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Editorial

Un afio mas iniciamos las fiestas de navidad con
un nuevo numero de MoleQla. jEl niumero 32!.
Este afio hemos tenido grandes novedades.
Nuevo formato de portada, nueva web para que
los autores puedan enviar los articulos de forma
mas sencilla, nuevas secciones y también
nuevas ideas. Destaco por ejemplo que en este
namero los estudiantes de 22 Biotecnologia se
‘estrenan” resolviendo de forma amena vy
didactica un problema de fisica. Lo podéis
comprobar en el articulo que tiene por titulo
“Sedimentation Speed of Suspended Blood
Cells”. También tenemos articulos muy
interesantes en la seccién de patrimonio, tres
grandes articulos en Deporte, la manipulaciéon
climatica y la “siembra de nubes” en regiones
donde llueve poco en la seccion MoleQla
Forense, los trasplantes de médula 6sea en
MoleQla celular y muchas, muchas curiosidades
en la seccién de nanotecnologia. Los Editores
de MoleQla esperamos que disfrutéis con este
namero y os deseamos unas muy felices fiestas.

Sofia Calero
Editora Jefe de la Revista MoleQla
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Microbiodeterioro por hongos en obras en
papel: procesos de alteracion y tratamientos
de desinfeccion.

Monica Moreno Falcon

Resumen—Partiendo de una breve aproximacion a la composicion quimica del papel y de los mecanismos-factores de alteracion fungicos
que le afectan, se realiza una revisién de los tratamientos de control microbiolégico empleados tradicionalmente por Archivos y Bibliotecas y

de los nuevos tratamientos en via de investigacion actualmente.

Palabras Claves— biodeterioro, hongos, papel, mecanismos de alteracion, tratamientos de desinfeccion.

1. INTRODUCCION

Los hongos, como principal factor de biodeteriégeno
en colecciones documentales, son una de las preocu-
paciones principales de archivos y bibliotecas. Su
presencia ubicua y la facilidad con que las esporas pue-
den ser transportadas por los flujos de aire les permiten
infestar casi cualquier material si las condiciones ambien-
tales son las adecuadas.
Ademés, gracias a la capacidad celulolitica que muchas
especies presentan, pueden descomponer las macromolé-
culas celulésicas y utilizarlas como fuente de energia[1].
De esta forma, libros y documentos se convierten en po-
tenciales sustancias nutritivas para los hongos.
A pesar de las propuestas de control de factores biodete-
riégenos y de la existencia de diversos medios de desin-
feccién, hoy en dia no se dispone de un tratamiento que
pueda ser considerado eficaz y no téxico[2]. En este as-
pecto conocer los mecanismos del microbiodeterioro fan-
gico y las ventajas y desventajas que cada tratamiento
ofrece resulta esencial para avalar la toma de decisiones
en un tratamiento de desinfeccién.

2. EL PAPEL COMO SOPORTE CELULOSICO

El papel puede definirse “como el material resultante del
proceso de separacion de fibras en una suspension acuosa, asi
como de la posterior formacion de una hoja”[3]. La fibra es por
tanto el componente principal, tratindose muchas veces
de un material orgédnico vegetal con alta proporcién de
celulosa. Las reacciones de oxidacién e hidrélisis son las
principales causas de alteracion de la celulosa, provocan-
do la disminucién del tamafio de la cadena molecular de
la celulosa[4].

La presencia de hemicelulosa y lignina en la pasta, asi
como la presencia de encolantes y otros aditivos como el
alumbre o el almidén también influyen en la durabilidad
del papel y en su susceptibilidad al biodeterioro.

Norberto Diaz-Diaz. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide. ndiaz@upo.es.

4. LA BIODEGRADACION POR HONGOS DEL PAPEL

4.1. Mecanismos de alteracion

Los hongos -como organismos quimiorganotrofos- son
capaces de obtener alimento mediante la degradacién
enzimatica de materiales organicos[1][2].

El proceso de degradacién de la celulosa es producido
por la enzima celulasa y genera la oxidacion e hidrolisis de
la macromolécula. El resultado es la ruptura del enlace (3-
glucosidico y el acortamiento de la cadena polimérica[1].
La capacidad para descomponer la celulosa en monéme-
ros de glucosa varia segtn los diferentes géneros, siendo
Trichoderma, Chaetomium, Paecilomyces y Myrrithecium los
géneros que reportan una mayor actividad celulolitica[1].
La hemicelulosa puede ser degradada por la mayoria de
los hongos y bacterias. El complejo enzimatico de la en-
zima hemicelulasa es la encargada de transformar la hemi-
celulosa en monémeros de xilosa[1].

Respecto a la lignina se trata de un polimero muy estable
a la degradaciéon microbiana. Solo puede ser atacado por
basidiomicetos, actinomicetos termofilos y algunas bacte-
rias[1]. Este proceso esté catalizado por la enzima lignasa,
que es en realidad un compuesto multienzimatico.[1].

Los almidones empleados en la fabricacién del papel o en
la restauracién también pueden ser degradados por la
enzima amilasa dando lugar a mondémeros de glucosa y
maltosa. Ceras, aceites secantes y grasas también pueden
ser biodegradados y utilizados como nutrientes[1].
Algunas especies de hongos son capaces de usar los subs-
tratos carbonatados de las cargas del papel para generar
oxalatos y unos cristales llamados “micolitos” que precipi-
tan sobre las fibras y modifican su reserva alcalina [2][5].
Todas las transformaciones quimicas descritas con ante-
rioridad generan cambios morfolégicos en los soportes
documentales que pueden ser identificadas visualmente,
son los llamados indicadores de alteracion.

4.2. Indicadores de alteracion

Manchas de diferentes colores-texturas y biopatinas son
el principal indicador de microbiodeterioro. El tono de



estas machas depende en gran parte de los pigmentos
excretados por los microorganimos asi como por el color
de la colonia (Fig. 1). Aunque el microorganismo no use el
soporte como fuente de energifa, los productos metabdli-
cos excretados junto al anhidrido carbénico del ambiente
pueden producir cambios quimicos que a su vez generan
cambios cromaticos. Esta es la causa de que no siempre
sea posible identificar si las manchas han sido generadas
por agentes biolégicos o quimicos[1][5].

Variaciones en las caracteristicas mecénicas y la pérdida
de cohesién de los soportes documentales son otros indi-
cadores que pueden evidenciar la presencia de un ataque
microbioldgico. Estas alteraciones pueden ser causadas
por la accién mecanica de los microorganismos durante
su crecimiento o por las sustancias acidas excretadas
[1][5]. A su vez, estas facilitan la fragmentacién del do-
cumento y aumentan la superficie de contacto que puede
ser atacada a posteriori

Decoloraciéon del soporte, de las tintas y disolucién de los
adhesivos también son considerados indicadores de mi-
crobiodeterioro[5].

Fig. 1. Manchas generadas por ataque biolégico. Fondo Intendencia
de Tacna. Archivo Histérico Vicente Dagnino. Foto tomada por Moni-
ca Moreno, 2018.

4.3. Fendmenos que propician la alteracion

Los factores ambientales y las mismas caracteristicas es-
pecificas del papel pueden influir en el desarrollo de in-
festaciones flingicas o actuar como factores limitantes.
Entre los factores intrinsecos, la composiciéon y naturaleza
de los materiales, la higroscopicidad y el contenido acuo-
so, la presencia de impurezas y el pH son los factores que
maés condicionan los procesos de biodeterioro[1].

Entre los factores extrinsecos, la humedad relativa es qui-
z4 uno de los mas influyentes ya que cualquier reaccion
metabolica requiere de ambientes acuosos. Tradicional-
mente humedades relativas que superen el 65% han sido
consideradas como 6ptimas para el desarrollo de colonias
de hongos[1]. La actividad acuosa (aw) es un pardmetro
estrechamente ligado a la humedad de la materia, si es
superior a 0.6 aw es suficiente para permitir el crecimiento
de una amplia variedad de hongos [2][5].

La temperatura como fuente de energia calorifica condi-
ciona las relaciones metabdlicas y por lo tanto el creci-
miento y reproduccién de los seres vivos. En general 30°C
suele ser una temperatura Optima para el desarrollo de

microorganismos. Ademads, es importante considerar que
las oscilaciones de los parametros anteriormente descritos
favorece la germinacion de las esporas[1].

Respecto a la luz visible esta es una fuente primaria de
energia para los organismos fotosintéticos. En relacién al
ciclo metabdlico de los hongos no se conoce muy bien
cudles son sus efectos, aunque algunos autores afirman
que puede acelerar la esporulacién [1]. La radiacién ul-
travioleta en cambio puede ser usada con funciones bio-
cidas ya que por debajo de los 260 nanémetros genera la
ruptura de las moléculas[2].

El oxigeno condiciona el desarrollo de las especies aerdbi-
cas estrictas, aunque no influye en el desarrollo de aque-
llas especies anaerdbicas o aerdbicas facultativas.

La circulacién del aire y la ventilacién son factores que
evitan la condensacién de agua ambiental minimizando la
germinacion de las esporas de los hongos.

5. TRATAMIENTOS DE CONTROL MICROBIOLOGICO

5.1. Medidas preventivas

El registro y control de medidas ambientales (temperatu-
ra, humedad relativa y grado de ventilacién); el mante-
nimiento regular de los conductos del aire acondicionado;
la limpieza de los espacios de deposito; y el desarrollo de
protocolos que eviten el ingreso de materiales contami-
nados son medidas habitualmente llevadas a cabo por
Archivos y Bibliotecas[1][6].

5.2. Identificacion de especies y dainos.

Si bien las técnicas de aislamiento y cultivo han sido em-
pleadas tradicionalmente por la microbiologia en la iden-
tificacién de especies fangicas, recientes estudios demues-
tran que solo pueden identificar alrededor de un 5% del
total de los microorganismos presentes[5]. En este aspecto
el desarrollo de las técnicas de biologia molecular en la
altima década estda  introduciendo cambios
significativos[7]. Respecto a la cuantificaciéon del grado de
infestacion, el uso del microscopio electrénico de barrido
(SEM) permite visualizar si se trata de un ataque en su-
perficie o si afecta en profundidad al sustrato
celulé6sico[5].

5.3. Tratamientos quimicos

El timol, empleado como fumigante durante afios, ade-
mas de su toxicidad ha demostrado provocar un fuerte
amarilleamiento del papel y degradar las tintas meta-
loacidas[8]. Las sales cuaternarias de amonio, si bien no
parecen influir en la estabilidad de la celulosa, pueden
tener efectos negativos sobre el sistema inmunitario hu-
mano[2]. El 6xido de etileno es inflamable, mutagénico y
cancerigeno. Un caso similar serfa el del uso del formal-
dehido igualmente téxico y cancerigeno[8]. Pentaclorofe-
nol, paradiclorobenceno, ortofenilfenol, formaldehido y
otras sustancias igualmente tdéxicas han sido usadas en
tratamientos de desinfeccion[2].

Actualmente, biocidas y fumigantes estan siendo susti-
tuidos paulatinamente por la aplicacion de etanol al 70%
con efecto fungiostatico en tiempos de exposicién de 2 a 3
min [5]. Recientes estudios revisan las posibilidades que



el etanol ofrece como desinfectante en distintas propor-
ciones [9]. La pérdida de brillo del papel y la disoluciéon
de algunas tintas son los efectos negativos provocados
por este tratamiento[5].

La aplicacién de propionato de calcio disuelto en etanol
también es empleada actualmente como inhibidor del
crecimiento de hongos, aunque hay autores que plantean
que a largo plazo pueden aumentar la produccién de es-
poras y que variaciones en el pH de la disolucién podrian
reducir su efectividad[2]. Los parabenos son utilizados
con la misma funcién pero con mejores resultados[8].

El di6éxido de titanio (TiO.) expuesto a luz UV de menos
de 385 nm presenta un fuerte poder oxidante y provoca la
muerte de los microorganismos[5]. Aunque los hongos
son menos sensibles que las bacterias a este tratamiento se
estd investigando su uso como dispersiéon de nanoparticu-
las[10]. Para evitar la posible reaccién del TiO2 con la ce-
lulosa se esta testando su aplicacién en soportes gelifica-
dos, hasta ahora, con buenos resultados[11].

Las nanodispersiones de 6xido de zinc también estan
siendo testadas por sus cualidades protectoras ante los
efectos nocivos de la luz y los ataques de hongos y bacte-
rias[11], asi como las nanodispersiones de clotrimazol[12].

5.4. Tratamientos fisicos

La radiacién ultravioleta y la radiacién gamma han si-
do y son usadas con funciones fungicidas con resultados
muy efectivos a pesar de haberse demostrado que, hasta
en dosis muy bajas, provocan la despolimerizacién y el
amarilleamiento de la celulosa. Ademas el papel irradia-
do es méas propenso al ataque de insectos y hongos[8][5].
Las temperaturas extremas, ya sea por altas temperaturas
o por congelacién también han sido empleadas como téc-
nica de desinfeccién, aunque las altas temperaturas favo-
recen las reacciones de oxidacion de la celulosa[2].
Respecto a las atmdsferas de gases inertes, si bien su uso
es muy efectivo para infestaciones de insectos y los estu-
dios realizados hasta la fecha muestran efectos inhibido-
res del crecimiento de hongos, algunos autores los atribu-
yen en parte a los fenémenos de reducciéon de la hume-
dad que llevan asociados atmosferas bajas en oxigeno[2].
Por dltimo la deshidratacion también ha sido ampliamen-
te usada, especialmente en caso de inundaciones[2].

6. CONCLUSIONES

La fenomenologia del microbiodeterioro puede variar
significativamente en funcién de las distintas especies de
hongos, la naturaleza del soporte celulésico y los factores
fisico-quimicos del ecosistema.

Si bien el uso de productos quimicos en tratamientos de
desinfeccion ha sido algo habitual, la alta toxicidad de
muchos de los materiales empleados tradicionalmente asi
como los efectos negativos causados sobre algunos sopor-
tes desaconsejan su uso hoy en dia.

A nivel préactico, la corriente actual es evitar el uso de
productos téxicos y optar por aplicar medidas de conser-
vacién preventiva y disoluciones de alcohol etilico al 70%
para el caso de infestaciones activas.

Los nuevos tratamientos fundamentados en el uso de

nanomateriales si bien ofrecen resultados prometedores,
su eficacia e inocuidad todavia deben ser testadas sobre
materiales originales.
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El uso de laseres Er:YAG para la limpieza de
obras pictoricas, sustratos pétreos y metales

Luis Javier Sdnchez-Aparicio

Resumen— La limpieza laser se ha convertido, a dia de hoy, en uno de los métodos de conservacion del patrimonio historico
con mayor proyeccién y potencialidad, motivado en gran parte por su naturaleza no intrusiva, asi como por su rendimiento y
flexibilidad ante diferentes casuisticas. Bajo el amparo de esta técnica, son numerosos los sistemas laseres empleados para la
limpieza del patrimonio histoérico, entre los que destacan los laseres sélidos de neodimio o los laseres de gas excimero. Dentro
de este abanico de posibilidades caben mencion los laseres de erbio o Er:YAG, laseres que trabajan en una longitud de onda
de 2940 nm (longitud que corresponde con un pico de absorcion en los grupos funcionales OH) dando lugar a fendbmenos de
fotodegradacion que permiten una limpieza efectiva de indicadores visuales de deterioro con origen biologico, productos de

corrosion, resinas o barnices entre otros.

Palabras Claves— Conservacion, Eliminacion de alteraciones, Fotodegradacion, Laseres Er:YAG, Limpieza laser.

1. INTRODUCCION

Ya desde sus inicios en 1965 a través de los estudios
efectuados por Schawlow sobre la capacidad de lim-
pieza del laser pulsado de rubi en bienes confeccionados
en papel, la limpieza laser ha ido creciendo en importan-
cia dentro del campo de la conservacién del patrimonio
historico [1]. Crecimiento que se ha visto impulsado por
los principios actuales en materia de conservacién: mini-
ma intrusividad, uso de técnicas modernas probadas cien-
tificamente o el respecto de por la autenticidad entre
otros, asi como por la creacién de la organizacion interna-
cional LACONA (Lasers in the CONservation of Artworks).
Todo ello, junto a su flexibilidad, permitiendo la limpieza
de diferentes sustratos como la piedra o el metal, y el
control preciso de los parametros intervinientes, han si-
tuado al laser como una de las técnicas de mayor proyec-
cién dentro de la limpieza del patrimonio histérico [1].

Dentro de la diversidad de sistemas de limpieza laser dis-
ponibles a dia de hoy, el laser de estado sélido Nd:YAG
(Neodymium-Doped Yttrium Aluminium Garnet), junto a
sus harménicos, se sitian como las fuentes laser por exce-
lencia en la conservacién del patrimonio histérico, adqui-
riendo gran relevancia en la limpieza de sustratos pétreo
e incluso revocos sin olvidar tampoco, los laseres de gas
excimero para la limpieza de barnices [1]. Sin embargo, y
en especial a partir del aflo 2000, comienza a cobrar im-
portancia una fuente laser alternativa: el laser Er:-YAG (Er-
bium-Yttrium Aluminium Garnet), fuente laser caracteri-
zada por un gran control de la penetracion, un bajo gra-
diente térmico (en comparacién con otras fuentes laser),
asi como un buen rendimiento en la eliminacién de barni-

Luis Javier Sanchez-Aparicio. Centro de Estudios de Postgrado, Univer-
sidad Pablo de Olavide. luisj@usal.es.
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ces, resinas, liquenes, hongos o incluso productos de co-
rrosiéon [1-5].

2. LALIMPIEZA LASER

2.1. Fundamentos

En la actualidad es amplia y diversa la aplicacién de lase-
res, ej. técnicas LIBS (Laser-Induced Breakdown Spectros-
copy) o laser escaner, en el diagnostico del patrimonio
historico [1]. Estas técnicas, dentro de las cuales se incluye
la limpieza laser, basan su éxito en la emisién de un haz
de energia coherente, monocromatico y direccional, lo
que permite a la limpieza laser eliminar capas superficiales
no deseadas, €j. costras negras o liquenes, todo ello gra-
cias a los fenomenos producidos por la interaccion entre
el laser y la materia.

La eliminacién de estas capas requiere un control y cono-
cimiento exhaustivo de los siguientes parametros princi-
pales: (i) la longitud de onda, la cual depende de la fuente
generadora del laser, condicionando la mayor o menor
absorcion energética por parte de la capa tratada; (ii) la
fluencia o densidad energética, el control de este parame-
tro es crucial a fin de evitar dafios no deseados en la obra;
(iii) la frecuencia, parametro que condiciona el tiempo de
disipaciéon de la energia; (iv) el nimero de pulsos y; (v) las
caracteristicas del haz, tales como la coherencia, la diver-
gencia, la energia del pulso o la distancia de trabajo.
Dentro de este campo, es posible encontrar diversos tipos
de laseres destinados a la limpieza de bienes patrimonia-
les, por ejemplo, los laseres de Nd:YAG, de rubi o de He-
Ne (laser de Helio-Nedn), conjunto donde cabe mencién
el laser Er:-YAG, fuentes de energia direccional y coherente
que trabajan en los 2940 nm. En la actualidad existen di-



versas plataformas comerciales de limpieza laser Er:YAG
tales como la Conservator 2940®, la Light brush® o la XS
Fidelis® [1]. Estas plataformas hacen uso de brazos articu-
lados y sistemas de espejos que permiten posicionar el
haz laser en el punto deseado [1].

2.2. Mecanismos de limpieza basados en laseres
Er:-YAG

Tomando como base la longitud de onda de trabajo del
laser Er:YAG, la cual es de 2940 nm, su capacidad de lim-
pieza dependerad en gran medida de la presencia de gru-
pos hidroxilos dentro del material a retirar. Estos grupos
funcionales, constituidos por un atomo de oxigeno y un
atomo de hidrégeno, presentan un pico de absorcién a
los 2940 nm, lo cual da lugar a fenémenos de fotodegra-
dacién tras la aplicacion de un laser Er:YAG [1]. Para aque-
llas sustancias carentes de este grupo funcional, se haré
necesario el uso de soluciones acuosas ricas en hidroxilos
tales como el agua, el alcohol isopropilico o acetona [1].
Estas soluciones precipitan y se expanden al absorber la
radiacién del laser, provocando asi la disgregacion del
material que se quiere retirar [1].

Sin embargo, ese pico de absorcion caracteristico de
los grupos hidroxilos puede dar lugar a dafios no desea-
dos en pinturas o textiles, siendo necesario un conoci-
miento previo del nivel de penetracion de la técnica con
diferentes configuraciones. Bajo esta premisa, autores
como Andreotti et al. [2] y Striova et al. [3, 4] evallan la
capacidad de penetracion del laser, obteniendo valores
comprendidos entre los 3-30 um.

3. APLICACION A LA CONSERVACION DE PINTURAS

Si bien en sus inicios la limpieza laser Er:YAG estuvo enfo-
cada Unicamente a la eliminacién de barnices y repintes
sobre pinturas en lienzo, las investigaciones llevadas a
cabo en los ultimos afios han extendido su campo de
aplicacién, siendo posible encontrar trabajos de limpieza
sobre pinturas murales o incluso trabajos de limpieza de
patinas de oxalato o eliminacién de resinas [3].

