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EDITORIAL

Bienvenidos a un nuevo nimero de MoleQla. En esta
edicion otofal nuestros autores nos acercan de nuevo a lo mejor
de la ciencia actual en las secciones de Bio y Nanotecnologias,
Ambiental, Farmacia e Informatica.

Cuando las disciplinas cientificas parecen haber quedado
establecidas sobre bases que nos permiten extrapolar que ya
queda poco por descubrir, “La Ciencia” siempre tiene el poder
de sorprendernos y dejarnos sin aliento. Asi, en los fondos de los
océanos, donde se pensaba que las condiciones ambientales
(falta de luz, de nutrientes y presiones elevadas) imposibilitaban
la existencia de la vida, todo cambid con el descubrimiento de un ecosistema alrededor
de una chimenea hidrotermal: Se descubrieron los organismos extremofilos, capaces de
desarrollarse en condiciones muy alejadas de las que necesitan la inmensa mayoria de
organismos, y esto tendria implicaciones profundas sobre nuestra valoracion acerca de
la posibilidad de vida extraterrestre, como se vera en un articulo de esta edicion.

También trataremos el que es llamado a ser, a corto plazo, el tema de salud mas
preocupante en nuestros tiempos (Covid mediante): La resistencia microbiana a
antibidticos, cuya solucion podria hallarse en aproximaciones tan diversas como
bacteriéfagos o nanomateriales. Ademas, nuestros autores nos ilustran sobre
prometedoras plataformas de transporte selectivo de farmacos.

En este nimero también destaca la controvertida situacion de nuestras costas y, en
este caso, la del Mar Menor.

Por otra parte, en la seccion informatica, dos de los desarrollos mas emocionantes
del momento son los ordenadores cuanticos y la inteligencia artificial. Combinarlos
promete posibilidades sin limites. Os invito a descubrir el articulo que trata este tema.

Estos son solo algunos de los apasionantes articulos que encontraréis en la revista,
por lo que os invitamos a sumergiros en este nimero.

Desde la redaccién de MoleQla, los editores os deseamos una feliz lectura.
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Desulfovibrio bacteria in blacksmokers

Jesus Lozano Sanchez, Maria Luque Jiménez,
Carmen Lépez Dominguez, Carlos Luis Mozo Rivera

Abstract— In this article, we will examine the concept of chemotroph (sulfur-reducing and
sulfur-oxidizing organisms) from a biological, chemical, and thermodynamic standpoint, as well
as the interaction or adaptation that they experience under certain conditions, as in the case of
Desulfovibrio. Simultaneously, we will examine its energy performance by using different
systems to accept electrons (FADH instead of the more common NADH) and its response to

specific agents.

Keywords - Chemotroph, Desulfovibrio, Sulfur oxidation/reduction, electron acceptor, 2,4-

dinitrophenol (DNP), respiration (ATP).

1. INTRODUCTION

Desulfovibrio is a Gram-negative sulfate
reducing bacteria, genus commonly found in
aquatic environments with high levels of organic
material, as well as in water-logged soils. They
are major community members of extreme
oligotrophic habitats such as deep granitic
fractured rock aquifers.

Even though Desulfovibrio was long
considered to be a strict anaerobe (like other
sulfate-reducing bacteria), they can survive in
aerobic environments. Nevertheless, in these Oo-
rich environments their growth may be limited.
Like other sulfate-reducing bacteria, Desulfovibrio
was long considered to be obligately anaerobic.
This is not strictly correct: while its growth may be
limited, these bacteria can survive in O2-rich
environments. These types of bacteria are known
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Figure 1: Desulfovibrio bacteria culture

as aerotolerant.

Its unique location and shocking environment

were revolutionary at the time it was discovered:
the hydrothermal vents.
A hydrothermal vent is a fissure on the seafloor
from which geothermally heated water pours. They
are typically found around volcanically active
locations, sites where tectonic plates are moving
apart at spreading centers, ocean basins, and
hotspots. Because the planet is both geologically
active and contains a vast volume of water on its
surface and beneath its crust, hydrothermal vents
exist.

These bacteria take advantage of the fact that
those vents generate landforms known as black
smokers or white smokers, frequently housing
complex ecosystems driven by the chemicals
disolved in the vents fluids.

Figure 2: Hydrotherma/vents



Among those ecosystems formed by this
geological phenomenon, the most famous one is
the symbiotic relation between giant tube worms,
located next to the black smokers, and sulfur
reductive/oxidative bacteria.

Figure 3: Giant Tube Worm

These worms (which can reach 2 meters
length) form a symbiotic relation with sulfur
oxidative bacteria. They use hollow spaces to
allocate them and later provide S (which comes
from the black smokers). In exchange, organic
matter is produced, and the worms use it for their
growth.

As a result of this, SO4* is exerted on the
aquatic media. This is where Desulfovibrio steps
into the equation: they take these compounds and
reduce them, making this environment in some
way a cycle.

2. Chemotroph organisms

Chemotrophs use oxidized electron donors to
transport electrons into respiratory chains, where
ATP is produced.

Chemotrophs are organisms that obtain
energy by oxidizing electron donors in their
environment. These molecules might be organic
(chemoorganotrophs) or inorganic (chemolitho
trophs).

Chemolithotroph organisms acquire reducing
equivalents from inorganic substrates (usually
mineral) for its use in biosynthesis (for example,
carbon dioxide fixation) or energy conservation
via aerobic or anaerobic respiration. Only
microbes are known
chemolithotrophs; no known macrofauna can use
inorganic compounds as energy sources.

However, it is possible for macrofauna and
lithotrophs to form symbiotic relationships, in
which case the lithotrophs are referred to as
"prokaryotic symbionts". That is the case of
chemolithotrophic bacteria in deep sea worms.
Chemolithotroph bacteria in deep sea worms are
instances of this, as are plastids, plant cell
organelles that may have evolved from
photolithotrophic cyanobacteria-like creatures.

