterias y levaduras, y aunque no se
encuentra integrado en los cromosomas permite a la célu-
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Fig. 4. Estructura plasmido pBAD/His A.

la expresar los genes que este contiene.

El pldsmido contiene el promotor pBAD del operén
arabinosa y su gen regulador AraC [20]. La proteina AraC
actda tanto como regulador positivo como negativo [21].
En presencia de arabinosa el transcripton de pBAD se
activa, mientras que en su ausencia la transcripcién ocu-
rre a muy bajo nivel [22]. Los niveles de expresién no in-
ducidos pueden reducirse mds atin en presencia de gluco-
sa. La glucosa reduce los niveles de AMP ciclico 39 y 59,
reduciendo asi la expresiéon del represor catabdlico del
promotor pBAD [23]. De esta manera se regula la expre-
sién del gen clonado en el vector, NfsB en nuestro caso,
pudiendo asi inducir su sobre expresién para conseguir
un mayor rendimiento en la biotransformacion.

La enzima NfsB es dependiente de la disponibilidad de
NADH y NADPH, puesto que los utiliza como donadores
de electrones (e-). Por este motivo, una forma de mejorar
el rendimiento de la biotransformacién seria tratar de
conseguir una mayor disponibilidad de poder reductor en
el medio para conseguir aumentar la eficacia de la accién
enzimatica [15], [18].

5. CONCLUSIONES

Los fitotoxicos, ya sean naturales o antropogénicos, en
general, y el D-DIBOA en particular, parecen ser una
prometedora solucién a los problemas planteados asocia-
dos al uso de herbicidas. La sintesis mediante biotrasfor-
macién del D-DIBOA ofrece muchas ventajas sobre la
sintesis quimica tradicional, como son unas condiciones
reactivas mucho mds seguras y el uso de reactivos de me-
nor coste; integrandose de esta manera dentro de los pro-
cesos que pueden catalogarse como quimica verde. Sin
embargo este proceso todavia requiere mucha investiga-
cién para su optimizacién, como son el microorganismo,
las condiciones de cultivo, el precursor, el inductor, modi-



ficaciones genéticas y mayor disponibilidad de poder re-
ductor entre otros. Actualmente se estdn llevando a cabo
investigaciones para poder conseguir la produccién de D-
DIBOA de forma eficaz mediante biotransformacién a
escala de laboratorio, con la perspectiva de su posterior
escalamiento a planta piloto y finalmente a la industrial si
fuera posible.

Apostar por el desarrollo de este tipo de fitotoxicos y su
empleo supondrd un gran ndmero de ventajas, en refe-
rencia al medio ambiente, dado que no son contaminantes
y Unicamente afectan a los organismos diana, y a nivel de
produccion puesto que en numerosas ocasiones se plan-
tean procesos de produccién mds econémicos y seguros
aunque necesiten un mayor desarrollo todavia.
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La quimica de los alimentos

Alicia Moreno Pantoja

Resumen— A pesar de que todos los alimentos que los seres vivos ingieren estan formados por quimica, los seres
humanos, recurren a la utilizacion de productos quimicos para que dichos alimentos tengan unas mejores caracteristicas.
No solo hay que tener en cuenta la parte positiva de los “agroquimicos”, sino que, hay que mirar también las

consecuencias negativas que estos generan.

Palabras clave—Agroquimicos, Alimentos, Problemas derivados, Productos quimicos, Quimica

1. Introduccion

odos los seres vivos necesitan alimentarse para
poder realizar sus funciones vitales. En el caso
de los seres vivos heterotrofos, como los seres
humanos, es imprescindible la ingesta de
comida para poder obtener energia. Sin
embargo, muy pocas personas se platean el
hecho que los alimentos son quimica.
Con el paso del tiempo, los humanos han ido
desarrollando nuevas practicas con el objetivo
de mejorar las condiciones de vida. Una de
esas practicas ha sido wutilizada en Ia
agricultura, donde ciertos agricultores utilizan
productos quimicos para asegurar la recolecta
de la cosecha de los alimentos. Parece que los
productos quimicos facilitan la vida humana.
Pero, ;esto es verdaderamente cierto? ;No
habra consecuencias negativas detras de todo

esto?

2. Historia de la quimica en los
alimentos

La historia de la quimica se remonta al inicio

de la propia quimica (siglo XVIII).

2.1.Los alimentos como ejemplo de
quimica

Una pera, una manzana...estan formadas por
productos quimicos. Segun la quimica, un
alimento puede estar constituido por hidratos
de carbono, lipidos, proteinas, fibras, agua,
minerales, vitaminas...En mayor o menor
medida[1]. Todos son necesarios para los seres
vivos. Son conocidos

como principios

inmediatos y los podemos dividir en dos

clases: organicos (aquellos que se encuentran
solo en la materia viva), inorganicos (no son
exclusivos de la materia viva)[2]. Los mas
estudiados son: agua, lipidos, hidratos de
carbono y proteinas.