3.1. Umbrales de dafio en pigmentos

Una de las principales limitaciones de la limpieza laser
reside en el dafio inducido por la misma a los materiales
de interés (gj. la capa pictorica en obras policromadas). Es
por ello, que es requisito indispensable disponer de un
conocimiento exhaustivo tanto del poder de penetracion
del laser, el cual puede oscilar entre los 3-30 ym, asi como
el umbral de dafio del material de interés, en este caso los
pigmentos que componen la capa pictorica. Eco de esta
necesidad, autores como Andreotti et a/ [2] evalian los
umbrales de dafio de diferentes pigmentos sobre pinturas
al fresco y pinturas de tempera observando, de manera
general, el umbral de dafio aproximado de 2 J/cm? Di-

chos umbrales pueden crecer con el uso de agentes hu-
mectantes, excepto en aquellas situaciones para las cuales
saturan la capa pictérica donde el umbras desciende dras-
ticamente [2]. Estos umbrales de dafio dependen en gran
medida de, entre otros factores [3]: (i) la edad de la capa
pictorica; (i) la composicién quimica del pigmento y; (iii)
la duracion del pulso.

3.2. Limpieza de materiales no deseados

El primer trabajo cientifico sobre la capacidad de limpieza
del laser Er:-YAG en obras pictoricas data del afio 2000 [1].
A partir de ese momento, han sido diferentes los autores
que han aplicado la limpieza laser Er:YAG en la conserva-
cion de obras pictéricas. De entre este conjunto de traba-
jos cabe mencion el efectuado por Andreotti et al [5]
donde gracias a la limpieza laser Er:YAG fue posible la
eliminacién de una capa de barniz aplicada sobre una
capa pictérica altamente fragil de lapislazuli (Fig. 1) [5].
Autores como Striova et a/ [4] también han aplicado la
limpieza laser Er:YAG en la eliminacién de patinas de oxa-
lato e incluso costras usando para ello fluencias cercanas
alos 2)/cm?[1].

Dentro de este conjunto de trabajos experimentales
que avalan la aplicabilidad de la limpieza laser Er:-YAG en
obras pictoricas, cabe mencionar una conclusién comun
en todos ellos: la necesidad de elegir de forma correcta el
agente humectante [1]. Este agente, no solo permite ob-
tener diferentes penetraciones durante la limpieza sino
también, reducir el choque térmico provocado por la
ablacion laser permitiendo asi la aplicacion de varias pa-
sadas sin provocar dafios sobre la capa pictorica [1].

Fig. 1. Resultado de la limpieza laser sobre la obra pictorica
“Cristo ante Pilatos”. Adaptada de [5].

4. LALIMPIEZA DE FABRICAS PETREAS

Maés alld de las obras pictéricas, el laser Er:.YAG ha encon-
trado un hueco en la limpieza laser de fabricas pétreas [6,
7]. Autores como Scheerer et al. [6], estudian la capacidad
del laser Er:-YAG en la eliminacidn de resinas epoxi sobre
fabricas pétreas [6]. En este estudio se efectla, ademas,
una comparativa entre la limpieza Nd:YAG y Er:YAG sobre



sustrato pétreo, observandose alteraciones cromaticas y
en algunos casos picados para el primero de los sistemas
de limpieza [6].

En paralelo a estos resultados, han sido diversos los
autores que han apliado con éxito la limpieza laser Er:-YAG
para eliminar costras negras de espesores comprendidos
entre 1-3 mm y fluencias entorno a los 15J/cm?, asi como
patinas de oxalato con fluencias de unos 3.5 J/cm? [1]. Sin
olvidar tampoco, su buen rendimiento frente a colonias
biolégicas liquénicas o incluso hongos [1].

5. OBRAS EN METAL

A dia de hoy, es dificil encontrar estudios experimentales
de la aplicacion de la limpieza laser Er.YAG en sustratos
metalicos. Autores como Daskalaki-Mountanou [8], apli-
can la limpieza laser ErYAG como método complementa-
rio para la eliminacién de la capa de corrosién que cubren
dos estatuas de cobre. De entre los resultados obtenidos,
el autor destaca como ventajas la efectividad y el buen
control del laser mientras que, como inconvenientes, des-
taca el bajo rendimiento de la limpieza [8].

Mas alld de la limpieza de artefactos de metal, autores
como Pereira-Pardo et. a/ [9] evallUan la aplicabilidad de
la limpieza laser Er:YAG sobre un alfiler romano con un
dorado de plata. Durante el proceso de limpieza, los auto-
res aplican una irradiacion con una fluencia media de
3J/cm? para la eliminacién de la corrosion verde (malaqui-
ta) que coloniza el artefacto (Fig. 2a), usando como agen-

te humectante agua desionizada (Fig. 2) [9].

Fig. 2. Resultados de la limpieza laser de un alfiler romano
dorado en plata. Adaptada de [9].

6. CONCLUSIONES

Frente a los sistemas de limpieza laser mas comunes ba-
sados en Nd:YAG, la limpieza con laseres Er:-YAG parece
situarse como una alternativa de gran potencial. Dicha
alternativa destaca, en comparacién con la anterior, por:
(i) su mayor manejabilidad; (ii) el bajo incremento de
temperatura en la zona tratada y; (iii) unos menores ries-
gos para la salud y para la seguridad del operario. En con-
traste a estas ventajas caben destacar también un conjun-
to de limitaciones en comparacién con los laser Nd:YAG,

tales como la dependencia de la eficacia de la limpieza
(penetracién y umbral de dafno) de las caracteristicas del
agente humectante o el menor rendimiento.
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Consecuencias derivadas del trasplante de
corazon y efectos del gjercicio

Tomas Dobarro Lopez

Resumen - El trasplante de corazén (TC) es el gold standard en el tratamiento de pacientes con insuficiencia cardiaca
avanzada que no responden al tratamiento médico o a la cirugia convencional. Un receptor de trasplante de corazén (RTC)
sufre consecuencias derivadas de multiples factores que afectaran a su vida. En este trabajo se abordan algunas de las
consecuencias mas importantes junto con los efectos que produce el ejercicio sobre las mismas.

Palabras Claves - Consecuencias, Efectos del ejercicio, Ejercicio fisico, Trasplante cardiaco, Trasplante de corazoén.

1. INTRODUCCION

| trasplante de corazén (TC) ha sido establecido como
el gold standard en el tratamiento de pacientes con
insuficiencia cardiaca avanzada que no responden al
tratamiento médico o a la cirugia convencional [1]. Se
cifra en 135.387 los TC realizados en todo el mundo hasta
el 30 de junio de 2016 [2]. Después del descenso entre
1993 y 2004, los TC han aumentado de forma progresiva
hasta batir el récord en 2015 con 5.074 trasplantes [2]. En
Espafia, constan 7.869 TC realizados hasta el 31 de di-
ciembre de 2016 [3]. Este tratamiento se mantiene estable
desde el 2003, con alrededor de 250-300 TC al afo [3].
Existen consecuencias de naturaleza multifactorial deri-
vadas del TC. En este trabajo se exponen algunas de las
mas importantes, ademas de los efectos que tiene el ejer-
cicio fisico sobre las mismas. No obstante, otras conse-
cuencias que no expondremos como la disfuncién endo-
telial, la inmunosupresién, los problemas psicosociales,
etc. también se deben tener en cuenta en estos pacientes.

2. CONSECUENCIAS DEL TC

2.1. Incompetencia cronotropica

Se define como la incapacidad del corazén de ajustar
adecuadamente su frecuencia en respuesta al aumento de
la actividad fisica o el cambio de las demandas metaboli-
cas [4]. Esta consecuencia se debe a la denervacion del
corazdn [5], [6], la cual, consiste en seccionar quirdrgica-
mente las fibras nerviosas simpaticas y parasimpaticas, lo
que resulta en alteraciones del control cardiovascular [7].
La reinervacion es posible, ocurre de meses a afos post-
TC, es parcial, heterogénea y no acontece en todos los
receptores de trasplante de corazén (RTC) [7].

Este procedimiento quirlrgico merma la capacidad pa-
ra hacer ejercicio del RTC, al menos a corto plazo, ya que
hace que el control cardiorrespiratorio (VO,pico) y hemo-
dinamico (frecuencia cardiaca (FC), gasto cardiaco y pre-
sion arterial (PA)) dependa inicialmente del mecanismo de
Frank-Starling y, més tarde, sobre las concentraciones de
catecolaminas circulantes y la fraccion de eyeccion, debi-
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do a la falta de estimulacion simpatica, parasimpatica y
barorrefleja [1]. No obstante, este sistema es insuficiente
para alcanzar una FC y una contractilidad normales [7].

Debido a la incompetencia cronotrépica (entre otros
factores que comentaremos mas adelante), los RTC tienen
menores niveles de VO,pico (70-80% [8]; 50-70% [9] del
valor estimado para una persona sana de la misma edad),
y también, mayor FC, PA y resistencia vascular en reposo
[1].

Tanto en respuesta al ejercicio submaximo, como cer-
cano al maximo, la FC y la PA aumentan mas lentamente,
acompafiadas por un aumento de la resistencia vascular,
ademas, se alcanza una menor PA y frecuencia cardiaca
pico (FCpico), las cuales, descienden mas lentamente du-
rante la recuperacién [1], [5], [7], [10], [11]. Esto provoca
una respuesta anormal del gasto cardiaco en respuesta al
gjercicio [7] y, ademas, puede ser la causa de finalizacion
prematura del mismo [5].

No obstante, la incompetencia cronotrépica es mas
prominente durante los primeros meses post-TC y tiende
a normalizarse en la mayoria de los pacientes después de
los 12 meses [10]. Nytrgen et al. [12] observaron que la
respuesta de la FC mejord significativamente durante el
primer afo post-TC (las mejoras més sustanciales durante
los primeros 6 meses), con un aumento mas rapido en la
FC al principio del gjercicio, una mayor FCpico y una dis-
minucién de la FC mas rapida durante la recuperacién.
Una mayor FCpico y FC de reserva (FCres) se asociaron
fuertemente con una mayor capacidad de trabajo, pu-
diendo ser expuestos a mayores intensidades de ejercicio,
lo cual, puede resultar en mejoras de la capacidad para
hacer ejercicio y otros beneficios para la salud en RTC.

Hasta ahora hemos hablado de poblacién general, no
obstante, en un RTC relativamente en forma, la incompe-
tencia cronotrdpica no es un factor limitante para la capa-
cidad de hacer egjercicio. En esta poblacion, los predictores
mas importantes del VO,pico son factores periféricos que
mencionaremos en el siguiente apartado [13].

2.2. Capacidad cardiorrespiratoria

Bajos niveles de VO,pico parecen estar mas relacionados
con la disfuncién muscular periférica que con factores



centrales, como limitaciones cardiovasculares y respirato-
rias [14].

Dos estudios han evaluado el VO,pico antes y después
del TC, observando una recuperacién significativa de este
tras la operacion [5], [10]. Este aumento es mayor durante
el primer afio, y solo se recupera parcialmente, luego se
estabiliza y no se producen grandes mejoras incluso mas
alla de los 5 afios [5].

Por su parte, Carter et al. [15], analizaron la evolucién
de distintos parametros fisioldgicos post-TC. Cuando se
testd 1 ano post-TC, observaron que el umbral aerébico
se alcanzaba rapidamente, la ventilacién/minuto pico es-
taba relativamente baja (al 45% de la ventilacion volunta-
ria maxima), el equivalente de CO, estaba ligeramente
elevado, el espacio fisiolégico muerto sobre el volumen
tidal estaba ligeramente elevado, pero el gradiente alveo-
lo-arterial de O, era normal. Ademas, la respuesta del vo-
lumen sistdlico (pulso de oxigeno) era reducida en com-
paracién con el grupo control (sujetos sanos). A los 5
afios, no habia grandes cambios en el VOpico, pero si
habia algunas mejoras en la FCpico, pulso de oxigeno y el
espacio fisiolégico muerto sobre el volumen tidal.

Sin embargo, en estos estudios no se determina si los
RTC hicieron un programa entrenamiento o, si al menos,
fueron activos durante todo el seguimiento.

Con todo, la afectacion de algunos parametros fisiolo-
gicos se debe al desarrollo de defectos ventilatorios pre-
TC. En la insuficiencia cardiaca (condicion previa al TC) se
observa un defecto ventilatorio restrictivo y la eficiencia
del intercambio de gases se reduce. La capacidad de difu-
sion esta deteriorada y presente pre- y post-TC [5].

Por otra parte, como mencionamos en el anterior apar-
tado, en un RTC relativamente en forma los predictores
mas importantes del VO,pico son factores periféricos:
grasa corporal y capacidad del musculo para hacer ejerci-
cio (esta ultima se midié como trabajo total, en Julios,
durante 30 contracciones isocinéticas a 240°/s). Por otro
lado, el sexo, la creatinina en sangre y la FCres fueron me-
nos predictivos del VO,pico. Esto sugiere que es impor-
tante aumentar la fuerza muscular, la capacidad del
musculo para realizar ejercicio, mantener un bajo porcen-
taje de grasa corporal y un indice de masa corporal nor-
mal con el fin de alcanzar un mayor VO,pico post-TC [13].

Por Ultimo, debemos de prestar atencion a las disminu-
ciones en la capacidad méaxima del ejercicio, pues, gene-
ralmente, es una forma de detectar la enfermedad arterial
coronaria post-TC, la cual, es una de las formas mas co-
munes de disfuncion crénica del injerto cardiaco [5].

2.3. Musculo esquelético periférico

Es probable que haya una gran pérdida cualitativa y cuan-
titativa de la masa del musculo esquelético periférico de-
bido a la inmovilizacion, el estado catabdlico y la sepsis,
que son comunes en enfermedades criticas [5].

La reduccion en la vascularizacion y el desuso del
musculo esquelético juegan un papel importante en la
limitacion de la capacidad para hacer ejercicio. Los pa-
cientes con insuficiencia cardiaca avanzada pre-TC pare-
cen tener una proporcion de fibras musculares tipo | re-
ducida con un aumento proporcional de las fibras de tipo

[IB. Esto no parece cambiar a los 12 meses post-TC. No
obstante, se puede dar una mejora en la actividad de las
enzimas musculares que regulan el metabolismo glucoliti-
co, oxidativo y de grasas, pero esto no ocurre en todos los
estudios [5].

2.4. Densidad mineral 6sea

La osteoporosis es prevalente entre los candidatos al TC,
con tasas que varian entre el 13% y 23% pre-TC. La pérdi-
da Osea significativa es comuin post-TC, con osteoporosis
observada entre el 17% y 56% de los RTC. Esta pérdida
Osea ocurre particularmente entre los 6 y 12 meses [16] y
se asocia con un aumento del riesgo de fracturas del 18%
al 36% durante este periodo. La densidad mineral 6sea
reducida pre- y postrasplante se ha atribuido a una varie-
dad de factores de riesgo, incluyendo indice de masa cor-
poral bajo, malabsorcion y malnutricion, actividad fisica
reducida, tabaquismo, inflamacién, hipogonadismo, insu-
ficiencia renal y regimenes inmunosupresores basados en
glucocorticoides [16], [17].

3. EFECTOS DEL EJERCICIO

3.1. Incompetencia cronotrépica

Al comparar el entrenamiento intervalico a alta intensidad
(high-intensity interval training, HIIT) con el entrenamien-
to continuo a moderada intensidad (moderate-intensity
continuous training, MICT) en un programa de 3 sesiones
semanales durante 12 semanas [18], se ha visto que sola-
mente con en el HIT hubo mejoras en la FCpico y la
FCres, mientras que con ambos (HIIT y MICT), hubo mejo-
ras en la recuperacién de la FC tras el esfuerzo. No obs-
tante, 5 meses después de la intervencién hubo un mar-
cado descenso de los efectos, lo que sugiere la necesidad
de programas de intervencion mas frecuentes o conti-
nuados.

Otro estudio de 10 semanas de MICT con 2 a 3 sesio-
nes por semana [19], observé un aumento significativo en
la FCpico y duracion del ejercicio en el grupo intervenido
en comparacion con el grupo control. Por otro lado, un
estudio que compard HIIT y el tratamiento habitual [20],
también observd mejoras significativas en la FCpico.

Por su parte, en un estudio basado en el MICT con 5
sesiones a la semana durante 6 meses [21], se encontra-
ron mejoras en la modulacién autondémica y el control de
los barorreceptores.

Una reciente revision llevada a cabo por Neale et al. [6],
encontré que los efectos del ejercicio sobre la PA han da-
do lugar a resultados equivocos. Algunos estudios [18],
[22], muestran que el MICT durante 10 a 12 semanas, no
mejora significativamente este parametro; mientras que
un estudio de 6 meses con 5 sesiones semanales de bici-
cleta a moderada intensidad, redujo la presion arterial
sistélica (PAS) y la presién arterial diastdlica (PAD) en
comparacién con el grupo control [21], sugiriendo la ne-
cesidad de programas de MICT mas largos para obtener
efectos beneficiosos. Aunque observaron una mayor re-
duccién en la PAS en los grupos que entrenaron con alta
intensidad en comparacion con el grupo que entrené a
moderada intensidad (32). Esto estd corroborado por el



estudio de Hermann et al. [23], el cual mostré un descen-
so significativo de la PAS después de 8 semanas de HIIT,
aunque otro estudio [20] no encontré cambios significati-
vos tras 1 afo de HIIT.

3.2. Capacidad cardiorrespiratoria

En un estudio de 6 meses basado en el entrenamiento en
bicicleta a moderada intensidad [21], se observé que el
grupo de entrenamiento mejor6 significativamente su
ventilacion/minuto y su VO,pico en comparacion con el
grupo control; resultados que coinciden con un estudio
de 10 semanas de duracién basado en entrenamiento
aerobico [19], donde el VO;pico incrementd en mayor
medida en el grupo intervenido.

Ademas, en un programa combinado de entrenamien-
to aerdbico y fuerza durante 6 meses [24], se observo que
el VO,pico aumentaba significativamente en comparacion
con los controles, coincidiendo con otros dos estudios
[22], [25].

Por otra parte, estudios que han analizado el efecto del
HIT en RTC [18], [20], [23], se han encontrado mejoras
significativas en el VO,pico de estos Ultimos en compara-
cion con el grupo control y, también, con el grupo de
MICT, ademas de demostrar que la intervencion con HIIT
es segura y bien tolerada. Un reciente metaanalisis [1],
concluye que intervenciones de 8 a 12 semanas con HIIT
en RTC, mejoran significativamente la FCpico y el VO,pico.

Basandonos en los dos apartados anteriores, una pro-
puesta de entrenamiento aerdébico que garantice mejoras
en cuanto a los factores hemodinamicos y el VO,pico,
deberia de constar de 2 a 5 sesiones semanales durante,
como minimo, 6 meses, utilizando una combinacion de
MICT y HIIT con el fin de darle variabilidad al entrena-
miento y, por lo tanto, conseguir mayor adherencia.

3.3. Fuerza y funcién muscular

Dos estudios [26], [27] de 6 meses de duracién basados
en el entrenamiento de fuerza, con 2-3 sesiones semana-
les donde se hizo 1 serie de 10-15 repeticiones al 50% de
una repeticion maxima (1RM), mostraron mejoras en la
fuerza de los miembros superiores e inferiores, asi como
el aumento de la actividad enzimética metabdlica del
musculo.

Un programa combinado de entrenamiento aerdbico y
de fuerza durante 6 meses [24], revel6 mejoras en la carga
de trabajo y la duracién del ejercicio. Ademas, otros estu-
dios observan mejoras en la fuerza [22], [25] y resistencia
muscular [25].

Por su parte, un estudio de 12 semanas de duracion
sobre los efectos del MICT y del HIIT [18], mostré mejoras
en ambos tipos de entrenamiento en la carga de trabajo.
Un segundo estudio que compard HIIT y el tratamiento
habitual [20], observé mejoras significativas en la duracién
del test y la fuerza de cuadriceps e isquiotibiales [6].

Ademas, el entrenamiento fisico después del TC mues-
tra un aumento de la densidad mitocondrial y la actividad
enzimatica, lo que sugiere que la toxicidad de los farma-
cos inmunosupresores no impide la adaptacién periférica
al entrenamiento [5].

Por tanto, para mejorar la fuerza y la funcion muscular

se recomienda la combinacién de entrenamiento aerdbico
(ya descrito) y de fuerza, el cual debe constar de 2 a 3
sesiones semanales durante, como minimo, 6 meses para
garantizar mejoras. El entrenamiento de 10 a 15 repeticio-
nes al 50% de 1RM es efectivo, aunque entrenamientos a
mayor intensidad probablemente optimicen las mejoras,
igual que ocurrié con el HIIT cuando se empezd a aplicar
en RTC.

3.4. Densidad mineral 6sea

Después de un programa de 6 meses de entrenamiento
de la fuerza de los miembros superiores e inferiores (2
sesiones por semana) junto con trabajo de extension lum-
bar (1 sesién por semana), la pérdida de densidad mineral
Osea se redujo significativamente en el grupo intervenido
en comparacién con el control [28]. El principal hallazgo
de este estudio fue que el entrenamiento de la fuerza fue
osteogénico y restablecié la densidad mineral dsea a nive-
les pre-TC, a pesar de la inmunosupresion continuada con
glucocorticoides [6].

4. CONCLUSIONES

Se puede concluir que el gjercicio fisico promueve mejo-
ras en las variables hemodinamicas, cardiorrespiratorias,
musculares y éseas en RTC. Se recomiendan programas
que combinen entrenamiento aerdbico y de fuerza al me-
nos 6 meses para asegurar mejoras significativas, con una
frecuencia de mas de 2 sesiones semanales para lograr
dichas mejoras.
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Readaptacion Fisico Deportiva para la
Rotura de Ligamento Cruzado Anterior en
Futbolista Semiprofesional

Bernardino Gaona Robles

Resumen—Proponemos un protocolo de readaptacion para la rotura de ligamento cruzado anterior realizado a un futbolista
semiprofesional y llevado a cabo por un equipo de trabajo multidisciplinar. El protocolo se divide en 4 fases, con objetivos y
criterios para progresar en cada una de ellas. El futbolista recibi6 el alta deportiva 27 semanas después de la operacion.

Palabras Claves— Futbol, lesion, ligamento cruzado anterior, readaptacion, vuelta a la competicion.

1. INTRODUCCION

La lesién de ligamento cruzado anterior (LCA) es muy
comun en el fdatbol y por su complejidad, presenta un

reto para el equipo de trabajo multidisciplinar, en
nuestro caso formado por médico, fisioterapeuta, psicélo-
go, readaptador y preparador fisico.

El objetivo de nuestro articulo es devolver al deportista al
estado de forma que tenia justo antes de lesionarse y, si
cabe, mejorarlo atin mas modificando patrones de movi-
miento y detectando déficits para reducir lo maximo po-
sible el riesgo de recidiva. Ademds, hoy en dia con los
medios que disponemos, cada vez es menos probable que
queden secuelas de ciertas lesiones, pero como no todos
podemos disponer de ellos, presentamos nuesta propia
propuesta de readaptacién, revisando la literatura cienti-
fica, con unos medios asequibles para la mayoria de la
poblacién.

2. CONTEXTUALIZACION DE LA LESION

2.1. Descripcién del sujeto

Se trata de un futbolista semiprofesional de 25 afios de
edad. Juega en categoria nacional desde su etapa juvenil y
su demarcacion es lateral derecho. Por su historial clinico
tiene cierto riesgo, en lo que a genética se refiere, de rotu-
ra del LCA pues tiene antecedentes familiares cercanos y
ademds a sus 18 afios ya padeci6 esta lesiéon en dos oca-
siones en su pierna izquierda. En cuanto a su somatotipo,
tiene un alto componente mesomorfo por lo que presenta
buenos niveles de fuerza. Sufrié una rotura completa del
LCA, del ligamento lateral interno y del menisco externo
de su pierna derecha.

2.2. Larodilla

La rodilla es una articulacién de tipo condilea, con una
serie de movimientos mayores que son la flexo-extension,
y una serie de movimientos menores compuestos por las
rotaciones y ciertos grados de aduccién y abduccién.
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En cuanto a la estabilidad, tienen un papel fundamental
los ligamentos, en concreto el LCA evita el desplaza-
miento hacia atrds de la tibia con respecto al fémur, por lo
que es fundamental un buen estado de la musculatura
isquiotibial para reducir el riesgo de lesién de LCA.

2.3. Mecanismo de lesién

Segin Ramos, J., Lépez-Silvarrey, F., Segovia, J., Marti-
nez, H., & Legido, J., [1], el mecanismo lesional mds co-
mun en LCA es indirecto, es decir, sin contacto, por lo
que nos hace pensar que se puede trabajar para reducir el
riesgo de lesion significativamente.

Por otro lado, Walden, M., et al. [2] detectaron tres situa-
ciones de alto riesgo en el ftitbol profesional, de las cuales
seflalan que la mds comun se produce durante el “pres-
sing”. Seguido de este, se encuentra la accién de volver a
la posicién de equilibrio tras un golpeo o tras un salto de
cabeza.

En nuestro caso, la lesién se produjo cuando el jugador
iba a presionar a un rival y cambié la direccién de la ca-
rrera para interceptar el balén, en ese momento se produ-
jo una semiflexién de la rodilla derecha con varo y rota-
cién interna de la tibia sobre el fémur, y en consecuencia,
el jugador cay6 directamente al suelo.

2.4. Factores de riesgo

Existen una serie de factores que pueden aumentar la
probabilidad de lesién, en concreto para el LCA, Romero-
Moraleda, B. et al. [3] realizaron una revisiéon de los mas
influyentes en el fidtbol, de los cuales destacamos: lesién
previa, fatiga muscular, pie pronador, rotacién externa de
la tibia , el dngulo Q, debilidad del gltiteo medio, laxitud
de la rodilla, desequilibrios neuromusculares, el tipo de
calzado y la temperatura y el tipo de césped.

Para tenerlos todos bajo control, es fundamental realizar
valoraciones a través de test validados que permitan de-
tectar cualquier amenza y asi disminuir los factores de



riesgo. En nuetro caso, el deportista se lesioné cuando
disputaba un partido en césped artificial, sin regar y con
tacos de grandes dimensiones, lo que aumenta la friccién
y, por tanto, el riesgo de lesion.

2.5. Epidemiologia lesional

Una de las lesiones de mayor gravedad que puede sufrir
un deportista es la rotura del LCA. Segin Zahinos, J. L,
Gonziélez, C., & Salinero, J. [4], en el fatbol el 70% de los
casos se producen sin contacto y se padece entre 0,4y 1,7
por cada 1000 horas de exposiciéon. Ademds, el LCA es el
ligamento mds lesionado de la rodilla (hasta el 50% de los
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casos) y hay mds riesgo de lesionarse durante la competi-
cién que en las sesiones de entrenamiento (80% en com-
peticién).

3. METODOLOGIA

3.1. El protocolo

Nuestro protocolo nace de la fusién de las propuestas de
Paredes, V., Martos, S. & Romero, B. [5], de Paredes, V.,
Estévez, J. L., & Gonzdlez, A. [6] y de la Guia MOON de
Wright, R., et al. [7].

TABLA1
PROPUESTA DE PROTOCOLO PARA LA ROTURA DE LIGAMENTO CRUZADO ANTERIOR

Fase Nivel Duracién Competencia Objetivos Criterios para progresar
- Ganar rango de movilidad.
- Minimizar el dolor y la inflamacién. .
1 . ; - Andar sin muletas.
Médico. - Evitar atrofia muscular. . PP A
. L oot p = Grado articular: una limitacién maxima
Fase 1 Nivel 1 8 semanas Fisioterapeuta. - Iniciar patrén de marcha. ® L . . ®
] ] de 5° de extensién activa y 110° de fle-
Readaptador. - Trabajar otros grupos musculares sin 32 :
. q xion activa.
comprometer a la rodilla lesionada.
- Iniciar entrenamiento de fuerza.
- Recuperar y perfeccionar el patrén de
marcha. - ROM précticamente completo.
- Ganar el Rango Optimo de Movimien- - Patr6n de marcha correcto.
Nivel 2 4 semanas Fisioterapeuta. to (ROM). - Minimo 6 puntos en una escala de limi-
Readaptador. - Evolucionar en el entrenamiento de tacién en actividades diarias de 0 a 10
fuerza. puntos (0 -> no puedo hacer nada; 10 ->
Fase 2 - Trabajar la percepcién postural y es- lo puedo hacer todo sin molestias).
pacial.
= ROM completo.
- Ganar o mantener el ROM. - Evoluciona adecuadamente en el entre-
; Fisioterapeuta. Mejorar niveles de fuerza muscular. namiento de fuerza.
Nivel 3 4 semanas e P -
Readaptador. Iniciar la carrera y los saltos. Minimo 7 puntos en una escala de limi-
Evitar el valgo dindmico. tacién en actividades diarias de 0 a 10
puntos.
Correr y saltar de forma éptima. Técnica adecuada de carrera y saltos.
Restaurar el gesto deportivo. Correr y saltar sin molestias.

Nivel 4 4 semanas Readaptador. Recuperar niveles de fuerza. Minimo 8 puntos en una escala de limi-
Evolucionar en el entrenamiento de tacién en actividades diarias de 0 a 10
fuerza. puntos.

Fase 3 Introducir velocidad a los ejercicios. Igualar niveles de fuerza entre los
Iniciar los cambios de direccion miembros inferiores.

Nivel 5 3 semanas Readaptador. (CDD)Z . . Te’c mnica correctaen COD. ..
Evolucionar en la técnica deportiva. Minimo 9 puntos en una escala de limi-
Orientar el entrenamiento fisico hacia tacién en actividades diarias de 0 a 10
las demandas del deporte. puntos.

. .MEdICO' Introducir situaciones tacticas. 10 puntos en una escala de limitacién en
Fisioterapeuta. . . N "
. Reinsertar al sujeto con el grupo. actividades diarias de 0 a 10 puntos.
Fase4 Nivel6 4 semanas Readaptador. P iar el rendimi del sui C 1 d .
Psicologo. otenciar el rendimiento del sujeto. ompletar una semana de entrenamien-

Preparador fisico.

Conseguir el alta deportiva.

tos con el grupo sin complicaciones.

3.2. Pilares basicos

Existen ciertos aspectos, que hemos determinado como
pilares bdsicos, que son fundamentales para la recupera-
cién de la lesion, estos son:

1. Capacidades fisicas: centrdndonos en el trabajo de
fuerza y flexibilidad principalmente [5], realizando
una progresion coherente dentro de todas sus ma-
nifestaciones y partiendo de lo inespecifico hacia lo
especifico (calidad > cantidad).

2. Core: debe estar presente en todos los programas
de prevencién y readaptaciéon ya que una altera-
cién de este contribuye a la aparicién de lesiones
[8]. Ademads una falta de acondicionamiento de la
musculatura del core, puede variar la mecénica de
aterrizaje en saltos, afectando directamente a la
biomecdnica de la rodilla y a la estabilidad [9].

3. Propiocepcién: Al trabajar la propiocepcién, mejo-
ramos la velocidad de conversién entre el estimulo
mecdnico y la sefial neural, por lo que aumenta la
rapidez de respuesta. De esta manera, se pueden
evitar situaciones de riesgo al corregir la posicio6n
corporal de manera rdpida y eficaz.

4. Habilidad deportiva: tiene mucha importancia en
los compases finales de la readaptacion, pues el en-
trenamiento ahi debe ir enfocado hacia las deman-
das del deporte [7]. Para llegar a un nivel de mayor
especificidad debemos analizar el comportamiento
del jugador en el campo antes de lesionarse y enfo-
car el entrenamiento en funcién de sus caracteristi-
cas para que no se vea influenciado por la lesion.
Ademids, debemos intentar incluir elementos del
deporte durante todo el proceso de recuperacion
pues al fin y al cabo es la motivacién que tiene el



lesionado para recuperarse y nos ayudard en su es-
tado emocional.

3.3. Cuantificacion del proceso

Cuantificar en un proceso de recuperacién es fundamen-
tal dado que ponemos datos numéricos a un proceso cua-
litativo, lo que nos permite llevar un mayor control de
ciertos aspectos de la recuperacién. Como no disponemos
de grandes recursos, utilizamos escalas subjetivas de Borg
modificadas (de 0 a 10 puntos) para controlar el wellness,
de manera semanal, y la sintomatologfa. Esta tltima la
medimos 2 horas antes de la sesién, durante la sesién y 30
minutos después. En cuanto a la carga de las sesiones, la
cuantificamos mediante percepcién subjetiva del esfuerzo
de 0 a 10 puntos y controlando el tiempo de compromiso
motor dentro de las sesiones, que en funcién del momen-
to, al principio priorizdbamos el trabajo en gimnasio y a
medida que fbamos avanzando, se reducia para incre-
mentar el trabajo en campo.

En cuanto a la planificacién, dividimos el tiempo en mac-
rociclos (fases), mesociclos (niveles) y microciclos (sema-
nas). Estos tltimos se dividian en:

» Microciclo de ajuste: se llevan a cabo valoraciones
para ver la progresiéon del sujeto y para preparar al
organismo para nuevas adaptaciones. Fue el primer
microciclo de cada macrociclo.

> Microciclo de carga: es el mds abundante pues lo que
buscamos es producir nuevas adaptaciones en el de-
portista en cuanto a contenidos relevantes.

» Microciclo de competicién: somete al sujeto al nivel
de carga del equipo y simula la competicién. Fue el
dltimo microciclo de la readaptacién.

La carga acumulada de cada microciclo se incrementé de
manera progresiva siguiendo la propuesta de Gabbet, T. J.
[10] utilizando el ratio de carga aguda/ crénica.

Ademads, se realizaron los siguientes test para comprobar
la evolucién del sujeto: sit and reach, flamingo test, phan-
ton chair, 1 RM de cuddriceps e isquiotibiales, Y-balance
test, 4x10m shuttle run y hop tests propuesto por la Guia
MOON [8]. Estos tests se realizaron en funcién de la apti-
tud del deportista para cada uno de ellos.

4. CONCLUSIONES

Tras 27 semanas, el jugador consigui6 el alta deportiva y
estuvo apto para volver a la competicién. Por tanto po-
demos decir que la propuesta es vélida para este tipo de
poblacién, sin olvidar el principio de individualizacién,
siendo también una propuesta vdlida para otras modali-
dades deportivas siempre que se orienten los tltimos ni-
veles al deporte en cuestion. Ademds, es fundamental
controlar el aspecto emocional durante todo el proceso,
pues tiene bastante influencia en el tiempo y en la evolu-
cién de la recuperacién.
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Asociacion entre actividad fisica y condicion
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fisica con el dolor y la depresidon: revision
narrativa

Lucia Godino-Prior

Resumen—Partiendo de la hipétesis sobre los beneficios de la actividad fisica (AF) y la condicién fisica (CF) con respecto al
dolor y la depresion, se estableci6 como objetivo revisar y analizar los resultados de la evidencia cientifica existentes sobre la
asociacion de la AF y la CF con el dolor y la depresion en nifios y adolescentes. Para ello, se seleccionaron de las bases de
datos PubMed y APA un total de 14 estudios tras lectura del abstract y aplicacion de los criterios de inclusion y exclusion. Los
estudios mostraron variedad en los resultados, pero se destaco la asociacion inversa de la AF tanto con dolor como con
depresion, ademas de los hallazgos sobre fibromialgia juvenil (JFM). Asi, esta revision aporta evidencia cientifica que podria
ser utilizada para el desarrollo de programas que utilicen la AF como herramienta en la disminucion del dolor y la depresion en

nifos y adolescentes.

Palabras Claves —Actividad fisica, Condicion fisica, Depresion, Dolor, Nifos y adolescentes.

1. INTRODUCCION

1 dolor es una experiencia sensorial desagradable

asociada a un dafio potencial que incluye tanto

componentes fisicos como psicolégicos [1], [2]. El
dolor de cabeza, el dolor de estémago y el dolor
musculoesquelético no especifico son aquellos con mayor
incidencia y prevalencia en nifios y adolescentes [3]-[5].
El dolor, asociado a otros factores del estilo de vida de
nifios y adolescentes, se relaciona con limitaciones para la
practica de actividades escolares o participacién en
deportes, ademds del consecuente absentismo escolar e
inhibiciéon de la participacion en actividades sociales
propias de la etapa de desarrollo [6].
Por otro lado, la depresiéon es un trastorno mental que
genera baja autoestima, pérdidas de apetito o suefio, y
desinterés [7]. Las mayores consecuencias de la depresién
en nifios y adolescentes son el incremento de la
mortalidad, la tasa de suicidio y homicidios, el aumento
de comportamientos agresivos y del consumo de drogas,
la disminucién de la actividad productiva e incremento
de los costos sanitarios [8]. Ademds, la depresion se asocia
a la evitacién de la practica de AF [9].
Ambas patologias, dolor y depresién, pueden llegar a
ocasionar problemas de salud importantes y ser causa de
discapacidad y enfermedad tanto en nifios y adolescentes,
como de manera prospectiva en edad adulta [10]-[12].
Teniendo en cuenta los beneficios de la AF y la CF en
nifios y adolescentes tanto a nivel fisico como a nivel
psiquico, resulta evidente la necesidad de tener ambas e
cuenta para el trabajo con nifios y adolescentes que
puedan presentar dolor y/o depresién [13], [14].
Partiendo sobre estas premisas, se establecen los
siguientes objetivos:

Lucia Godino-Prior. Facultad de Ciencias de la Educacién, Universidad de
Cddiz. lucia.godinopr@alum.uca.es

1. Revisar la literatura cientifica existente sobre la
asociacion de la AF y la CF con el dolor y la
depresion en nifios y adolescentes.

2. Analizar los resultados existentes sobre la relacién
de la AF y la CF con el dolor y la depresion en
nifios y adolescentes.

3. Estudiar cémo se asocia la AF y la CF con el dolor
y la depresién en nifios y adolescentes sanos y/o
con algtun tipo de patologia relacionada con el
dolor.

2. METODOLOGIA

2.1. Estrategias de Busqueda

Se realizaron busquedas de articulos cientificos en las
bases de datos PubMed y APA. Se utilizaron los
operadores booleanos AND y OR para combinar las
siguientes palabras en ambas bases de datos: actividad
fisica y dolor (physical activity and pain or ache),
actividad fisica y dolor crénico (physical activity and
chronic pain), actividad fisica y sufrimiento (physical
activity and suffering), actividad fisica y calidad de vida
(physical activity and quality of life), actividad fisica y
depresiéon (physical activity and depression), ejercicio
fisico y dolor (physical exercise and pain or ache),
gjercicio fisico y dolor crénico (physical exercise and
chronic pain), ejercicio fisico y sufrimiento (physical
exercise and suffering), ejercicio fisico y calidad de vida
(physical exercise and quality of life), ejercicio fisico y
depresion (physical exercise and depression), condicién
fisica y dolor (physical fitness and pain or ache),
condicién fisica y dolor crénico (physical fitness and
chronic pain), condicién fisica y sufrimiento (physical
fitness and suffering), condicién fisica y calidad de vida
(physical fitness and quality of life) y condicién fisica y
depresion (physical fitness and depression).



2.2. Criterios de Inclusion y Exclusion

En la seleccién de articulos cientificos se tuvo en cuenta el
rango de edad de la muestra, limitdndolo entre los 6 y los
18 afios. No se establecieron limites en la fecha de
publicaciéon de articulos, incluyendo todos aquellos
estudios y revisiones, tanto en inglés como en castellano,
publicados en revistas JCR hasta Mayo de 2018, que
tuvieran acceso completo al texto y cuyos objetivos
abordaran la asociaciéon de la AF y la CF con el dolor y la
depresién en nifios y/o adolescentes. Se incluyeron tanto
poblaciones sanas como aquellas que presentaran
patologias relacionadas con el dolor sin establecer limite
en el sexo de la muestra. Fueron excluidos aquellos
articulos experimentales que solo eran propuestas de
programas con resultados hipotéticos.

3. RESULTADOS

Tras la eliminacién de duplicados, la lectura del abstract y
la aplicacion de los criterios de inclusién y exclusién, la
bisqueda quedé reducida a un total de 14 articulos
(Figura 1), de los cuales 1 relaciona el ejercicio fisico con el
dolor y la depresion, 8 relacionan la AF con el dolor y la
depresion, 4 relacionan la CF con el dolor y la depresién,
y 1 estudia tanto AF como CF asociada al dolor y la
depresion.

El resumen de resultados se encuentra en la Tabla 1, en la
cual, ademds de sefialar las variables que se analizan en
cada articulo y la presencia o no de asociacién inversa
entre AF y dolor, AF y depresién, asi como la presencia de
asociacion combinada de dolor y depresiéon con AF; se
diferencia entre nifios y adolescentes.

4. DiIScusION

Todos los articulos estudiaron adolescentes, mientras que
solo 3 articulos trataron también con nifios. Esto puede
ser debido a que los nifios presentan menor cantidad de
conductas perjudiciales para la salud, asi como niveles
inferiores de dolor y depresién que los adolescentes.

4.1. Actividad Fisica y Dolor

Adolescentes con més dolor mostraron mayor limitacién
para la préctica de AF puesto que surge una conducta de
desinterés y desapego a causa del miedo a sufrir dolor
durante la AF [15], [16]. En el sentido contrario, una
mayor practica de AF genera disminuciones en el dolor
[15], [17]-[20] a causa de una disminucién de las
conductas sedentarias las cuales se caracterizan por la
adopciéon de posturas antihigiénicas [15], [18], [19],
muchas de las cuales suelen ir ligadas a actividades frente
a pantalla que implican alta estimulacién [20]. También se
hallaron diferencias en cuanto al volumen de AF
practicado, pudiendo afirmar que un mayor volumen
semanal de préctica de AF genera mayores disminuciones
en el dolor [18]-[20]. Con respecto a la intensidad, solo un
estudio mostré que la préctica de actividad fisica vigorosa
(AFV) produce mayores disminuciones de dolor que la
préctica de AF ligera/moderada [19]. Sin embargo, esta
asociacion no es significativa, por lo que este aspecto debe
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Registros identificados mediante la
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(n=0)
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p
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del abstract (n=38)
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l \.

Articulos de texto completo =
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(n=33)

Articulos excluidos por no cumplir
los criterios de inclusion (n=19)

Estudios incluidos en la revisién bibliografica (n=14)

Figura 1. Diagrama de flujo.

TABLA1
RESUMEN DE RESULTADOS

Asociacion Asociacion | Combinacion

inversa con inversa con dolor +

dolor depresion depresion

[23] X X X X X
[24] X X X X X X
[17] X | X X X X
[25] X X X[X X X
[18] X | X X X X
[20] X | X X X X
[19] X | X X X X

[26] X X

271 X X X

[16] X | X X X
[29] X | X X

[15] X | X X X

Leyenda: Art: articulo; N: nifios; A: adolescentes; AF: actividad fisica; CF:
condicion fisica; CRF: capacidad cardiorrespiratoria; FZA: fuerza; NS: no se
sabe; NE: no estudiado.

301 X | X X X

[28] X X X X X X

ser tratado en futuras investigaciones. Ademds, en un
estudio se encontré diferencia entre sexos, mostrando en
el grupo de sujetos sanos que los chicos eran mds activos
que las chicas y por el contrario, en el grupo de sujetos
con dolor, las chicas eran mds activas que los chicos [15].
Esta tltima asociacion se contrapone a otros estudios que
muestran que los chicos son significativmente mds activos
que las chicas [21], de manera que en esta disparidad de



resultados encontramos un punto de interés para futuras
investigaciones, aunque segtin algunos autores puede ser
debido a que las mujeres suelen utilizar estrategias de
soporte emocional y social, como puede ser la practica de
AF, para afrontar el dolor, mientras que los hombres lo
enfrentan de forma mds introspectiva [22].