3. Contaminantes quimicos en
los alimentos

Hacia finales del siglo XIX, se empezaron a
utilizar productos quimicos en la produccion
de alimentos. Hoy en dia, se siguen utilizando
y cabe mencionar los mas significativos:
abonos quimicos, pesticidas, y de forma
sorprendente, hormonas|[3]

> Abonos
utilizadas para que el suelo y plantas

quimicos. Sustancias

sean mas fértiles. Ayudan a que estos

adquieran los minerales suficientes

garantizando una buena
produccion[4].

> Pesticidas. Sustancia utilizada para
evitar la existencia de plagas en las
plantas. Con el paso del tiempo, la
agricultura fue avanzando y con esta,
el uso de dicha sustancia. En la
actualidad se conocen tres tipos de
pesticidas: herbicidas, fungidas e
insecticidas[3].

> Hormonas. Algunas hormonas, como
“metiltiouracilo y anabolizantes”, son
utilizados para que los animales
destinados al consumo del hombre
aumenten su peso[3].

Ademads, el hombre, se dio cuenta que, al
utilizar algunos antibiéticos como penicilina y

cloranfenicol en la cria de ciertos animales,

75




estos crecian y se desarrollaban mejor que

otros que no habian ingerido esos productos.

4,

Ventajas de utilizar
productos quimicos en los
alimentos

Aumento del cultivo. La utilizacion
de productos quimicos en Ia
agricultura o “agroquimicos” hacen
que las frutas y verduras tengan un
mayor tamafio. Algunos, como los
fertilizantes, dan al suelo minerales
como el potasio o nitrégeno, los cuales
hacen que las plantas sean mas
grandes[5].

Efectividad respecto al dinero. Las
técnicas “agroquimicas” que tienen
un solo nutriente, tienen un precio
bajo si lo comparamos con otras
técnicas mas  tradicionales.  Son
economicas|[5].

Desventajas de  utilizar
productos quimicos en los
alimentos

Contaminaciéon del agua y de los
alimentos. Los productos quimicos
que se utilizan en la agricultura,
permanecen durante cierto tiempo en
los alimentos, siendo perjudiciales
para los seres vivos que se alimenten
de ellos. Ademas, pasa de un ser vivo
a otro en la cadena alimentaria.

Fig. 1. Peces muertos a causa de un
episodio de contaminacion de los cauces por
agroquimicos (uso de herbicidas). [6]

Una de las grandes desventajas de los
“agroquimicos” es la contaminacion
del agua cuando estos se filtran hacia
las aguas subterraneas.

La contaminacién del agua se debe al
uso excesivo de fertilizantes en las
cosechas. Este problema, se agrava
con la llegada de las lluvias, debido a
que arrastran estos productos tdxicos,
contaminando todo a su paso. [7]

El nitrato de amonio (NH4NO3) que
tiene capacidad acidificante, es uno de
los productos quimicos mas usado
como fertilizante, ya que es muy
eficaz y econémico. Sin embargo, su
uso podria ocasionar un cambio en el
pH de la Tierra, provocando que
sobre ésta no pudiera crecer la vida.[5]
Altas  concentraciones de un
“agroquimico” podrian ser fatales
para los seres vivos debido a la
toxicidad provocada por esos
productos.

Los herbicidas utilizados en la
eliminaciéon de plagas, son un fuerte
veneno.

Darian érganos de los seres humanos
como el cerebro. Dicho dérgano
funciona como si fuera el ordenador
principal del cuerpo. Es muy sensible
a agentes quimicos contaminantes[8].
Otros problemas de salud podrian ser:
respiratorios, problemas en la piel,
pérdida de memoria, depresion...

Fig.2. Linfoma de pulmén. [9]

El uso excesivo de “agroquimicos” es
toxico para el medio ambiente y los
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seres vivos. En el caso concreto de los
seres humanos, puede llegar a ser
mortal y producir cancer.[7]

La OMS ha
pesticidas como cancerigenos para los

declarado a cinco

seres humanos, concretamente al
herbicida glifosato y a los insecticidas
diazinén, malatién, tetraclorvinfos y
paration. En la mayoria de ellos, hay
una evidencia limitada de su relacién
con la aparicion del linfomas y cancer
de pulmén.[10]

6. Conclusiones finales

Es un hecho que todo lo que nos rodea es
quimica. Todo esta formado por atomos,
moléculas...

Centrandonos en el tema en el que estamos, no
se puede negar que los alimentos también
forman parte de la quimica.

Todos podemos observar como los productos
quimicos mejoran la vida humana, sin
embargo, hay una parte negativa detras de
todo eso. Muchos problemas tanto ambientales
como de salud, se han formado por la
utilizaciéon de aquello que “mejora” la vida.

Quizas la evolucion sea eso, evolucionar, y
seria un error dejar de utilizar estos quimicos.
Sin embargo, se deberian utilizar de forma
controlada y sin abusar de su uso.
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