En contraposicién a estos hallazgos solo se encontraron 3
estudios que mostraron una asociacién positiva entre AF
y dolor en nifios y adolescentes. Por una parte, creemos
que esta diferencia puede ser debida al sesgo de muestra,
el cual limité la inclusién de sujetos a aquellos
adolescentes con un indice de masa corporal (IMC)
inferior a 28 kg/m: resultando un grupo con menor
prevalencia de dolor [17], [30]. Por otra parte, la diferencia
de resultados también puede ser explicada por el uso de
una herramienta subjetiva para la evaluacién de la AF, la
cual analiz6 el tiempo destinado a la practica de
determinadas actividades, sin incidir en las dificultades
encontradas para la ejecucién de las mismas, hallando
similitud en el tiempo total de AF de adolescentes sanos y
adolescentes con dolor, aun existiendo diferencias en las
dificultades encontradas durante el tiempo de practica
[26]. En cualquier caso, son necesarios un mayor nimero
de estudios para aclarar este aspecto.

4.2. Actividad Fisica y Depresion

Tan solo 2 investigaciones muestran asociacién inversa
que explica cémo altos niveles de depresién generan una
disminucién en la practica de AF en nifios y adolescentes
[15], [16]. En otros 2 estudios se encontrd asociacion
positiva entre AF y depresién debido, por un lado, al
sesgo de muestra establecido, el cual solo incluyé a
aquellos adolescentes con un IMC inferior a 28 kg/m;
obteniendo asf, un grupo con mayor prevalencia de
depresién [30]; y por otro lado, a causa de la utilizaciéon
de una herramienta subjetiva para la valoracién de la AF
que no evalué las dificultades presentadas por los sujetos
para su practica, factor que se encuentra positivamente
asociado con la depresiéon [26]. Por lo tanto, las
asociaciones entre AF y depresién en esta poblacién no
son concluyentes, generando la necesidad de realizar mds
investigaciones sobre esta linea.

4.3. Asociacion Combinada del Dolor y la
Depresion con la Actividad Fisica

Muchos estudios muestran una relacién positiva entre
dolor y depresién [17], [19]. El dolor genera limitaciones
para la practica de AF [15], [16], [18], [20], las cuales se
incrementan con la presencia de depresién debido a que
esta se encuentra asociada a las creencias de evitaciéon de
la préctica de AF por miedo, que surgen por la presencia
de un evento doloroso previo durante la préctica de AF
[15], [16]. De forma opuesta, la préctica de AF disminuye
el dolor, aunque esta asociacién se ve disminuida cuando
se tiene en cuenta la depresion [18]. Ademds, la practica
de AF y la satisfaccion con la misma disminuyen los
niveles de depresién, lo que en conjunto genera menor
nivel de dolor que si solo se tiene en cuenta la AF [19].
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Sin embargo, en el resto de estudios no se atafie este
efecto combinado del dolor y la depresién sobre la AF
[30], [26], siendo un aspecto bastante relevante.

4.4.Condicion Fisica y Dolor

Se han encontrado pocos articulos sobre la asociacién entre
CF y dolor en nifios y adolescentes. Para la capacidad
cardiorrespiratoria se hallé una asociacién inversa con el
dolor tanto en nifios como en adolescentes [28], [24]. Por en
contrario, para la fuerza existe mayor controversia, ya que
aunque algunos autores hallaron relacién inversa entre
fuerza y dolor [30], otros estudios no muestran ningtn tipo
de asociacién significativa [27], por lo que encontramos un
vacio en la literatura que requiere ser llenado.

No se hallaron estudios que analizaran la relacién de la
capacidad motora u otros componentes de la CF con el
dolor.

4.5.Condicion Fisica y Depresion

No se han hallado numerosos estudios para la asociacién de
CF con depresion, si bien, en cuanto a la capacidad
cardiorrespiratoria, se encontraron resultados que la asocian
inversamente con la depresién en nifios y adolescentes [28],
[24]. Ademds, una baja capacidad cardiorrespiratoria se
encuentra asociada a un mayor riesgo de sufrir patologias,
que a su vez, son desencadenantes de la depresion [28].

En el caso de la fuerza no se han encontrado estudios que
traten las posibles asociaciones en nifios y adolescentes,
aunque en estudios realizados en adultos la fuerza de
presiéon manual se asocia inversamente con los sintomas
depresivos [31], por lo que es muy probable que también
se de esta relacién en nifios y adolescentes.

4.6. Fibromialgia Juvenil

La JFM se trata de una patologia poco frecuente por lo
que los pocos estudios hallados solo tratan grupos de
adolescentes. Las investigaciones mostraron relaciones
negativas entre AF y dolor [23]. El efecto de la préctica
regular de AF sobre el dolor se ve aumentado cuando se
llevan a cabo simultdneamente terapias de
enfrentamiento al dolor y los problemas [23]. A su vez,
dentro de los adolescentes con JFEM que son capaces de
realizar AFV, aquellos mds activos obtienen menores
niveles de dolor que los menos activos [29]. Este dltimo
aspecto también se observé para la asociacién de AF con
depresién, aunque tinicamente en el informe parental, ya
que los padres encontraban mayor facilidad para denotar
la falta de préctica de AF de sus hijos, mostrando de este
modo la necesidad de evaluar a través de métodos
subjetivos y objetivos la practica de AF, asi como de
monitorizarla dentro y fuera de investigaciones [29].

Por otra parte, para la asociacién de la CF con el dolor y la
depresiéon en adolescentes con JFM, no se mostraron
asociaciones. Sin embargo, se hall6 evidencia que muestra
como adolescentes con JFM que presentan limitaciones
fisicas a causa del dolor pueden generar disminucién en
el torque de fuerza del tren inferior [25]. Ademds, en
poblacién adulta se han encontrado muchos estudios que



muestran asociacién inversa de la CF tanto con el dolor
como con la depresién [32], [33], por lo que es probable
que estas relaciones también tengan lugar en adolescentes
con JEM.

5. CONCLUSIONES

La AF es una herramienta vélida para la reduccién del
dolor y la depresién en nifios y adolescentes sanos o con
patologias dolorosas. Ademads, el efecto combinado del
dolor y la depresién genera niveles bajos de AF en
adolescentes, asociacion que debe ser mds estudiada y
considerada en el trabajo preventivo. Por otra parte, la CF
se asocia con el dolor y la depresién en su componente
aerébico, mientras que para la fuerza se necesitan mds
estudios concluyentes.

En adolescentes con JFM se recomienda la practica de AF
para disminuir el dolor de la enfermedad y la depresién,
asi como el trabajo con programas combinados para
aumentar la adherencia y el volumen de AF. Se requieren
mads investigaciones sobre la asociacién de la CF con el
dolor y la depresién en adolescentes con JEM.
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El Yoduro de Plata y la Siembra de Nubes

Tamar Sola Ortigosa

Resumen—El desarrollo de las técnicas de manipulacion climatica en las Ultimas décadas ha propiciado la generalizacion de
estas practicas, en concreto la siembra de nubes, en multitud de regiones. Uno de los principales agentes quimicos que se
utlilizan es el Yoduro de Plata, dada su efectividad. Tanto el Yoduro de Plata como el empleo en general de estas técnicas trae
consigo una serie de problemas que habra que intentar superar para potenciar las ventajas que pueden ofrecer.

Palabras Claves —Manipulacion climatica, Siembra de Nubes, Lluvia Artificial, Yoduro de Plata.

1. INTRODUCCION
Avionetas que disipan las nubes, proyectiles que pro-

vocan la lluvia o evitan el granizo... A priori, parecen

hipétesis sacadas de remotas teorias conspirativas o
pura ciencia ficcién. Pues bien, podriamos decir que la
realidad ha superado a la ficcién.

Desde tiempos remotos, el ser humano ha intentado do-
minar el cielo para adaptarlo a sus necesidades, quedando
este propdsito en meras intenciones con escasa o nula re-
percusién préctica. En los dltimos afios, principalmente
desde el siglo pasado, se han venido desarrollando algunas
técnicas que, por primera vez, parecen estar dando algunos
frutos en esta imposible misién.

La modificacién climdtica, como su propio nombre in-
dica, consiste en una serie de técnicas, que ya se utilizan en
mads de cincuenta paises, para alterar el clima intentando
lograr determinados beneficios. Dentro de estas técnicas,
encontramos la llamada “siembra de nubes” (cloud seeding
en inglés) o “lluvia artificial”, que es una préctica cuyo ob-
jetivo principal es el aumento de la precipitacién. No obs-
tante, como expondremos a continuacién, la modificacién
climdtica no solo ha resultado ttil en lo que al incremento
de la lluvia se refiere, puesto que también se han intentado
disminuir los dafios colaterales que ocasionan otros fené-
menos como el granizo o la niebla [1]

Para lograr modificar el clima, se utilizan diversos agen-
tes quimicos. El Yoduro de Plata o silver iodide en inglés, es
uno de los compuestos cuyo uso estd mds extendido, por
lo que le dedicaremos una parte de este trabajo.

2. YODURO DE PLATA Y SIEMBRA DE NUBES

El Yoduro de Plata es un compuesto inorgénico cuya fér-
mula quimica es Agl. Ademds de utilizarse en la siembra
de nubes, también se emplea en el revelado de fotografias
y como antiséptico [2].

Sin embargo, los primeros pasos relevantes en la siem-
bra de nubes no consistieron en la utilizacién de Yoduro de
Plata. El primer compuesto que arrojé resultados significa-
tivos en la modificacién de las precipitaciones fue el CO.
congelado, también conocido como “hielo seco”, gracias a
los ensayos de Schaeffer en 1946. El Yoduro de Plata fue
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empleado para tal fin por primera vez a finales de la misma
década, por Vonnegut [3].

Para entender el porqué de la utilizaciéon del Yoduro de
Plata, debemos conocer el fundamento de las técnicas de
siembra de nubes.

Los procesos por los que se lleva a cabo la modificacién
metereoldgica, asi como los agentes empleados, son multi-
ples y variados. La eleccién de uno u otro depende, en gran
medida, de las caracteristicas de la nube sobre la que se
quiere incidir.

A grandes rasgos, podemos distinguir dos tipos de nu-
bes: nubes frias y nubes cilidas, dependiendo de si la tem-
peratura se encuentra por debajo (para las primeras) o por
encima (para las segundas) de cero grados centigrados.

En el primer tipo, las goticulas o pequefias gotas de agua
se encuentran suspendidas en estado liquido. La precipita-
cién se produciria cuando se acumulan dichas goticulas a
través de la colisién o coalescencia, de tal forma que incre-
mentan su tamaiio y su peso, rompiendo la flotabilidad y
precipitando. Por ello, para este tipo de nubes, los agentes
que se emplean suelen ser materiales higroscépicos, esto
es, que captan la humedad (como la sal) de manera que se
facilite la condensacién.

En el segundo tipo, las goticulas se encuentran sobreen-
friadas (es decir, en estado liquido a pesar de que la tem-
peratura es inferior a cero grados). La precipitacién se pro-
duciria cuando se formasen cristales de hielo que, de
nuevo, incrementasen su tamafo y peso al servirse de las
goticulas sobreenfriadas y precipitasen. Por tanto, el obje-
tivo aqui es lograr la nucleacién de cristales de hielo sufi-
cientes para mejorar la eficiencia de la precipitacién [4].

Es en este punto donde entra en juego el Yoduro de
Plata. Es uno de los compuestos que mayor efectividad
presenta al formar cristales muy similares a los cristales de
hielo, con lo que interacciona con las pequefas gotas de
agua igual que lo harfa un cristal de hielo [1].

Sin embargo, sobre la efectividad de aplicacion préctica
de estos conocimientos tedricos, no existe pleno consenso
entre la comunidad cientifica. La mayor parte de la doc-
trina considera que el empleo de estas técnicas puede au-
mentar la precipitacién en torno a un 10% o un 20% cuando
se emplea correctamente el Yoduro de Plata [4]. Esta fue la
premisa de la que parti6é uno de los tantos estudios que se
han realizado para probar esta hipétesis. Este proyecto



(que comenzé en 1974 y termind en 1989) analiz6 los resul-
tados de las precipitaciones anuales tras haber empleado
técnicas de siembra de nubes en distintos paises. En con-
creto, uno de los ensayos tuvo lugar cerca de la ciudad de
Valladolid. Este ensayo no logré demostrar la hipétesis de
partida debido, en gran parte, a la dificultad de compren-
der el propio fenémeno de la formacién de las nubes y a la
multitud de factores que intervienen [5].

Otros estudios si han obtenido resultados significativos
de incremento de las precipitaciones. Pero también el em-
pleo de estas técnicas ha conseguido reducir significativa-
mente las precipitaciones, en lugar de mejorar su eficien-
cia. La posible explicacion de este efecto opuesto se en-
cuentra, de nuevo, en la amplia variabilidad de los tipos de
nubes y los multiples factores que influyen [6].

3. PROBLEMAS Y VENTAJAS DEL YODURO DE
PLATA Y LA SIEMBRA DE NUBES

3.1. Toxicidad del Yoduro de Plata

En primer lugar, uno de los problemas mds relevantes que
acompafia a la siembra de nubes basada en el Yoduro de
Plata es la toxicidad de este compuesto. Es cierto que el Yo-
duro de plata es insoluble en agua, lo que hace que se acu-
mule en forma sélida y no cause graves problemas de toxi-
cidad para el ecosistema o para el ser humano. También es
cierto que las cantidades de Yoduro de Plata que se em-
plean para mejorar la precipitacién de una nube son infi-
mas, lo que reduce atin més el riesgo de toxicidad [7].

No obstante, algunos estudios han evaluado los efectos
nocivos que tendria para el ecosistema la reiteracién en el
tiempo y en una determinada regién la siembra de nubes
utilizando este compuesto. La exposiciéon continuada al
Yoduro de Plata se ha evaluado tanto en el medio acudtico
como en el terrestre. Las conclusiones obtenidas sefialan
que, efectivamente, a partir del cimulo de determinadas
concentraciones de Yoduro de Plata, las formas de vida
mads sencilla de los ecosistemas terrestres y acudticos pue-
den verse afectadas [8].

Desde la perspectiva de la Asociacién para la Modifica-
cién del Tiempo (WMA, por sus siglas en inglés Weather
Modification Association) estos estudios se basan en ensayos
en laboratorio que no tienen en cuenta la renovacién que
se produciria en el medioambiente. Por ello, la WMA con-
cluye que el empleo de Yoduro de Plata carece de efectos
perjudiciales para la salud o el medioambiente [9].

Sin embargo, aunque no se reproduzcan de manera
idéntica las condiciones medioambientales en un laborato-
rio, no debemos olvidar que, igualmente, se estarfa produ-
ciendo de manera repetida un vertido de una sustancia que
ha demostrado influir negativamente en determinadas for-
mas de vida.

3.2. Impacto Medioambiental

Otro efecto que debe valorarse es como puede verse afec-
tada la biodiversidad de una determinada zona geogréfica
sometida a esta manipulacién climdtica, no tanto por los
posibles efectos nocivos de los agentes empleados, sino por
la alteraciéon cuantitativa de las precipitaciones. En este
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punto también existe divergencia de opiniones. Por un
lado, un sector considera que el porcentaje de incremento
o descenso de las precipitaciones a causa de la manipula-
cion climética oscila dentro de los limites de la normalidad,
con lo que no afectaria al ecosistema. No obstante, otro sec-
tor destaca el hecho de que la alteracién de las precipita-
ciones, aunque no sea dréstica, altera también el ritmo bio-
l16gico de algunas especies, especialmente de las formas de
vida mads sencillas, provocando un efecto en cadena que se
extiende hasta formas de vida mds complejas [1].

3.3. Conflictos Sociales, Econémicos y Politicos

El empleo de estas técnicas también ha sido fuente de im-
portantes polémicas. A menudo, derivan de los efectos
inesperados que empeoran las condiciones meteorolégi-
cas. Como ya hemos expuesto, estas técnicas atin no estan
completamente depuradas y el conocimiento cientifico atin
no es exhaustivo, por lo que la produccién de dafios cola-
terales es altamente probable.

En este sentido, destacamos uno de los conflictos maés
recientes que tiene como protagonista al Yoduro de Plata.
Los agricultores de la Andalucia oriental alzaron la voz
contra una serie de avionetas “rompenubes” que disipaban
las nubes tras su paso. Segtn el periédico en el que se pu-
blica la noticia, detrds de esta manipulacion climédtica po-
drian subyacer los intereses de empresas de energia solar
o de grandes explotaciones agricolas [10].

Ademds, no faltan las voces que sefialan la posibilidad
de que surjan conflictos entre regiones, al poder suponer
un aprovechamiento de los recursos climdticos de una re-
gién en detrimento de las colindantes o trasladar esos efec-
tos no deseados [11]. La manipulacién climética podria lle-
gar incluso al extremo de convertirse en un arma en situa-
ciones de conflicto bélico entre paises, por lo que numero-
sos tratados internacionales ya excluyen el empleo de estas
técnicas en dichas situaciones [12].

3.4. Ventajas de la Manipulacion Climatica

Una vez expuestos algunos de los problemas que se deri-
van de esta préctica, es inevitable preguntarnos porqué se
siguen empleando estas técnicas en mds de cincuenta pai-
ses a lo largo del mundo.

La manipulacién climédtica y en concreto, la siembra de
nubes, busca, en dltima instancia, obtener beneficios eco-
némicos. Bien sea incrementando las precipitaciones en zo-
nas dridas, evitando el granizo o minimizando los efectos
de huracanes devastadores, siempre subyace un interés
econémico que promueve el desarrollo de estas técnicas
[1].

Pero también, aparte de este interés econémico, la ma-
nipulacién climética ha perseguido otro tipo de fines mds
loables, como salvar vidas humanas (especialmente en el
control de huracanes y fenémenos adversos) o incluso con-
trarrestar el manido efecto invernadero. Esta tltima e in-
novadora vertiente de la manipulacién climdtica a través
de la siembra de nubes, pretende reducir el efecto inverna-
dero al aumentar la presencia de las nubes maritimas de tal
forma que actden como una barrera para reflejar la radia-
cién solar, aumentando asi el porcentaje de albedo [13].
Esta finalidad de la siembra de nubes entraria dentro del



concepto de geoingenieria climdtica, esto es, un conjunto
de métodos de diversa indole que actiian sobre las condi-
ciones meteoroldgicas con el fin de paliar el calentamiento
global [14].

4. CONCLUSIONES

Tras este acercamiento al concepto de modificacién cli-
maética y en concreto, a la siembra de nubes a través del
Yoduro de Plata, ha quedado de manifiesto que, en esta
materia, es necesario seguir investigando y desarrollando
proyectos que permitan conocer con mayor exactitud el
funcionamiento y repercusiéon de estas técnicas. Solo con
dicho conocimiento, podrdn potenciarse los resultados po-
sitivos que ya se han observado y podran superarse los
problemas que actualmente se plantean. Por un lado, no
solo se conseguird depurar las técnicas en orden a incre-
mentar la eficiencia, sino que un mayor conocimiento po-
dré conllevar un mayor control tanto formal, por parte de
organismos gubernamentales y supraestatales; como so-
cial. Asimismo, consideramos necesario acercar la infor-
macién cientifica disponible sobre estas practicas a la so-
ciedad en general, pues solo asi serd posible que ese control
sea ejercido con objetividad y buen juicio.
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Para ti es un pinchazo, para ellos la vida —
Trasplante de médula 0sea

Ana Belén Herrera Campos, Laura Zarzuela Moncada

Resumen— El trasplante de médula ésea es un procedimiento que se lleva a cabo para tratar diversas enfermedades como el
cancer. El sistema inmunitario es de especial relevancia pues es el encargado de proteger al cuerpo frente a lo extrafo, por lo
que podria considerarlo como tal. Es aqui donde toma mayor importancia la compatibilidad HLA, para que el proceso pueda

llevarse a cabo.

Palabras Claves— Trasplante, Médula 6ésea, BMT, HLA, Histocompatibilidad, Donar, Células madre.

. INTRODUCCION

1
. Regala vida! ;Cémo podemos poner nuestro granito
‘ de arena? Es tan sencillo como hacerte donante, ya
sea de médula, sangre u 6rganos.
En concreto, en este articulo nos centraremos en el tras-
plante de médula 6sea (BMT, del inglés Bone Marrow
Transplantation), el cual es requerido por pacientes con
trastornos hematoldgicos tales como la leucemia, linfo-
mas, talasemia, o inmunodeficiencias, entre otras.
La médula 6sea es un tejido esponjoso y blando que se
encuentra en el interior de los huesos, lugar donde se
producen millones de células sanguineas diariamente.
Con el BMT se pretende suplir al paciente de precursores
hematopoyéticos sanos, los cuales a partir de las células
madre generen todos los tipos de células sanguineas de la
médula dsea tras un proceso de diferenciacién. Con ello,
se consigue sustituir una médula ésea enferma.
Sin embargo, es de vital importancia la histocompatibili-
dad entre el donante y el receptor, la cual determina que
el proceso se pueda llevar a cabo. Es por ello que tan solo
entre un 25 y un 30% de los pacientes tienen probabilidad
de encontrar un donante familiar compatible [1], por lo
que he aqui un indicio de la importancia sobre la concien-
ciacién general de ser donantes de médula 6sea.

2. EL SISTEMA INMUNOLOGICO Y LA MEDULA OSEA

El sistema inmune hace referencia a un conjunto de célu-
las, componentes quimicos y procesos cuya funcién es
proteger la piel, el tracto intestinal, conductos respirato-
rios y otras regiones de diferentes antigenos. Mas alla de
las barreras estructurales y quimicas, que nos protegen de
infecciones, el sistema inmune puede ser visto como “dos
lineas de defensa”: inmunidad innata e inmunidad adap-
tativa. La inmunidad innata representa la primera linea
de defensa, no es especifica y carece de memoria; mien-
tras que la inmunidad adaptativa se desarrolla poste-
riormente, es especifica y posee memoria, lo cual dara
una respuesta mas rapida y eficiente una vez se conoce al
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antigeno. Ambas respuestas son complementarias [2].

Dentro de la inmunidad innata podemos distinguir
cuatro tipos de barreras defensivas: anatémicas (piel y
membranas mucosas), fisiolégicas (temperatura, pH bajo
y mediadores quimico), endociticos y fagociticos, e infla-
matorias. Entre sus componentes encontramos el sistema
complemento y diversas células como fagoctitos (macré-
fagos y neutrofilos), eosindfilos, baséfilos o monocitos [2].

En cuanto a la inmunidad adaptativa, conlleva el reco-
nocimiento de antigenos extrafios, la generacién de una
respuesta especifica contra un determinado patégeno, y el
desarrollo de la memoria inmunoldgica contra él. Dentro
de esta inmunidad encontramos las células T antigeno
especificas, que se activan y proliferan mediante la accién
de APCs, y las células B que se diferencian en células
plasmaticas para producir anticuerpos. Los linfocitos T y
B surgen a partir de células madres hematopoyéticas de la
médula 6sea [2].

La médula 6sea se encuentra en el interior de los hue-
sos, y aqui se producen las células circulantes de la san-
gre, por un proceso denominado hematopoyesis. Aquella
que se encuentra en esta etapa tiene un color rojizo, dada
la presencia de glébulos rojos, cuando este proceso no
estd teniendo lugar, se observa un color amarillo. Durante
el desarrollo de las células sanguineas, los precursores
hematopoyéticos viajan desde la regiéon subendosteal ha-
cia el centro. En este proceso, las células troncales hema-
topoyéticas (HSC) estan en divisiéon, permaneciendo una
de las células hijas en la médula 6sea, y la otra continuara
con el desarrollo y migrara hacia otros lugares [3]. Asi se
forman todas las células de la sangre: glébulos rojos (eri-
trocitos), glébulos blancos (leucocitos) o plaquetas (trom-
bocitos) maduros [4]. Véase Figura 1.

Los glébulos blancos son las células encargadas de de-
fender al organismo frente a infecciones, existen cinco
tipos (neutréfilos, baséfilos, eosinéfilos, monocitos y lin-
focitos) y cada uno tiene funciones especificas. Siendo los
linfocitos los mas importantes del sistema inmunitario,
detectan y eliminan productos ajenos a éste. Encontramos
en este grupo a los linfocitos T y linfocitos B, los primeros
reconocen los antigenos que no son propios de nuestro
cuerpo y los destruyen, mientras que los segundos pro-



ducen anticuerpos capaces de reconocer antigenos extra-
fos [5].

Los glébulos rojos transportan oxigeno de los pulmo-
nes a tejidos y el diéxido de carbono de los tejidos a los
pulmones que serdn eliminados gracias a la respiracion.

Las plaquetas previenen y controlan las hemorragias
producidas tras lesiones en los vasos sanguineos [5].
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Fig 1. Células sanguineas generadas a partir de células madre

Ademas, en este contexto es importante resaltar el Com-
plejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC), que engloba
un conjunto de genes que codifican moléculas conocidas
como antigenos de histocompatibilidad (HLA) y se expre-
san en la superficie de las células del sistema inmune, e
intervienen en el proceso de presentacion de antigenos a
linfocitos T. La principal caracteristica de estos genes es
su elevado polimorfismo [6].

3. PROCEDIMIENTO DEL TRASPLANTE

Existen diferentes tipos de trasplantes, en funcién del
donante, entre los que nos encontramos los autélogos, los
cuales son aquellos que usan los precursores hematopo-
yéticos extraidos de la médula 6sea o por aféresis del
mismo paciente que va a recibir el transplante. En estos
casos, gracias a diversas técnicas se pueden seleccionar
las células sanas las cuales, a posteriori serdn las que se
transfieran [7].

Sin embargo, existe otro tipo de trasplante, el alogéni-
co, en el que los precursores provienen de un donante
externo, siempre que exista compatibilidad HLA [7].

3.1. Preparacién del donante

Tras la notificacién de coincidencia con un paciente que
requiere un BMT, el donante serd sometido a pruebas
adicionales para corroborar la compatibilidad con este. Es
de gran relencia, pues el sistema inmunolégico es la he-
rramienta que usa el cuerpo humano para reconocer lo
extrafio, de forma que ataca a todo aquello que pudiera
ser dafiino. Por ello, ha de haber compatibiliad, es decir,
una coincidencia en HLA, de manera que cuantos mds
antigenos coincidan, menos riesgo de rechazo tendra el
proceso [5].
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3.2. Recoleccion de células madre

En este contexto podemos encontrar células madres
provenientes de la médula 6sea, las cuales se obtienen
mediante punciones en el centro blando de las crestas
iliacas posteriores (huesos de la parte posterosuperior de
la cadera) con anestesia general.

Ademas, también se puede obtener a partir de la san-
gre periférica, por medio de un proceso conocido como
aféresis. Dado que las células madres no abundan la san-
gre de venas y arterias, con el foirmaco G-CSF (del inglés
Granulocyte colony-stimulating factor) se consigue una mo-
vilizacién masiva de estas células a la sangre periférica.
Gracias a ello, una técnica permite la recolecciéon de las
células de interés, y la devolucién de la sangre y plasma
restante al donante en cuestion [5].

3.3. Preparacion del receptor

Dado el alto riesgo de infecciones o complicaciones los
pacientes son tratados tomando severas medidas de ais-
lamiento.

Tras la colocacién de un catéter venoso central, se procede
al acondicionamiento, el cual trata de eliminar las células
enfermas, dejar espacio para el injerto y evitar el rechazo.

a) Acondicionamiento mieloblativo. La alta intensidad
empleada destruye las células madres del pacien-
te de forma que requiere de la administracién de
células madres de un donante para la recupera-
cién de la funcién medular de manera que se pre-
tende eliminar la enfermedad asi como un efecto
inmunosupresor. Para ello, se hace uso de agen-
tes quimioterapéuticos tales como la ciclofosfa-
mida o busulfan, pudiendo estar asociados a la
radioterapia [5].

b) Acondicionamiento no mieloblativo. Se trata de un
enfoque no tan agresivo, donde se administran
agentes inmunosupresores pero donde la funcién
medular no se destruye. Cabe decir que corren
menor riesgo de infecciones y mortandad [5].

3.4. Administracion de células madre

Es en el denominado dia 0 cuando se procede a la infu-
sién o trasplante de células madre propiamente dicho, a
modo similar a una transfusién sanguinea [7].

3.5. Prendimiento

Tras el trasplante, las células madres se dirigen a la mé-
dula, donde comienzan a reconstriur el tejido hematopo-
yético del paciente, dando lugar a nuevas células sangui-
neas.

De forma general, esto tiene lugar entre el dia +15 y el
+30. Para corroborarlo, se hacen hemogramas, viendo
cémo el nimero de leucocitos y plaquetas va aumentando
paulatinamente con los dias [7].

3.6. Posibles efectos secundarios o
complicaciones

Efectos comunes como consecuencia del acondiciona-
miento pueden ser nauseas y vOmitos, mucositis oral,
diarrea o caida del cabello (alopecia) asi como insuficien-
cia medular, lo cual hace al paciente mas propenso a pa-



decer infecciones o anemia.

Como consecuencia del trasplante principalmente alogé-
nico se puede dar una complicacién, EICR (Enfermedad
Injerto Contra Receptor) [8]. Es producida por los linfocitos
T del donante, los cuales tienen capacidad de producir
una respuesta inmunolégica ante cualquier elemento ex-
trafio, reconociendo al organismo receptor como tal. Cabe
decir que puede llegar a producirse a pesar de que dona-
dor-receptor sean totalmente compatibles dado que siem-
pre existiran diferencias, a no ser que se trate de gemelos
univitelinos.

Para prevenir dicha complicacién se eliminan los linfoci-
tos T del donante, o bien se emplean farmacos inmuno-
depresores, tales como la ciclosporina o metotrexato [5].

4. EN LA ACTUALIDAD

4.1. Super Cataleya

Cataleya es una bebé de 11 meses que posee un tipo de
leucemia letal conocida como mieloide aguda, la cual
afecta a las edades mds tempranas. La pequefia ha estado
sometida a cinco meses de quimioterapia, y posterior-
mente en el mes de Septiembre de 2018 iba a operarse
gracias a la aparicién de un donante. Sin embargo, cuan-
do todo estaba listo, el donante dej6 de estar disponible
hasta diciembre de este mismo afio, demasiado tiempo
para la pequefia. Tras esta noticia, los padres lanzaron
una campafia en busca de donantes. Ademas, se diagnos-
ticé quién de ellos era mas compatible con la nifia para la
realizaciéon del trasplante, siendo el padre, ya que presen-
taba una compatibilidad de células del 50%. Finalmente,
pudo someterse al BMT, a pesar de los riesgos existentes

[9].

4.2. Salva vidas y merece la pena

Marcos Rosa era un jéoven onubense a quien la leucemia le
atacé hasta en tres ocasiones. La primera vez tenia 17
afios, y la segunda 22, superé ambas con quimioterapia y
radioterapia. Afos mas tarde, con 26 afos, esta enferme-
dad volvié a atacarle de nuevo, y en este caso requeriria
un trasplante de médula. Lanzé entonces una campafia
para buscar donantes, consiguiendo un aumento en
Huelva del namero de estos. El dia de su 27 cumpleafios
encontré un donante, procedente de Alemania, y que pre-
sentaba un 90% de compatibilidad. Todo parecia haber
sido un éxito, pero posteriormente surgieron complica-
ciones, siendo el trasplante rechazado y provocando la
muerte del jéven en el mes de agosto de 2018. El jéven
dej6 un mensaje para recordar la necesidad de seguir ade-
lante en esta lucha "no es doloroso como la gente piensa,
salva vidas y merece la pena"[10].

4.3. Lucha contra el VIH

En los dltimos tiempos se ha estado trabajando en la erra-
dicacién del VIH gracias al trasplante de sangre. Esto ha
consistido en destruir mediante quimioterapia las células
sanguineas del paciente. En dichas células se encuentran
las CCRS5, que son utilizadas por el VIH para entrar en los
linfocitos e infectarlos. Existen personas que presentan
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una mutacién en el gen que codifica esta proteina confi-
riendo una proteccién natural contra el virus ya que no
presentan esta proteina y por tanto el virus no podria en-
trar, es por ello que se realiza el trasplante con células que
provienen de pacientes con esta mutacién consiguiendo
que se repueble la sangre con ellas [11].

Este caso fue “El Paciente de Berlin”, Timothy Brown,
que recibi6 un trasplante de médula ésea que tenia dicha
mutacion en 2008. Actualmente estd curado de leucemia y
se considera la tinica persona del mundo que se ha cura-
do de la infeccién por el VIH [12].

5. CONCLUSIONES

Este estudio muestra la relevancia del trasplante de mé-
dula 6sea en cuanto a salvar vidas se refiere, ya sea de
pacientes que padecen una enfermedad u otra. Todo ello
no seria posible sin la cada vez mas desarrollada investi-
gacioén que se lleva a cabo en todos los campos, conoci-
mientos que convergen para dar lugar a terapias tan
prometedoras como esta.

Asimismo, se pretende que con los afios la concienciaciéon
general sea mayor en este aspecto, de forma que sea el
altruismo quien reine en cada persona, y por tanto, que
todo paciente, pueda mejorar su calidad de vida y llegar a
salvarla, pues no tendria problemas a la hora de encontrar
una médula compatible. Es por ello que, cada aportacién
es sumamente significativa.
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Sedimentation Speed of Suspended Blood
Cells

Kellie Stellmach

Summary—This article discusses an example of a colloidal suspension (blood in plasma) to compare the speed of
sedimentation using only gravity to when a centrifugal force is applied.

Key Words — Buoyancy, Colloid, Drag, Fragmentation, Sedimentation.

1. INTRODUCTION

Many people believe that objects fall with a constant accel-
eration. This is only true for objects inside a vacuum. When
an object falls through a media (such as air or water), the
media exerts a frictional force (also known as drag force)
on the object. As the velocity of the falling object increases,
so does the magnitude of the drag force, until it equals the
magnitude of the gravitational force on the object. At this
point, the drag force and gravitational force are balanced,
so there is no net force on the object. According to New-
ton’s famous equation (F = ma), if there is no net force on
an object, there is no acceleration. Thus, once the drag force
is equal in magnitude to the gravitational force on an object
in free-fall, the object falls at a constant speed. This speed
is known as the terminal velocity.

One interesting application of the concept of terminal ve-
locity is the separation of colloidal suspensions. A colloidal
suspension is a homogenous dispersion of colloids (nano-
particles) in a liquid. It can be considered an intermediate
between a solution (such as dissolved sugar in water) and
a suspension (such as chalk in water) [1]. For many colloi-
dal suspensions, the colloids will eventually settle to the
bottom of the container, given enough time. When the col-
loids fall, they do so at terminal velocity. In this context, it
is common to refer to this speed as the sedimentation
speed.

A well-known example of a colloidal suspension is blood,
which is a suspension of solid blood cells in plasma. Many
biological tests require the separation of blood cells from
the plasma. This separation will occur naturally due to the
force of gravity if a blood sample is left to settle in a vial.
However, it is much faster to use a process known as blood
fractionation, in which a centrifugal force is applied to
speed up the sedimentation process [2].

But how much time does blood fractionation save? Is the
extra effort worth it? Luckily, the calculations to determine
this are relatively straight-forward.
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2. WHAT FORCES ACT ON A SUSPENDED BLOOD
CELL?

To determine the sedimentation speed of blood based on
gravity alone, we must first look at the forces acting on the
suspended cells. Consider a single blood cell. The three
forces acting on this cell are gravity (F;), drag (Fp) and
buoyancy (F3). Figure 1 is a free body diagram that shows
the direction of these three forces acting on a blood cell.

Drag
(Fy)

Buoyancy
(Fg)

Gravity

(Fg)

Fig. 1. Forces acting on a suspended blood cell

Since the blood cell falls at its sedimentation speed, it can
be said that the force of gravity is exactly equal to and op-
posite the combined forces of drag and buoyancy.

F; = Fy + Fy.
(1)

We can make this equation more specific by substituting
equations for each of these forces. We know that the force
of gravity is equal to the mass of the blood cell (m,,;;) times
the acceleration due to gravity (g, which is 9.81 m/s?). We
also know the drag force is equal to the drag force coeffi-
cient of the blood cell (f) times the sedimentation speed
(vs). Lastly, according to Archimiede’s principle, the force
of buoyancy is equal to the mass of plasma displaced by
the red blood cell (my45m,) times the acceleration due to
gravity.



mcellg = fvs + mplasma g

)

We can then use the fact that mass is equal to density times
volume to obtain the following:

Peell Vcellg = fvs + pplasmavplasmag-
3)

This equation then can be rearranged to solve explicitly for
the sedimentation speed.

(et Veett = PprasmaVoiasma) 9
7 :

v =
(4)
Finally, we can use the fact that the volume of plasma dis-

placed by the blood cell is equal to the volume of the blood
cell.

- pplasma) Vcell g

f
(5)

3. DETERMINING THE DRAG FORCE COEFFICIENT

The only variable in equation 5 left to be clarified is f,
which is the drag force coefficient. If the blood cell is ap-
proximated to be spherical, we can use the drag force coef-
ficient for a spherical particle, f = 6mnR, where 1) is the vis-
cosity of the liquid and R is the radius of the blood cell.

b = (pcell - pplasma) Veeu g
s 6mR i

(6)

4. SEDIMENTATION SPEED WITH ONLY GRAVITY

The first step in calculating the sedimentation speed is to
calculate the volume of the blood cell. Assuming the cell is
spherical, its volume can be calculated using the equation
for the volume of a sphere (V =4/3mR?). Normal red blood
cells have a diameter of 6 - 8 nm [3], so here we will assume
the radius of a blood cell to be 4 um (which is equal to
4x10™* cmand 4 x 107 m).

4
Veert =3 (4 X 107*cm)3® = 2.68 x 107%mL.

At this point, the sedimentation speed can be calculated by
entering in values to equation 6. The density of red blood
cells is known to be 1.125 g/mL, while that of plasma is
1.025 g/ mL [4]. Since these densities are close in value, it is
important to account for the force of buoyancy. (However,
in general, if the density of the solid object is much larger
than the density of the liquid, the force of buoyancy can be
ignored.) Also, we can assume here that plasma has the
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same viscosity as water at 25 °C (0.1 g/ms). When these
values are entered, the following result is obtained.

9 _ 9 -10 m
(1125 ;- — 1.025 9-) (2.68 x 1070mL)(9.81 3)

Vg = g
6m(0.1 72 (4 x 107°m)

m
vy =3.49 x 1075 —,
S

If we assume the test tube is 100 mm long (0.1 m), we can
approximate how long it would take the blood to separate
from the plasma by gravity alone.

01m

distance _ o= = 2,870 s = 48 minutes.
s

T 349x1

Time =
speed

5. SEDIMENTATION SPEED WITH CENTRIFUGAL
FORCE

The process of sedimentation can be quickened by applying a
centrifugal force. Suppose a centrifugal force of 10,000 G is
applied. This means that the acceleration due to gravity is
multiplied by a factor of 10,000. As a result, the new sedi-
mentation speed is also multiplied by 10,000, becoming v, =
0.349 m/s. Thus, the new time for the sedimentation of blood
is the following.

distance _ 0.1m

Time=————=—-= =0.287 s.
speed 0.349 —

5. CONCLUSIONS

By applying a centrifugal force to a sample of blood, the sep-
aration of cells from plasma can be achieved in a matter of
seconds instead of nearly an hour. This allows for faster blood
test results, which is not only convenient, but often critical in
many medical emergencies.

Another example of a colloidal suspension whose separation
can be quickened by the application of a centrifugal force is
milk. In fresh milk, a layer of cream (of lower density) will
form at the top of the jar, while the milk (of higher density)
sinks to the bottom. Thus, a similar calculation could be car-
ried out to determine how long it would take for this separa-
tion to occur both with gravity alone and with an applied cen-
trifugal force.
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NANOGELES Y SUS APLICACIONES
BIOMEDICAS

Alejandra Suarez Carrillo

Resumen— EI desarrollo de nanomateriales y su aplicacién a la biomedicina se han visto impulsados en las Ultimas dos
décadas gracias a los distintos avances técnolégicos y clinicos. Los hidrogeles sintetizados en la escala nanométrica,
denominados comunmente nanogeles, han sido especialmente explotados en biomedicina debido a sus beneficiosas
propiedades. No obstante, su utilizacion conlleva también una serie de limitaciones. Esta revision ofrece un breve pero amplio
recorrido por las diversas aplicaciones clinicas en las que se han empleado los nanogeles, asi como los inconvenientes que
han ido surgiendo a lo largo de su utilizacion, abarcando tanto la vectorizacion de distintos agentes a zonas localizadas como
su empleo en el desarrollo de técnicas de analisis de imagen y deteccion.

Palabras Claves— Hidrogeles, Nanogeles, Nanotecnologia, Vectorizacion.

1. INTRODUCCION

a aplicaciéon de la nanotecnologia al campo de la

biomedicina contintia fortaleciéndose conforme

avanzan los conocimientos en ambos sectores. Los
nanomateriales, materiales sintentizados y/o llevados a la
escala nanométrica (20-250 nm), exhiben una alta relacién
superficie/ volumen y, ademds, pueden presentar propie-
dades que resultan muy ttiles y que no poseen sus anélo-
£0s macroscopicos.
El concepto de nanogel se atribuye a un hidrogel de di-
mensiones nanométricas, capaz de absorber una cantidad
de agua varios cientos de veces mayor a su peso [1], y
formado por una red de polimeros reticulados® [2-5] Es-
tos polimeros pueden ser de origen tanto natural como
sintético, sin embargo, los naturales se considera, en oca-
siones, mas biocompatibles [4].
En cuanto a su clasificacién, es posible agruparlos segin
el tipo de material, natural o sintético, con el que se han
preparado (tabla 1). Otra clasificacién hace referencia al
tipo de enlace que conforma la red tridimensional, segtin
el cual pueden dividirse en hidrogeles reticulados fisica o
quimicamente. Los nanogeles reticulados fisicamente se
consideran reversibles [6] ya que pueden revertir su es-
tructura 3D a una disolucién de polimeros. En este caso,
los enlaces que unen estos polimeros comprenden puen-
tes de hidrégeno, interacciones electrostaticas o interac-
ciones hidréfobas [2]. Por otra parte, los polimeros que
conforman los nanogeles quimicamente reticulados estan
unidos por enlaces covalentes [6], lo que confiere una
mayor estabilidad a esta nanoestructura. Otra de las for-
mas de clasificacion es segtin el tipo de grupos funciona-
les que alberguen, ya sean catiénicos, aniénicos, no iéni-
cos o anfotéricos [7]. También es posible clasificarlos
segln su capacidad de respuesta a un estimulo determi-
nado [6]. Los hidrogeles estimulo-sensibles tienen el po-
tencial de activar una respuesta de modificacién morfolo-
gica ante distintas sefiales externas tales como temperatu-
ra, pH, campo eléctrico [2], o fuerza idnica [5].

! Reticulaciéon: reaccién quimica que cataliza la formacion de cadenas
homogéneas de polimeros conformando una red tridimensional.

TABLA 1
PoLiMEROS MAS UTILIZADOS SEGUN SU COMOPOSICION

Origen Nombre Referencia
Natural  quitina [4]
quitosano [6], [7]
pululano [10]
sulfato de condroitina [11]
ovoalbumina [12]
Acido hialurénico [13]
alginato [9], [14]
Sintético  Poli N-isopropilacrilamida (PNIPAAm) [15]
poli acido N-isopropilacrilamidaco- [16]
acrilico (PNIPAAm-co-AAc)
Poli etilenglicol ramificado (PEG) [17]
poli N-isopropilacrilamida -co-acrilamida  [10], [18]
(PNIPA Amco-AAm)
Poli éxido de etileno (PEO) [19]
poli N-vinilcaprolactama) [20]
polipéptido similar a la elastina (ELP) [18]

En esta linea, este tipo de nanomateriales poseen multi-
ples propiedades que los hacen altamente biocompatibles,
tales como su estabilidad fisica; baja tensiéon superficial;
versatilidad de disefio con una gran variedad de grupos
funcionales [5]; acceso celular por via endocitica [4]; y alto
contenido en agua [2-4], lo que favorece su hidrofilia,
aumentando su permanencia en el organismo [4]. Asi-
mismo, una de sus caracteristicas mas importantes es que
ofrecen la posibilidad de encapsular o adsorber distintos
bioactivos como farmacos de varios tipos, proteinas,
péptidos, o células vivas [1-5, 21, 22]. Estos agentes se
unen espontidneamente con la matriz del polimero a
través de interacciones de diversa indole para formar na-
noestructuras estables [3], [21]. Otra de sus propiedades
mas importantes radica en el comportamiento de hin-
chamiento [1-3, 23], lo que permite variar su volumen y
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su morfologia ante un estimulo determinado. Esta carac-
teristica depende de las estructuras de los polimeros, del
grado de reticulacién y de la compatibilidad polimero-
disolvente y, en consecuencia, determina su aplicabilidad
[1].

En esta revision se lleva a cabo una visualizacién general
de las principales aplicaciones de los nanogeles en el te-
rreno de la biomedicina como son la vectorizaciéon de
farmacos y andlisis de imagenes, asi como de los inconve-
nientes o limitaciones de su utilizacion.

2. APLICACIONES A LA BIOMEDICINA

2.1. Vectorizacion de Farmacos

El direccionamiento de farmacos es quizas la aplicacién
mas amplia de todas. Los nanogeles cuentan con la pro-
piedad de poder albergar distintos agentes mediante in-
teracciones fisicas y quimicas con el grupo funcional en la
matriz del polimero, dando como resultado una clase
tnica de nanovehiculo polimérico con una alta estabili-
dad de suspension [2], [5] que, posteriormente, produce la
liberacién controlada del contenido en una zona o tejido
localizado, a través de su modificacién estructural [1].
Debido a su tamafio y a la flexibilidad en su composicién,
los nanogeles pueden alcanzar todas las zonas del torren-
te sanguineo, asi como focalizar la liberacién de su conte-
nido, ya que pueden ser disefiados especificamente para
su interaccién con un tipo celular [1-5, 22]. Como se ha
comentado anteriormente, esta liberaciéon esta desencade-
nada por variaciones externas tales como pH o tempera-
tura, lo que hace a los nanogeles una herramienta muy
adecuada para el tratamiento de enfermedades inflamato-
rias, ya que la inflamacién esta vinculada a pH 4cido, ge-
neracion de calor, y variacién iénica interna por incre-
mento de la permeabilidad en la membrana [2], [3], [5],
[7].

Por otro lado, las posibilidades de almacenamiento de los
nanogeles abarcan desde agentes terapéuticos, como el
acido retinoico para tratamiento antitumoral [24] o el 4ci-
do valproico para tratamiento antiepilético [21], a bioma-
cromoléculas como proteinas, péptidos, genes o nucleési-
dos [2], [4], [5]. Las investigaciones realizadas han mos-
trado una mayor eficacia de los agentes almacenados
cuando su administraciéon se realiza formando parte de
un nanogel, asi como una reduccién en la toxicidad de los
mismos y una mayor permanencia en el organismo [3, 5,
7,18, 23, 25-29, 30-36]. Asi, la administraciéon de bioma-
cromoléculas solas estd asociada con una alta inestabili-
dad, rapida degradacién y escasa absorcién epitelial [5],
por lo que el nanogel proporciona una matriz estable para
la formacién de complejos adecuados que permitan una
mayor captaciéon de éstas [37]. Por tanto, la vectorizacion
de estos agentes ha sido empleada en multitud de aplica-
ciones biomédicas. A continuacién se trata el uso de los
nanogeles en terapias oculares, dérmicas, antitumorales e
inmunolégicas.

» Aplicaciones Oculares: el sistema ocular es un sistema
de dificil acceso debido a la presencia de sus capas es-
clerética, cérnea, y retina. Igualmente, la carencia de
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vascularizacién al cristalino y la cérnea, la presencia
de enzimas lisosémicas, el parpadeo, y el drenaje la-
grimal, también suponen otras barreras para la entra-
da de agentes terapéuticos [5]. La capacidad mucoad-
hesiva de los nanogeles, asi como su prolongada per-
manencia y su liberacién controlada, permiten una
mayor penetracion del farmaco lo que produce un
aumento del beneficio terapéutico. Una de sus aplica-
ciones, fue la fabricaciéon de lentes de contacto [38],
compuestas por una matriz de polimetacrilato de
hidroxietilo, que contenfan un nanogel de quitosano
cargado con nanodiamantes (ND) y timolol como
agente terapéutico para favorecer la segregacion de la
enzima bactericida lisozima. El uso de estas lentes
produjo resultados favorables en el tratamiento del
glaucoma. Asimismo, también se han reportado bene-
ficios en el uso de nanogeles con farmacos antiftngi-
cos para el tratamiento de infecciones oculares, produ-
ciendo un aumento de la permeabilidad corneal
[39][40] con respecto al uso de farmacos libres, debido
al aflojamiento del epitelio causado por la interaccién
del nanogel con las glucoproteinas corneales. Los ana-
lisis histolégicos no mostraron dafio celular. Estos sis-
temas también pueden proteger contra la eliminacién
del farmaco, asi como aumentar su retencién a través
de la bioadherencia [4].

»  Aplicaciones Dérmicas: la capacidad de los na-
nogeles de aumentar el rango de penetrancia de los
agentes terapéuticos ha sido investigada en numero-
sas ocasiones debido al contacto prolongado con la
piel que ofrecen los nanogeles. En esta linea, estd via
de acceso para el farmaco puede, ademads, reducir los
posibles efectos adversos del mismo y evitar su de-
gradacion por la flora intestinal [5], ya que poseen
compatibilidad dérmica, asi como facil manejo y apli-
cacion. La capacidad de los nanogeles de albergar
particulas con carga compatible con los queratinocitos
que forman la piel hace posible aumentar su permea-
cion e incrementar su concentracion en una zona con-
creta.

También se consideran nanogeles a aquellas matrices
de hidrogel cargado con liposomas o nanoemulsiones
[5], utilizadas principalmente en tratamientos cutane-
os. Los liposomas son pequefias burbujas nanométri-
cas formadas por una bicapa lipidica, mientras que las
nanoemulsiones estdn compuestas por una fase acuo-
sa, aceite y un emulsionante adecuado. Se ha compro-
bado que ambas estructuras aumentan la capacidad de
interaccionar con la membrana celular.

Con respecto a su uso, se obtuvo un aumento de la efi-
cacia y una reduccion de la toxicidad en la aplicacion
de nanogeles cargados con aceclofenaco, asi como
efectos antiinflamatorios [41]. Asimismo, también se
han obtenido resultados positivos utilizando nanoge-
les de quitina que almacenaban farmacos antitumora-
les como curcumina y 5-fluorouralea como tratamien-
to contra el melanoma, los resultados indicaban una
fuerte focalizacion del farmaco en las células tumora-
les, sin interaccionar con otros tipos celulares, asi co-




mo un gran aumento de la penetraciéon de los farma-
cos [39], [40]. Otra de las aplicaciones transdermales
para las que se ha llevado a cabo la elaboracién de na-
nogeles es el tratamiento contra el acné, para el que se
disefiaron nanoemulsiones con dos fa&rmacos antiacné.
Su aplicacién redujo la severidad del acné, su irrita-
cién e inflamacién [42]. Ademas de esto, existen més
evidencias de la eficacia las nanoemulsiones para su
aplicacién transdérmica, asi como los nanogeles en
general.

Aplicaciones Inmunolégicas: otra de las aplicaciones
clinicas que estd tomando mds importancia, es el uso
de nanogeles como método de vacunacién, ya que re-
presentan un efectivo soporte para administrar el
antigeno objetivo a las células presentadoras de anti-
geno y obtener asi la respuesta inmune deseada [5]. La
capacidad de los nanogeles de conjugar un amplio
rango de ligandos, asi como sus caracteristicas muco-
adhesivas, han abierto un amplio rango de uso como
vacunas. Se ha documentado su aplicacién en vacunas
por administracién mucosa [37]. Nanogeles compues-
to por colesterol unido a pululano con capacidad de
actuar como una chaperona artificial y un fuerte ad-
hesivo de células epiteliales, protegiendo los antigenos
de la agregacion y la desnaturalizacién, lo que lleva a
la administracion efectiva y progresiva de su forma
nativa. Asimismo, se investigo6 la eficacia de nanogeles
de la misma composicién conjugado con una forma
truncada de la proteina HER2 asociada a células tu-
morales del cancer de colon, comprobandose la apari-
cién de respuesta inmune citotdxica contra antigenos
tumorales [43] y confirmandose, por tanto, su eficacia.
La administracién de nanogeles como método de va-
cunacioén se ha aplicado existosamente contra bacterias
como Clostridium botulinum, cuya toxina puede inte-
rrumpir la funcién nerviosa, usando como antigeno
una forma recombinante de la region de los receptores
de la neurotoxina botulinica [44]. Igualmente, se ha
utilizado contra Streptococcus pneumoniae, causante de
infecciones meningitis o neumonia, para la que se uti-
lizaron polisacaridos neumocdcicos (PCV13 y PPV23)
como antigenos [45].

Aplicaciones Antitumorales: 1os medicamentos para el
cancer tienen la desventaja de generar perjuicios para
el paciente como su toxicidad o su inespecificidad [28].
Como ya se ha comentado anteriormente, los nanoge-
les representan grandes ventajas en la aplicaciéon
médica.

La capacidad de respuesta a estimulo ha supuesto un
nuevo ataque cancerigeno ya que, tanto la hipertermia
como las variaciones de pH son condiciones caracteris-
ticas de los tejidos cancerosos. Po ello, los sistemas de
administraciéon de farmacos anticancerigenos conteni-
dos en nanogeles estimulo-sensibles se estan investi-
gado ampliamente como una nueva estrategia para la
terapia tumoral activa [1], ya que estas condiciones
pueden provocar una modificacién en la composicién
y/ o morfologia del nanogel.

Existen dos mecanismos de actuacién de los nanogeles
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en contexto tumoral, activo y pasivo [1] (figura 1). El
mecanismo activo consiste en el direccionamiento del
nanogel a través de su unién con determinados ligan-
dos, que seran reconocidos por la membrana de las
células tumorales a través de la sobreexpresion de de-
terminados receptores. Por otro lado, en el mecanismo
pasivo el nanogel se cuela por los espacios intercelula-
res, donde se acumulan aumentando la permeabilidad
celular y liberando los farmacos antitumorales progre-
sivamente.

Tejido normal

Actuacion pasiva:
concentracion del
nanogel en el tejido
tumoral.

/ Actuacion activa: los
nanogeles unidos a
ligandos son
reconocidos por las
células tumorales.

Fig. 1. Mecanismos de actuacion, activo y pasivo, de los nanogeles
en aplicaciones antitumorales. (Adaptada de Chacko, et al. 2012
[25]).

2.2. Analisis de Imagenes y Deteccion

Ademas de la vectorizacién de distintos agentes, los na-
nogeles han sido empleados también como instrumentos
para el andlisis de imégenes y las técnicas de deteccion.
Una de sus utilidades surge de su combinacién con los
llamados Quantum Dots (QDs) [32]. Los QDs son nano-
cristales semiconductores cuya caracteristica mas llamati-
va es la fluorescencia, ya que pueden absorber energia
luminica en una longitud de onda y emitirla en otra dis-
tinta, pudiéndose obtener un amplio rango colorimétrico.
Esta combinacion facilita la entrada de los QDs en la célu-
la sin provocar toxicidad. Las caracteristicas anteriores,
unidas con la capacidad de retencién de los nanogeles en
el tejido, hacen que puedan utilizarse como marcaje celu-
lar in vivo. Esta combinacién también se ha utilizado ex-
itosamente para provocar hipertermia en técnicas de ra-
diofrecuencia contra el cancer [15]. De la misma manera,
los nanogeles pueden combinarse con una gran variedad
de colorantes y fluoréforos, lo que permite realizar el se-
guimiento de los mismos en el organismo.

3. INCONVENIENTES

A pesar de todas las ventajas y beneficios que engloba el
uso de los nanogeles, y del gran campo de aplicacién que
supone en el ambito clinico, existe una serie de inconve-
nientes en su utilizacién. Uno de estos reside en la inca-
pacidad de los nanogeles de encapsular moléculas



grandes, como los plasmidos, lo que restringe su admini-
stracién intracelular [5]. Otra de las desventajas viene
generada por el uso de nanogeles sintéticos (tabla 1) ya
que, a pesar de proporcionar numerosas ventajas, pueden
interactuar con los sistemas de transporte del farmaco
activando distintas vias de sefializacién celular que alte-
ren las respuestas inmune, genémica y/o farmacolégica
[2]. Igualmente, su combinacién con algunos elementos
como el Niquel, que proporciona capacidad bactericida,
puede también provocar respuestas alérgicas y otros efec-
tos secundarios [4]. Ademads de esto, la falta de dominios
hidrofébicos hace que no sean muy eficientes en la solubi-
lizacién de farmacos hidrofébicos no ionizables [2]. Otro
de los inconvenientes documentados, es la heterogenei-
dad de carga dentro del nanogel cuando éste contiene
proteinas, péptidos u otras biomacromoléculas, pudiendo
provocar una liberacién deficiente de las mismas. Otro
importante concepto a tener en cuenta, es la posibilidad
de que permanezcan trazas de productos utilizados (ten-
soactivos, surfactantes, disolventes, etc.) en la sintesis del
nanogel, pudiendo generar toxicidad. Ademaés, es impor-
tante saber que una alta carga de un material determina-
do en el nanogel puede provocar interacciones entre am-
bos, pudiendo limitar el movimiento de las cadenas y, por
tanto, ver mermada su capacidad de hinchamiento y su
estabilidad coloidal [27]. Por otro lado, muchos autores
han convergido en que la obtencién de estos biomate-
riales requiere un coste demasiado alto como para su es-
calamiento a la industria farmacéuitca [27]. Por lo tanto,
la balanza entre ventajas e incovenientes dependerd, no
s6lo de la composicién del nanogel, sino de la afecciéon a
tratar y la zona de aplicacién.

4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS FUTURAS

Esta revision ofrece un breve pero amplio recorrido por
las diversas aplicaciones biomédicas en las que se han
utilizado los nanogeles poliméricos, abarcando tanto la
vectorizacién de agentes, y todas sus subaplicaciones,
como el andlisis de imdgenes. Se han reportado los
multiples beneficios que proporcionan gracias a sus pro-
piedades, sin embargo, es importante recalcar que su uti-
lizaciéon puede conllevar también distintos inconve-
nientes. Por ello, es imprescindible continuar investigan-
do distintas composiciones y combinaciones de los nano-
geles, comprobando su eficacia tanto in vitro e in vivo, y
controlando exhaustivamente los distintos parametros, al
igual que su farmacocinética y la farmacodindmica. Esto
va a permitir acercarnos atin mas al desarrollo de trata-
mientos mas localizados, asi como menos toxicos e inva-
sivos, para finalmente conseguir superar los inconve-
nientes actuales. Poco a poco se esta abriendo un inmenso
e interesante campo de aplicaciones clinicas. Gracias estas
estrategias, se pretende alcanzar el objetivo principal de
mejorar la calidad de vida del paciente. Para concluir, se
considera a los nanogeles una novedosa, potencial y pro-
metedora herramienta terapéutica ain no explotada sufi-
cientemente, la cual se ird perfeccionando conforme se
realicen futuras investigaciones.
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La nanotecnologia en las enfermedades de
acumulacion lisosomal

Isabel M? Conde Gonzalez

Resumen—Los lisosomas estan involucrados en la degradacién de sustancias moleculares. Cuando se produce alguna
deficiencia en alguno de los componentes lisosomales, aparecen las enfermedades de acumulacién lisosomal. Estas
enfermedades se caracterizan por la acumulacién de macromoléculas dentro de los lisosomas, lo que resulta en efectos
patolégicos que afectan a mdltiples tejidos y 6rganos de todo el organismo. La barrera hematoencefélica constituye una barrera
estructural, fisiolégica y metabdlica que protege al sistema nervioso central. Aunque diferentes estrategias han sido
desarrolladas con el fin de producir un tratamiento capaz de atravesar esta barrera, y ser un tratamiento eficaz contra las
enfermedades con manifestaciones neurolégicas, hasta la fecha la mejor aproximacion seria una combinacién de ellas.

Palabras Claves— Enfermedad lisosomal, Gaucher, terapia, tratamiento, nanoparticulas.

1. INTRODUCCION

os lisosomas son organulos celulares encargados de

la degradacion de diferentes sustancias, como lipidos,

azucares, sustancias extrafias.... Esta degradacién la
llevan a cabo gracias a la presencia de enzimas hidroliti-
cas capaces de actuar en el pH 4acido de estos lisosomas
[1]. Cuando se produce alguna deficiencia en alguno de
los componentes lisosomales, aparecen las denominadas
enfermedades de acumulacién lisosomal (LSDs) [1], [2].
Las LSDs se caracterizan por la acumulacién de macro-
moléculas dentro de los lisosomas, dando lugar a diferen-
tes manifestaciones patologicas que afectan a tejidos y
6rganos de todo el organismo [1].

Uno de los principales problemas de estas enfermeda-
des es la aparicién de sintomas neurolégicos, ya que el
sistema nervioso central (CNS) puede verse afectado [2].
Aunque existen diferentes aproximaciones terapéuticas,
ninguna ha resultado totalmente exitosa para tratar estos
casos neuropaticos, debido principalmente a la incapaci-
dad de los farmacos para atravesar la BBB.

En este trabajo vamos a hacer un repaso de todos los
tratamientos desarrollados hasta la fecha, profundizando
especialmente en el desarrollo de la nanotecnologia apli-
cada a este campo.

2. ENFERMEDADES DE ACUMULACION LISOSOMAL

Los lisosomas son compartimentos rodeados de membra-
na que se encuentran dentro del citosol de muchos tipos
celulares, que estan involucrados en la degradacion de
muchas sustancias moleculares como lipidos, azticares,
proteinas, 4cidos nucleicos, asi como de sustancias extra-
fias. Esta funcion de degradacién es realizada gracias a la
presencia de enzimas hidroliticas acidicas que trabajan en
conjunto con pequenas moléculas activadoras dentro del
lumen del lisosoma [1]. La deficiencia en alguno de los
componentes de estos lisosomas, como de sus enzimas
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hidroliticas, conduce a un grupo de enfermedades cono-
cidas como LSDs [1], [2].

Las LSDs se caracterizan por la acumulacién de ma-
cromoléculas dentro de los lisosomas, lo que resulta en
efectos patolégicos que afectan a multiples tejidos y 6rga-
nos de todo el organismo [1]. Debido a su baja prevalen-
cia, estas enfermedades se consideran enfermedades ra-
ras, ya que suelen encontrarse en una frecuencia de 1:15,
aunque podemos encontrar grupos étnicos donde la fre-
cuencia de alguna enfermedad concreta aumenta, como
por ejemplo la enfermedad de Gaucher en los Judios
Ashkenazy [1], [2].

Las enzimas lisosomales se sintetizan en el reticulo en-
doplasmico, a partir de los cuales se transportan en vesi-
culas hacia el aparato de Golgi, y de ahi se dirigen al liso-
soma. En este transito, las enzimas son modificadas me-
diante la adicién de oligosacaridos que contienen resi-
duos de manosas. Las enzimas glicosiladas pueden sufrir
ademas procesos de fosforilacion en esos residuos, pre-
sentando finalmente residuos de manosas-6-fosfato (M6P)
[1]. Estas M6P son reconocidas por los receptores de
membrana de los lisosomas, de manera que el complejo
enzima-receptor es internalizado y transportado al liso-
soma [1], [2].

3. BARRERA HEMATOENCEFALICA

La barrera hematoencefélica (BBB) constituye una barrera
estructural, fisioldgica y metabdlica entre el torrente cir-
culatorio y el CNS. Se puede decir que acttia como un
“filtro altamente selectivo” que permite o previene el pa-
so de moléculas o toxicos espontdneamente de la sangre
al parénquima cerebral y al liquido cefalorraquideo. Entre
sus funciones se encuentra proteger la quimica y fisica del
entorno del liquido cefalorraquideo, previniendo la muer-
te celular prematura y la neurodegeneracion [2].

La BBB esta compuesta de tres elementos que presen-
tan conexiones estrechas entre ellos: (i) células endotelia-
les que forman la microvasculatura dentro del tejido ce-



rebral; (ii) epitelio de los plexos coroideos, junto con el
epéndime epitelial que encierra los érganos cicunventri-
culares y los plexos coroideos; (iii) la membrana aracnoi-
dea avascular subyacente a la dura, la cual encierra com-
pletamente el CNS, extendiéndose al sistema nervioso
periférico como la neurilema alrededor de los nervios
periféricos [2].

La mayoria de las moléculas que la atraviesan lo hacen
a través de interacciones con receptores especificos expre-
sados en las células endoteliales de los capilares cerebra-
les [2], [3]. Ciertas moléculas, como oxigeno, carbono,
glucosa... pueden atravesar la barrera mediante difusién
pasiva, o bien tienen mecanismos de transporte especifi-
cos para ellos embebidos en las membranas de las células
endoteliales [2]. Los sistemas de transporte endégenos
pueden clasificarse en tres categorias: (i) transporte me-
diado por proteinas transportadoras, que son proteinas
especializadas y estereoespecificas (como GLUTI, trans-
portador de glucosa); (ii) sistemas que median el eflujo
unidireccional de sustancias lipofilicas y xenobidticos
(por ejemplo los receptores ABC); (iii) transporte mediado
por receptor, los cuales constituyen receptores péptido
especificos que pueden iniciar la endocitosis y transcitosis
(2], [3].

La neurodegeneraciéon se define como la pérdida pro-
gresiva de las estructuras y funciones neuronales [2]. Los
datos de la acumulacién de metabolitos en las LSDs su-
gieren que las alteraciones en la BBB podrian estar invo-
lucrados en estas enfermedades, asi como en las enferme-
dades neurodegenerativas [2], [3]. Los cambios neuroin-
flamatorios que acompafian a la neurodegeneracién
comunmente afectan a la BBB o a su funcién, mediante la
alteracion de los sistemas de transporte, afectando a su
integridad, mejorando la entrada de células inmunes [2].

4. TRATAMIENTOS

4.1.Trasplante de médula 6sea

Es la estrategia clasica. Consiste en el trasplante de médu-
la 6sea, con el objetivo de que la nueva médula produzca
més células que contengan lisosomas sanos. La alta mor-
bimortalidad de esta terapia hace que su uso sea casi in-
existente. Una aproximacién relacionada es la implanta-
cion de células sanas hematopoiéticas [1], [2], cuyas ven-
tajas ademas serian una acciéon inmunomoduladora y an-
tiinflamatoria [3].

4.2. Terapia génica

En este tipo de tratamiento se usan vectores virales para
modificar las células. Se suelen usar vectores de adenovi-
rus, virus adeno-asociados, herpesvirus, retrovirus y len-
tivirus, que son capaces de integrar las secuencias de ge-
nes exégenos en el genoma del huésped, de manera que
se inserta el gen de la enzima deficiente [1], [2], [3].

Esta modificacién puede realizarse in vivo o ex vivo. El
primer caso es el mas usado, se inyecta directamente el
vector viral en las células del paciente. En el segundo ca-
so, hay que extraer las células del paciente, modificarlas
en el laboratorio, y volver a reimplantarlas[1], [2].
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La desventaja de esta técnica es su ineficiencia en al-
gunos tejidos, como en el CNS [1].

4.3. Terapia de reduccion de sustrato (SRT)

Esta estrategia usa moléculas inhibidoras contra la enzi-
ma productora del metabolito que se acumula, con el ob-
jetivo de disminuir la biosintesis, y por tanto, la acumula-
cién de éste [1], [3]. Algunos de estos farmacos estdn ya
clinicamente disponibles para tratar la enfermedad de
Gaucher, como N-butildeoxinojirimicina (NB-DNJ o Mi-
glustat) y N-butill-deoxigalactonojirimicina (NB-DG]J),
que inhiben la glucosilceramida, enzima encargada de
producir glucosilceramida a partir de UDP-glucosa [2],
[3]. Aunque en teoria ambos compuestos podrian atrave-
sar pasivamente la BBB, no se han obtenido buenos resul-
tados en ensayos clinicos en pacientes con enfermedad de
Gaucher tipo III. Esto podria deberse a la limitada poten-
cia de estas moléculas o a la naturaleza irreversible del
déficit neurolégico [3]. Ademads, miglustat presenta efec-
tos secundarios adversos como perturbaciones gastroin-
testinales y temblores [2], [3].

4.4. Terapia de reemplazo enzimatico (ERT)

Esta terapia consiste en la administracién periédica de la
enzima perdida o deficiente en su estado silvestre, con el
objetivo de reducir o prevenir la acumulacién del sustrato
responsable de las manifestaciones clinicas [2].

Esta terapia es el principal tratamiento para las LSDs
[1], aunque no es capaz de atravesar la BBB [3]. La causa
principal es el alto peso molecular de las enzimas y la
pérdida de expresion del receptor de M6P a este nivel [2].

4.5. Chaperonas farmacolégicas (PC)

El incorrecto plegamiento de la enzima mutada resulta en
un transporte ineficiente de ésta hacia el lisosoma [1]. El
uso de chaperonas que se unen a estas enzimas provo-
cando su correcto plegamiento hacen que se restaure su
transporte hacia el lisosoma [1], [3]. La mds interesante
para la enfermedad de Gaucher es el iminoaztcar isofa-
gomina, que se ha visto capaz de entrar en el cerebro en
cantidades suficientes para incrementar los niveles de
glucocerebrosidasa (GCS) en un modelo de ratén con
afectaciones neuropdticas. En algunos casos, farmacos
que ya han sido aprobados por la FDA para otras indica-
ciones podrian ser identificados para su uso como chape-
ronas farmacolégicas [3].

4.6. Nanoparticulas

Una estrategia novedosa es el uso de nanoparticulas
combinadas con la ERT para tratar las LSDs. Consiste en
el encapsulamiento de las enzimas lisosomales recombi-
nantes en polimeros biocompatibles, de manera que podr-
fan mejorar la llegada de las enzimas a &reas de dificil
acceso, como el CNS, controlando y prolongando la libe-
racion de las enzimas [1], [2]. La nanotecnologia represen-
ta una mejor estabilidad fisicoquimica y biolégica, largo
tiempo de circulacién, biodisponibilidad mejorada, y la



posibilidad de marcar tejidos, 6rganos, células u organu-
los especificos con el compuesto activo [4].

En las tltimas décadas se han desarrollado diferentes
biomateriales, del tamafio de la nano escala, con el objeti-
vo de aumentar la biodisponibilidad de compuestos te-
rapéuticos, protegerlos de la degradacién, controlar su
tiempo de circulacién y el rango de liberacién, y proveer
de una diana especifica a las regiones del cuerpo afecta-
das por la enfermedad, mejorando asi los resultados te-
rapéuticos y minimizando los efectos secundarios. Algu-
nas de las estructuras disefiadas para este fin han sido
liposomas, nanoestructuras de carbono, dendrimeros ra-
mificados, y polimeros anfifilicos (micelas autoensambla-
das o particulas de polimeros). Por ejemplo, para la en-
fermedad de Gaucher se han desarrollado microesferas
de alginato que contenfan GCS recombinante, obteniendo
buenos resultados en el tejido ¢seo de ratones modelos
[1]. En el caso de la mucopolisacaridosis tipo IV, se han
sintetizado nanoparticulas cargadas con arilsulfatasa B,
enzima deficiente en esta enfermedad, y recubiertas con
polisorbato 80, aunque no se han visto mejoras en las ma-
nifestaciones neuroldgicas en el modelo de ratén [2], [4].

La interaccién de las nanoparticulas con la membrana
celular depende del tamafio, la forma y la quimica super-
ficial del transportador, asi como su internalizacién. Se
identificé un tamafio 6ptimo de nanoparticula alrededor
de 25-30nm, al cual la asimilacion celular alcanzaba su
maximo grado. Ademas se ha probado que la asimilacién
estd regulada por la tension de la membrana, la cual pue-
de ser controlada por el tamafio de la particula [4]. La
superficie puede ser ademas modificada con la adicién de
fracciones de afinidad como anticuerpos, péptidos, aztca-
res o aptameros, que promueven el reconocimiento por
receptores especificos de las células afectadas, mejorando
asi la biodistribucion [1], [4].

Se piensa que la mayoria de las nanoparticulas entran
en la célula a través de mecanismos endociticos, por lo
que podrian acumularse en endosomas y lisosomas. La
elaboraciéon de sistemas que marquen especificamente
estas organelas serian una estrategia adecuada. Las trans-
ferrinas son uno de los ligandos marcadores endociticos
mas ampliamente usados para la funcionalizacion de los
sistemas de distribucién de farmacos, asi como las lipo-
proteinas de baja densidad (LDL) [4]. Este es el caso de la
fusién de la GCS con la apolipoproteina B (ApoB), de
manera que se facilit6 la distribucién intravascularmente
con un vector lentiviral, alcanzando de esta manera el
cerebro de ratones a través del receptor de las LDL [3].

Una proteina que sirve como marcador especifico de
las LSDs es la molécula de adhesion intracelular 1 (ICAM-
1), ya que se encuentra en células endoteliales afectadas
que provocan inflamacién, proceso involucrado en la ma-
yoria de LSDs, o lo que es lo mismo, en la mayoria de las
células diana de las LSDs [1], [4]. Su internalizacién no
estd mediada por receptores endociticos, sin embargo, es
capaz de promover la internalizacién de nanoparticulas
conjugadas con anti-ICAM-1. Un ejemplo lo encontramos
en nanoparticulas esféricas de poliestireno simple de
aproximadamente 200nm, y otras con forma de baston,
conjugadas con anticuerpo anti-ICAM-1. Las nanoparticu-
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las con mayor superficie especifica, aquellas con forma de
bastén, aumentaron su unién a receptores diana [4].

Este sistema parece ser la estrategia mas prometedora
para superar la limitacién que supone atravesar la barrera
hematoencefélica por parte de los farmacos, y asi poder
tratar las enfermedades con afectaciones neuropaticas,
como es el caso de la enfermedad de Gaucher tipo III. De
todos los tipos de nanoparticulas que hay, dos parecen ser
las opciones mas adecuadas para la distribuciéon cerebral:
las nanoparticulas poliméricas y los lipidos [4].

Dentro de las nanoparticulas poliméricas las particulas
mas destacables son las hechas de poli-cianoacrilatos co-
mo poli-butil cianocriacrilato, copolimero con acido glicé-
lico del 4cido polilactico (PLGA) y citosano (CS) [4].

Las nanoparticulas compuestas de polimeros biode-
gradables y biocompatibles como PLGA han sido apro-
badas por la FDA para uso humano [2], [4], [5]. Estas ma-
trices poliméricas previenen la degradacién de los farma-
cos y pueden liberarlos controladamente [4]. Las PLGA
modificadas con glicopéptidos (g7-NPs) han desencade-
nado eficazmente el paso a través de la BBB tanto in vitro
como in vivo en animales modelos [2].

Las nanoparticulas de lipidos sélidos (SLN) consisten
en un nucleo relativamente rigido compuesto de lipidos
hidrofébicos que son sélidos a temperatura ambiente y
corporal, a veces rodeadas por una monocapa de fosfoli-
pidos, y que pueden estabilizarse mediante la inclusién
de surfactantes. Las ventajas de estas nanoparticulas con
respecto a otras son su baja citotoxicidad, su alta capaci-
dad de carga y su adaptabilidad. Como desventajas, son
unas moléculas caras de producir y sélo controlan la libe-
racién del farmaco durante varias semanas [4].

Los liposomas son vesiculas esféricas compuestas por
al menos una bicapa lipidica que delimita un comparti-
mento interior acuoso, lo que le permite llevar una varie-
dad de moléculas hidrofébicas, hidrofilicas y anfifilicas
[1], [2]. Se han estudiado aplicaciones exitosas de liposo-
mas conjugados con anticuerpos, o inmunopolisomas,
que han transportado farmacos a través de la BBB, como
es el caso de liposomas modificados con ocatadecil-
rhodamina B lisosomotrépica (Rh) cargados con GCS te-
rapéutica velaglucerasa alfa (VPRIV) para tratar la enfer-
medad de Gaucher [2], [4].

Un prometedor transportador para la distribucién ce-
rebral son las nanoparticulas de albtimina sérica humana,
debido a su naturaleza no téxica y biodegradable. Por
otra parte, otra alternativa que esta proporcionando bue-
nos resultados es la PEGNOLOGY [4], que consiste en
conjugar las proteinas con polietilénglicol (PEG), ya que
estos conjugados presentan propiedades mejoradas como
por ejemplo, el aumento de la vida media en circulacién o
la reduccién de la inmunigenicidad y antigenicidad. Estas
nanoparticulas constituidas por enzimas recombinantes
lisosomales fusionadas a PEG establecen interacciones
con moléculas de agua, generando una capa de hidrata-
cioén “protectora” contra el reconocimiento por el sistema
del complemento y las células inmunes [1]. Asi, la conju-
gaciéon de PEG a GCS aumenta el tiempo de circulacién
de la enzima modificada, ademés de proveer niveles mas
altos de actividad, lo que es un avance importante para el



tratamiento de la enfermedad de Gaucher [4].

La utilizacién de nanoparticulas de ceramica, formada
por compuestos inorganicos como silica, aldmina, meta-
les, 6xidos metalicos y/o sulfuros metalicos, debido a su
baja biodegradabilidad y bajo perfil de disolucién, no son
inadecuados para su administracién a largo tiempo. Por
el contrario, el tamafio y las caracteristicas de la superficie
de las nanoparticulas inorganicas pueden servir para evi-
tar el sistema reticuloendotelial [4].

Otro tipo de nanoparticulas poliméricas que cabe des-
tacar son las llamadas nanoparticulas “inteligentes”, for-
madas con biomateriales basados en hidrogel. Estas
moléculas no-degradables mejoran la distribucion cito-
plasmatica de una variedad de moléculas terapéuticas,
caracterizandose por su capacidad para “sentir” los cam-
bios en el pH. A pH fisiolégico cambian reversiblemente
desde una conformacién hidrofilica a una hidrofébica [4].

5. CONCLUSIONES

Aunque existen diferentes estrategias que abordan las
enfermedades lisosomales desde diferentes puntos de
vista, un mejor entendimiento del mecanismo de las en-
fermedades permitiria el desarrollo de mejores interven-
ciones en varias etapas de la cascada de procesos que lle-
van desde la deficiencia inicial de la enzima, pasando por
la acumulacién de sustrato, hasta el paso final de disfun-
cién neuronal y muerte. Por tanto, la mejor terapia para
las LSDs seria una combinacién de una o varias de las
estrategias desarrolladas hasta la fecha.

Es de tener en cuenta, que mejoras usadas en algunas
de las técnicas, como la glicosilacién de las enzimas en las
chaperonas farmacolégicas, podrian asi mismo imple-
mentarse en las otras estrategias. Por ejemplo, podrian
usarse nanoparticulas recubiertas residuos de manosas-6-
fosfato para mejorar su direccionamiento hacia los liso-
somas.

Uno de los principales problemas que presentan las
nanoparticulas es el tamafio, pues estamos hablando de
encapsular varias enzimas, que ya de por si pueden tener
un peso molecular considerable. Habria que hayar la ma-
nera de encapsular la minima secuencia peptidica que
permita el correcto plegamiento y funcionamiento de la
enzima para poder obtener un tamafio de nanoparticulas
de 10nm, pues es el tamarfio que se ha visto capaz de atra-
vesar la BBB. Si no, esta estrategia no serfa apta para los
casos con manifestaciones neuropéticas.

Los esfuerzos de la investigacién estan centrados en el
desarrollo de nuevas estrategias alternativas que mejoren
la distribucién de los farmacos a través de la BBB, espe-
cialmente en el caso de las LSDs. Aunque se han conse-
guido avances significativos y hay diferentes aproxima-
ciones desarrolladas, es importante seguir nuevas vias de
abordaje como el desarrollo y uso de la nanotecnologia en
este campo. Los mecanismos que conducen al proceso de
distribucion de los farmacos, asi como la evaluacion rela-
cionada con su eficacia y seguridad, hacen pensar que la
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BBB no es una barrera impenetrable, y que, por tanto,
podria conseguirse un tratamiento capaz de mejorar las
manifestaciones neuropaticas.
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Nanotecnologia para modular el sistema
Inmune

Nuria Fernandez-Fernandez

Resumen—La modulacién del sistema inmune es esencial para el tratamiento de enfermedades infecciosas y enfermedades
autoinmunes, que presentan un gran numero de personas. A través de la nanotecnologia, se puede conseguir mejorar las
respuestas inmunes necesarias para la inmunizacion. Las propiedades de las nanoparticulas, definidas en especial por su
forma, composicién, tamafo y material permiten nuevas formas de administracién, el direccionamiento de las moléculas a
células inmunes concretas y favorecer un tipo de respuesta inmune concreta. La encapsulacion de las moléculas en
ensamblaje capa por capa es una de las estrategias de sintesis méas prometedoras para los nanovehiculos. Actualmente, se
estan investigando diversos tratamientos basados en nanotecnologia para tratar enfermedades infecciosas como la malaria,
para la que se han desarrollado dos vacunas, y enfermedades autoinmunes como el lupus y la encefalomielitis autoinmune.
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1. INTRODUCCION

La modulacién del sistema inmune se plantea como la
base de nuevas terapias muy prometedoras para algunas
de las enfermedades que actualmente son més preva-
lentes, como el cancer, el VIH, la diabetes y las enferme-
dades autoinmunes. La inmunomodulacién puede con-
sistir en la activacion del sistema inmune para generar
una respuesta contra un antigeno especifico, o la induc-
ciéon de inmunotolerancia contra antigenos y farmacos
inmunoactivos [1]. La nanotecnologia es un campo que
estd creciendo exponencialmente, y es una herramienta
muy util para ambos objetivos. Tanto la composicién,
como las caracteristicas fisicoquimicas de las nanoparticu-
las, pueden influir en su interaccién con las células
inmunes, favoreciéndose uno u otro tipo de inmunomod-
ulacién [2, 3].

En esta revision, se trataran varias aplicaciones de la
nanotecnologia en la inmunomodulacién: cémo la nano-
tecnologia puede ayudar a alcanzar la poblacién de célu-
las inmunes deseada, logrando su modulacién; qué papel
desemperia en el desarrollo de nuevas vacunas contra
enfermedades infecciosas; y, por ultimo, la contribucién
de la nanotecnologia al tratamiento de enfermedades au-
toinmunes.

2. ACCESO DE LAS NANOESTRUCTURAS A LAS
CELULAS DIANA

2.1. Rutas de administracion

Las células clave involucradas en la inmunidad se
concentran en los tejidos linfoides. Por tanto, dirigirse a
estos tejidos facilita el acceso a las células inmunes y, en
consecuencia, aumenta la eficacia de las nanovacunas.

Una forma de administracion es a través de las muco-
sas. Los tejidos linfoides estan asociados al entorno de las
mucosas (MALT) a través de las células M, especializadas
en la transcitosis de cuerpos extrafios para que sean

Nuria Ferndndez-Fernindez. Universidad Pablo de Olavide. nferfer@upo.es.

reconocidos por las células inmunes residentes en MALT.
Para que tenga lugar el transporte de forma eficaz, es
necesario un equilibrio preciso entre las propiedades mu-
choadhesivas y de mucodifusién de las nanoparticulas.
Ademas, la fisiologia de la mucosa varia a lo largo del
cuerpo. Estas propiedades se definen por el tamafo y la
composicion de los nanovehiculos, en especial la com-
posicién de la superficie. Aunque las propiedades de las
nanoparticulas dependeran de la zona del cuerpo en la
que se administren, de forma general, el tamafio de la
nanoparticula debe ser inferior al tamafio de la mucosa, y
la presencia de un revestimiento de acido polilactico pe-
gilado (PEG-PLA) favorece el transporte a través de las
superficies mucales.

La administracién parenteral, que incluye las admin-
istraciones intramuscular, subcutdnea e intradérmica, es
la principal via de vacunacién. A través de esta via, segin
sus propiedades fisicoquimicas y composicion, las nano-
particulas pueden viajar directamente al nédulo linfatico
mas cercano, o permanecer en el sitio de inyeccion y at-
raer a células dendriticas migratorias y macréfagos. El
drenaje al ganglio linfatico es, generalmente, inversamen-
te proporcional al tamafio de las nanoparticulas, siendo
los 100 nm el tamafio 6ptimo. Por otra parte, también es
de gran importancia la carga superficial, de forma que el
drenaje se ve facilitado cuando las nanoparticulas
presentan carga negativa, debido a la repulsién que se
genera con la matriz extracelular, cargada negativamente,
y que actia como una la fuerza motriz del desplaza-
miento. Aun asi, también se ha observado que la presen-
cia de PEG en la superficie de los nanovehiculos hace que
su carga superficial se acerque a la neutralidad, con un
efecto positivo en el drenaje hacia el nédulo linfatico.

2.2, Células diana y respuestas

Las principales células diana en la modulacién del
sistema inmune son las células inmunes circulantes, que
incluyen monocitos, macréfagos y células dendriticas.



Una de las estrategias para generar una respuesta
inmune eficaz es disehar nanovehiculos que puedan al-
canzar un subconjunto de células inmunes. Aunque no
existe una conclusién clara, el enfoque maés eficaz para
dirigir a los nanovehiculos hasta sus células diana parece
ser proporcionarles ligandos especificos de direcciona-
miento. En el caso de los macréfagos, este ligando puede
ser inmunoglobulina G, mientras que para las células
dendriticas presenta buenos resultados la funcionaliza-
cién de las nanoparticulas de acido poli lactico-glicélico
pegilado (PEG-PLGA) con anticuerpos dirigidos a CD40,
CD11c o DEC-205.

Otra estrategia consiste en usar adyuvantes que mod-
ifican la respuesta de un conjunto de células inmunes.
Estas moléculas pueden imitar patrones moleculares aso-
ciados a patégenos (PAMP), para activar a diferentes re-
ceptores que conduciran a la respuesta inmune.

Para conseguir inmunizar contra las enfermedades
infecciosas, es necesario estimular la respuesta celular y
humoral. Se ha observado que existe una correlaciéon en-
tre el tamafo de las nanoparticulas y su capacidad para
favorecer la presentaciéon cruzada. En general, los tama-
fios mas pequefos mejoran la presentacion cruzada y las
respuestas Thl, mientras que los tamafios micrométricos
tienen una mayor preferencia a generar respuestas Th2.
Esto puede deberse a que las particulas mas pequenas, en
especial con tamafios similares a los virus, son endocita-
das por las células dendriticas, favoreciéndose posterior-
mente el escape endosomal, lo que impulsa la respuesta
celular, mientras que los tamafos superiores a 500 nm
conducen a una presentacién mas eficiente por el MHCI]I,
generando respuestas humorales mas fuertes. Aunque la
unién de los antigenos a nanoparticulas aumenta la acti-
vacioén de células B y con ello la respuesta humoral, las
nanoparticulas se pueden dirigir de forma directa hacia
las células T CD8+ a través de células presentadoras de
antigenos artificiales (aAPCs), que presentan marcadores
celulares, activando la respuesta celular. La activacién de
células T CD8+ a través de aAPCs es mayor cuando se
usan junto a particulas paramagnéticas y Quantum Dots.

En las enfermedades autoinmunes, es necesario gen-
erar una respuesta tolerogénica para controlar la
respuesta inmune que tiene lugar contra los autoan-
tigenos. En un individuo sano, las APCs eliminan y
procesan los restos producidos durante la apoptosis, para
presentarlos en los procesos de tolerancia. Para ello es
esencial que los receptores de las APCs reconozcan la
sefial apoptoética y endociten los residuos. En base a ello,
se han disefiado nanoparticulas que porten en su interior
las moléculas para las que se quiere generar tolerancia, y
que presenten en la superficie sefiales de apoptosis, como
la fosfatidilserina, para potenciar su captacién por las
APCs. Por otra parte, también es importante, la forma de
la nanoparticula. Se ha observado que las nanoparticulas
nanorod son mads eficientes para inducir respuestas
tolerogénicas que las esféricas. Por dltimo, cargar molécu-
las inmunomoduladoras, como la rapamicina o la vitami-
na D3, en los nanotransportadores, ayuda a las APC a
alcanzar un estado tolerogénico [2].
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3. ESTRATEGIAS PARA LA ENCAPSULACION DE LAS
MOLECULAS

Una de las estrategias para la encapsulacién de las
moléculas es el ensamblaje capa por capa (LbL), que im-
plica la deposicién o conjugacion alternativa de especies
interactuantes complementarias (tipicamente polimeros,
pero también pueden usarse proteinas, sacaridos, dcidos
nucleicos, lipidos y nanoparticulas) en un material de
plantilla. En la mayoria de los casos, esta plantilla es
solida y puede ser tanto plana como coloidal o incluso
tener una forma mas compleja. Como fuerza motriz para
el ensamblaje de LbL, la interaccién electrostética, el en-
lace de hidrégeno y el acoplamiento covalente han sido
los mas explorados. El mayor activo de la tecnologia LbL
es su capacidad para funcionalizar précticamente
cualquier superficie con compuestos que difieren enor-
memente en propiedades fisicoquimicas y biolégicas [3].

4. VACUNACION CONTRA ENFERMEDADES
INFECCIOSAS

La gran mayoria de las vacunas actuales consisten en
la administracién de microorganismos vivos atenuados.
Aunque han demostrado ser eficaces, presentan dos
grandes problemas: necesitan refrigeracion, restringiendo
el acceso a ellas en paises menos desarrollados, y pueden
ser peligrosas si el patégeno es capaz de revertir a un es-
tado mas activo, pudiendo causar la muerte en individu-
os inmunosuprimidos, como las personas infectadas con
VIH. Por ello, se han desarrollado vacunas basadas en
antigenos purificados a partir de los microorganismos.
Estas tultimas, aunque mdas seguras para individuos
inmunosuprimidos, son menos inmunogénicas. Las na-
noparticulas, por su propia naturaleza, presentan una
habilidad inherente para facilitar la presentacién cruzada
de los antigenos. Los métodos principales basados en
nanotecnologia mas prometedores incluyen: el direc-
cionamiento de las nanoparticulas a las APC para activar
la presentacioén cruzada del antigeno; sintetizar nanopar-
ticulas con polimeros que respondan al pH para facilitar
el escape endosomal del antigeno hacia el citosol; y trans-
portar plasmidos de DNA en nanoparticulas que se fag-
ocitardn para permitir la produccién intracelular del
antigeno. Otra estrategia consiste en el uso de adyu-
vantes. Por ejemplo, el inflamasoma NALP3, que forma
parte de los receptores citosélicos tipo Nod, que participa
en la respuesta inmune, se puede activar con 4cido drico,
silica y con nanoparticulas de (PLGA). La tendencia en los
altimos afios ha sido disefiar nanosistemas que combinan
las propiedades intrinsecas de los nanovehiculos con la
encapsulacion de los adyuvantes. De esta forma, combi-
nando las propiedades mucoadhesivas del quitosano con
los adyuvantes escualeno e imiquimod, un antagonista de
TLR7/8, y administrando las nanoparticulas por via in-
tranasal, se generan niveles de IgG mejorados y durade-
ros [4, 5].

Con nanoparticulas, se han desarrollado dos vacunas
contra la malaria. Una de ellas consiste en nanoparticulas
de poli (acido lactico-co-glicélico) (PLGA) con un re-



vestimiento fosfolipidico, mientras que la otra se basa en
vesiculas multilamelares, ambas presentando el antigeno
VMP001-malaria en la superficie. La administracién sub-
cutdanea de ambas formulaciones en presencia del adyu-
vante MPLA condujo a fuertes respuestas celulares, asi
como a un perfil Th1/Th2 mas equilibrado [2].

5. VACUNACION PARA ENFERMEDADES
AUTOINMUNES

En las enfermedades autoinmunes, las proteinas
autélogas son reconocidas como antigenos extrafios por el
sistema inmune, lo que conduce a la generacién de clones
de células T y B autorreactivas. El tratamiento actual con-
siste en el uso de farmacos antiinflamatorios clasicos y en
terapias inmunosupresoras, pero son terapias inespecifi-
cas que conducen a importantes efectos secundarios. La
nanotecnologia puede permitir un tratamiento mas es-
pecifico, que solo afecte a las células inmunes autorreacti-
vas [2].

Una de las posibles estrategias consiste en aprovechar
las propiedades fisicas y quimicas, de los nanomateriales,
entre ellos la toxicidad, para orientarlos y matar o inhibir
a las células inmunes autorreactivas. Es el caso de los
nanotubos de carbono de pared mdultiple, que, cuando
son inhalados, promueven la inmunosupresién sistémica
sin causar dafio pulmonar significativo, a través de un
mecanismo dependiente de la secrecién del factor de crec-
imiento tumoral beta, prostaglandinas e IL-10.

Otra estrategia es el uso de nanovehiculos para la
administracion de compuestos antiinflamatorios a los
fagocitos. Esta terapia se ha probado para la encefalomie-
litis autoinmune, mediante el uso de liposomas cargados
con glucocorticoides y se obtuvo, con una dosis menor,
una respuesta mayor que con el tratamiento de glucocor-
ticoides convencional.

También se puede aprovechar la capacidad de las na-
noparticulas para el transporte direccional, para entregar
autoantigenos a APC tolerogénicas. Se han utilizado
nucleos de un gel que contiene ciclodextrinas encerradas
en una bicapa lipidica, para suministrar acido micofenéli-
co a un modelo de lupus murino de forma dirigida a las
células dendriticas, para que se presente en los controles
de tolerancia, promoviéndose la supresion parcial de la
enfermedad y su progresion.

Por dltimo, se esta investigando una estrategia
diferente a los enfoques anteriores, que implica el su-
ministro directo de moléculas tolerogénicas a las células
T. Consiste en nanoparticulas con moléculas de MHC
unidas a su superficie, que presentan péptidos derivados
de los autoantigenos. Esta estrategia se estd probando en
ratones modelos de diabetes, utilizando péptidos deriva-
dos de la proinsulina o cromogranina A, con la que se ha
conseguido promover la delecion clonal y la expresion de
IL10 en algunas células T [6].

6. CONCLUSIONES

La modulacién del sistema inmune es necesaria para
luchar contra muchas enfermedades, como las enferme-
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dades infecciosas y las enfermedades autoinmunes, que
afectan a un importante namero de personas. La nanotec-
nologia es una herramienta con un gran potencial para
modular el sistema inmune. Haciendo uso de las diferen-
tes propiedades que pueden tener las nanoparticulas, de-
terminadas en especial por su composicién, tamafio, for-
ma y carga se puede conseguir la respuesta inmune
deseada. La aplicacién de la nanotecnologia en el campo
de la salud aporta multiples opciones para el tratamiento
de las enfermedades a través de la modulacién del siste-
ma inmune, permitiendo tratamientos dirigidos a células
y érganos concretos, mas especificos para cada enferme-
dad y con mejores resultados a dosis inferiores de farma-
co. Ademas, representa una opcién muy prometedora
para personas inmunosuprimidas y para el tratamiento
de enfermedades comunes de zonas mas pobres, gracias a
que las vacunas basadas en nanotecnologia pueden con-
servar bien sus propiedades sin necesidad de refrigera-
cioén. Son numerosas las ventajas y aplicaciones que pre-
senta el uso de la nanotecnologia para la modulacién del
sistema inmune.
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Nanoparticulas de oro en la deteccion viral

Carmen Frias Lobato

Resumen— Debido a la gran mortalidad que causan las infecciones virales a nivel mundial actualmente y la complejidad de los
sistemas de deteccion viral existentes, es imprescindible el desarrollo de nuevas herramientas de diagnostico que permitan, no
s6lo detectar la carga viral en el paciente, sino también seguir el progreso del tratamiento. En este articulo se presentan las
nuevas aplicaciones de las nanoparticulas de oro en la deteccion de diferentes tipos de virus, como el Virus del Herpes Simple
y el Virus del Papiloma Humano. Estos sistemas de deteccién utilizan nanoparticulas de oro conjugadas con moléculas

biolégicas dirigidas a estructuras especificas del virus a detectar.

Palabras Claves — Nanoparticulas de oro, deteccion, Virus del Herpes Simple, Virus del Papiloma Humano.
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1. INTRODUCCION

Los virus son agentes patdgenos que estdn cau-
sando un aumento prominente de la morbilidad y la mor-
talidad en todo el mundo. Son altamente contagiosos vy,
ademds, las lagunas existentes en los sistemas de detec-
cién contribuyen a aumentar la incidencia de infecciones
virales y enfermedades asociadas, siendo estas la principal
causa de muerte a nivel mundial [1]. La implementacién
de herramientas de diagndstico altamente sensibles y es-
pecificas tendria el potencial de identificar rdpidamente
las infecciones virales, iniciar y guiar los controles para,
posteriormente, reducir su diseminacién. Con este fin se
han desarrollado recientemente varios enfoques nuevos
basados en nanoparticulas (NPs) [2].

Las excepcionales propiedades foténicas, eléctri-
cas y cataliticas de las nanoparticulas de oro (AuNPs),
junto con su especificidad de interaccién molecular con
varias biomoléculas (por ejemplo, anticuerpos y ADN
monocatenario, entre otros), representan los principios de
disefio de una amplia gama de sistemas de deteccién de
virus. En comparacién con otros tipos de nanomateriales,
las AuNPs, constituyen herramientas ideales en la detec-
cién de virus por numerosas razones, que incluyen la faci-
lidad de sintesis, caracterizacién y modificacién de super-
ficie, excelente estabilidad, biocompatibilidad y coeficien-
tes de absorcién excepcionalmente altos. Ademds, como
agentes marcadores, las AuNPs se visualizan facilmente
debido a sus colores intensos [2].

En este articulo, se proporciona una revisién ac-
tual de la deteccién de diferentes tipos de virus basada en
AuNPs. Los ensayos desarrollados son muy diferentes en
disefio y principio subyacente, no obstante, la utilizaciéon
de AuNPs conjugadas con biomoléculas dirigidas a virus
especificos es un componente clave en la mayoria de
ellos.

2. VIRUS DEL HERPES SIMPLE

El Virus del Herpes Simple (HSV) se encuentra entre los
virus mds prevalentes en los humanos. Hay dos tipos de
HSYV, serotipica y genéticamente diferentes: tipo 1 (HSV-1)
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y 2 (HSV-2). Ambos tipos son capaces de infectar las célu-
las epiteliales de la piel o las superficies de las mucosas y
pasar luego al sistema nervioso central, causando infec-
ciones duraderas e incurables en los seres humanos. Estas
infecciones son principalmente asintomdticas, pero pue-
den dar lugar progresivamente a complicaciones graves
de salud. Por ejemplo, la infeccién por HSV-1 es la princi-
pal causa de ceguera infecciosa, mientras que la infeccién
por HSV-2 puede desencadenar tlceras genitales. Sin em-
bargo, estos virus estdn implicados en muchas otras afec-
ciones clinicas, como encefalitis, conjuntivitis, lesiones
cutdneas zosteriformes, neumonia e infecciones sistémicas
que comprometen érganos vitales [2], [ 3].

Actualmente no existen vacunas protectoras con-
tra los HSV, y tan solo unos pocos medicamentos disponi-
bles comercialmente, como el aciclovir, el valaciclovir y el
famciclovir, son ttiles para controlar los sintomas y signos
de infeccién. Ademds, la eficacia de estos medicamentos
es cada vez menor debido al desarrollo de resistencia a los
mismos por parte del virus. Por lo tanto, el diagnéstico
precoz de la infeccién por el virus HSV es fundamental
para controlar de manera efectiva su gravedad y aplicar el
tratamiento mas adecuado[2].

Por su color rojo caracteristico, las AuNPs pueden
utilizarse como marcadores colorimétricos en un ensayo
inmunocromatografico de flujo lateral (LFIA) para permi-
tir la deteccién inmunolégica del antigeno HSV. En la
Figura 1 se muestra el diagrama de la tira de la prueba de
deteccién. La inmunoglobulina anti-IgG humana conju-
gada con oro coloidal de 40 nm se pulveriza sobre una
almohadilla localizada entre la almohadilla del tampén y
el pocillo donde se deposita la muestra. Después de este
pocillo, se sittian tres reactivos separados (antigeno gG-1
recombinante, antigeno gG-2 nativo purificado, y anti-
cuerpo anti-IgG humana de cabra) que se unen a una
membrana de nitrocelulosa en fase sélida. El antigeno gG-
1 se localiza en la linea de prueba mds cercana a la mues-
tra y sirve como un preabsorbente para anticuerpos contra
HSV-1 presente en la muestra. La gG-2 nativa purificada
se sitda en la posicién de la linea de prueba (T), mientras
que una anti-IgG humana de cabra se localiza en la posi-
cién de la linea de control (C) [4].
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Figura 1. Representacion gréafica del sistema de deteccion del HSV
[4].

La adicién de un tampén de carga hace que el
anticuerpo anti-IgG conjugado con oro y la muestra mi-
gren a través de la tira reactiva. A medida que la muestra
migra, se pone en contacto secuencialmente con la linea de
preabsorcién HSV-1, la linea de prueba HSV-2 y finalmen-
te la linea de control, que se une a la IgG humana presente
en la muestra. Como resultado, los anticuerpos contra
HSV se capturan en las lineas de prueba y se marcan con
los anticuerpos anti-IgG humana conjugados con oro, lo
que hace que aparezcan unas lineas rojas caracteristicas.
La formacién de lineas de control y prueba indica un re-
sultado positivo para HSV, mientras que la formacién de
una linea de control solo indica un resultado negativo pa-
ra el virus. La ausencia de una linea de control indica que
no se agregd ninguna muestra a la prueba (Fig. 2) [4] .

A—M

Figura 2. Dispositivo de ensayo para la deteccion del HSV. (A). Dis-
positivo ejecutado solo con bufer. (B) Dispositivo ejecutado con un
suero negativo para HSV-2. (C) Dispositivo ejecutado con sangre

positiva para HSV-2.

3. VIRus DEL PAPILOMA HUMANO

Las infecciones por el virus del Papiloma Hu-
mano (VPH) son las infecciones virales de transmisién
sexual mds extendidas a nivel mundial. Los VPH son pa-
tégenos altamente epiteliotrépicos que, generalmente,
infectan la capa mds profunda de la piel o las superficies
genitales. La mayoria de las infecciones por VPH no cau-
san sintomas y, por lo general, desaparecen por s{ mismas
sin causar problemas clinicos, pero las infecciones persis-
tentes provocan complicaciones clinicas graves. Esta per-
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sistencia generalmente depende del tipo de VPH que cau-
sa la infeccién. Los tipos de alto riesgo, como los VPH 16,
18, 31, 51 y 52, generalmente se asocian a muchos canceres
de cuello uterino, vagina, vulva, pene, ano, cuello y cabe-
za, mientras que aquellos con menor riesgo, como los
VPH 6 y 11, se relacionan principalmente con verrugas
anogenitales y papilomatosis respiratoria recurrente. Ac-
tualmente, el VPH se considera el virus causante de cancer
mds importante, ya que estd asociado con, aproximada-
mente, el 4.8% de todos los cdnceres humanos. A pesar de
esta alta importancia clinica del VPH, no hay tratamientos
disponibles, y el uso de la vacuna bivalente contra los
VPH 16 y 18 o la vacuna cuadrivalente contra los VPH 6,
11, 16 y 18 sigue siendo la primera y tnica opcién para
controlar la carga global de la enfermedad por VPH. De
hecho, estas vacunas son relativamente costosas, y su efi-
cacia estd muy restringida a tipos especificos de VPH. Por
lo tanto, el desarrollo de técnicas de diagndstico precisas
para la deteccién y tipificacion del VPH es esencial para
adquirir datos e iniciar programas de vacunacién apro-
piados [2].

Los ensayos basados en AuNPs para la deteccién
molecular del VPH consisten en ensayos fotoeléctricos,
fluorimétricos, eléctricos y colorimétricos. En el ensayo
fotoeléctrico (Fig. 3A), el ADN diana biotinilado amplifi-
cado por PCR se captura en la superficie del array de fo-
todiodos (PDA) por hibridacién con las sondas de DNA, y
luego se marca con anticuerpos IgG anti-biotina conjuga-
dos con AulNPs. Estas AuNPs mejoran la deposicién de
metal plateado sobre su superficie, ya que, promueven la
reduccién quimica de los iones de plata. La plata, que pre-
cipita sobre la superficie de las nanoparticulas de oro, blo-
quea la luz irradiada desde arriba por diodos emisores de
luz (LED) y disminuye, por tanto, la fotocorriente resul-
tante. Es decir, la concentraciéon de ADN objetivo se mide
en proporcion a la disminucién de la intensidad de luz
detectada eléctricamente usando un PDA [5].

Por otro lado, se ha desarrollado un ensayo fluo-
rimétrico que utiliza microesferas de poliestireno funcio-
nalizadas con protefnas ricas en electrones y sondas de
captura del DNA diana como unidades de deteccién.
Ademds, este ensayo se sirve de AuNPs doblemente fun-
cionalizadas con enzima peroxidasa (HRP) y sondas de
DNA complementarias al DNA diana (Fig. 3B). En este
ensayo, las AuNPs se aplican para marcar el ADN diana
capturado en la superficie de las microperlas. La HRP ca-
taliza la oxidacién de la biotina-tiramina con la ayuda de
moléculas de peréxido de hidrégeno. Este proceso final-
mente aumenta la deposicién de restos de biotina en la
superficie de las perlas, aumentando asi la eficacia del
marcado con conjugados de Quantum Dots-estreptavidina
y produciendo una sefial de fluorescencia mejorada que
varia significativamente en funcién de la concentracién de
ADN diana [6].
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Figura 3. Esquema de los ensayos de deteccion del Virus del Papiloma Humano (HPV). (A). Sistema de deteccién basado en un
array de fotodiodos (PDA). (B) Sistema de deteccion fluorimétrico basado en la integracion de AuNPs doblemente funcionaliza-
das y microesferas funcionalizadas con proteinas ricas en electrones y sondas de DNA bionitiladas complementarias al DNA

diana.

4. CONCLUSIONES

Las limitaciones en la deteccién y control de los
virus aumenta la posibilidad de aparicién o resurgimien-
to de una infeccién viral. En el pasado, muchos brotes de
virus comenzaron como eventos locales y luego se expan-
dieron hasta tener consecuencias globales, produciendo
pandemias y epidemias graves en todo el mundo. Por ello,
es de suma importancia el desarrollo de estrategias de
control y deteccion efectivas.

El pequefio tamario de los virus aumenta la difi-
cultad de su aislamiento, visualizacién y deteccién en
comparacién con otros microorganismos, como bacterias y
hongos que pueden examinarse fécilmente con microsco-
pios de luz ordinarios.

El oro es un metal noble, inerte y no téxico, que
sintetizado en tamafio nanomeétrico, adquiere unas pro-
piedades Opticas y eléctricas ideales para ser usado como
biosensor. Por ello, las AuNPs han tenido un tremendo
impacto en la deteccién viral. Al conjugarse con diferentes
biomoléculas, las AuNPs han permitido el desarrollo de
una nueva clase de sondas que han posibilitado mejoras
sustanciales en el disefio, rendimiento, sensibilidad, espe-
cificidad y estabilidad de los sistemas de deteccién que las
implementan. Esto supone una reduccién del tiempo de
deteccién y del coste total del proceso.
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