Phototrophs, on the other hand, are not
chemotrophs since they consume sun energy.

Chemotrophs can be either autotrophs or
heterotrophs. Chemoautotrophs include
methanogens, halophiles, sulfur oxidizers and
reducers, nitrifiers, anammox bacteria, and
thermoacidophiles. Thiomicrospira crunogena,
an example of extraordinarily rapid
chemolithotroph growth.

Figure 4: Thiomicrospira crunogena bacteria

2.1 Oxidation or reduction of sulfur
compounds

2.1.1 Sulfur Oxidation

The process of turning reduced sulfur
compounds, inorganic sulfur, and thiosulfate into
sulfuric acid is known as sulfur oxidation.

Sulfur is an essential component of all living
things and is commonly employed in metabolic
activities. These compounds are used as both
fuels and respiratory  (oxygen-alternative)
materials in  basic organisms' metabolic
operations. It is required for the formation of



several enzymes and antioxidant compounds,
such us glutathione and thioredoxin.

Its oxidation is the process of converting
reduced sulfur molecules such us sulfide (H2S),
inorganic sulfur (S° and thiosulfate (S20s%) into
sulfuric acid (H2SO4). A great example of sulfur
oxidizing bacteria is the Paracoccus denitrificans.
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Figure 5: Paracoccus denitrificans

In general, sulfide oxidation takes place in
phases, with inorganic sulfur stored either inside or
outside the cell (in the form of granules) until it is
needed. In terms of efficiency, the fact that sulfide
is a better electron donor than inorganic sulfur or
thiosulfate, allows more protons to be translocated
across the membrane in two stages. Furthermore,
reverse electron flow is used by sulfur-oxidizing
organisms to provide reducing power to carbon
dioxide fixation via the Calvin cycle -an energy
demanding process that drives electrons against
their thermodynamic gradient to make NADH. The
enzyme sulfide oxidase biochemically converts
reduced sulfur molecules to sulfite (SOs*) and
ultimately to sulfate (SOs*). Some species,
however, accomplish the same oxidation by
inverting the APS reductase mechanism utilized by
sulfur-reducing bacteria.

The released energy is always transported to
the electron transport chain for the synthesis of
ATP and NADH. Thiobacillus denitrificans, for
example, uses nitrate (NO3) as a terminal electron
acceptor and hence grows anaerobically in addition
to aerobic sulfur oxidation.

2.1.2 Sulfur oxidation

Sulfur reduction happens to be the other way
around. Organisms that perform this kind of
metabolism use, for example, H2, as an electron
donor and reduce oxidized sulfur compounds, like
sulfite (SOs%) or sulfate (SO4*) into inorganic
sulfur (S9), thiosulfate (S203?) and ultimately into
sulfuric acid (H2SOs4). A great representative of
this kind of bacterium is Desulfovibrio, as it was
previously mentioned.

Sulfur-reducing bacteria are thought to be
among the earliest kinds of microbes, having
contributed to the sulfur cycle shortly after life
appeared on Earth 3.5 billion years ago.

Many organisms reduce small amounts of
sulfates in order to synthesize sulfur-containing
cell components; this is known as assimilatory
sulfate reduction. By contrast, the sulfate
reducing microorganisms considered here reduce
sulfate in large amounts to obtain energy and
expel the resulting sulfide as waste; this is known
as dissimilatory sulfate reduction. Later on, this
compound will be used by sulfur-oxidizing
bacterium.

3. Conclusion

Desulfovibrio is nothing else than other
example of the amazing and shocking
phenomena nature provides. The adaptability of
organisms to live in these environments is even
difficult to believe. Deep-sea floor is one of the
great mysteries science yet has to uncover.
Desulfovibrio might take advantage of the
compounds expelled by the black smokers but an
entire world of possibilities are waiting down there
hoping to be discovered and just imagining the
progress they will bring to the scientific
community is overwhelming.
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Analisis de la diferenciacion del primordio ocular
de D. melanogaster usando ibM.

Ivan Gutiérrez Bombin

Resumen—El primordio ocular de D.melanogaster es un buen modelo para el estudio del desarrollo de 6rganos. Su modelizacién en un
modelo basado en el individuo, por sus siglas en inglés ibM, puede aportarnos datos acerca de su desarrollo. Por esta razon, F.J. Lobo-
Cabrera et al. realizaron un modelo matematico y un ibM sobre el crecimiento y diferenciacién del primordio ocular de D. melanogaster
tomando la velocidad de crecimiento celular como constante. Sin embargo, otros trabajos mas recientes han sefialado que la dilucién de
la citoquina Unpaired (Upd) durante el desarrollo del primordio ocular provoca la disminucién de la velocidad de crecimiento celular
conforme aumenta el area del primordio. En este articulo se ha comprobado como este fenédmeno afecta a los resultados del ibM de F.J.
Lobo-Cabrera et al.. Analizaremos las relaciones que se producen entre la biomasa, tiempo de diferenciacion y forma final de los 6rganos
con un parametro que engloba la velocidad de crecimiento celular, la velocidad de diferenciacion y la anchura inicial del primordio. Se ha
observado que los resultados obtenidos son mas acordes a las funciones universales del modelo matematico de F.J. Lobo-cabrera et al.
y que la forma del ojo final tiende a ser menos eliptica que cuando se usa el ibM donde la velocidad de crecimiento celular es constante.
En definitiva, podemos concluir que el mecanismo de dilucion del Upd tiene un efecto notable sobre el tamafio, tiempo de diferenciacion

y forma final del ojo.

Palabras Claves— ibM, Simulacion, Disco Imaginal, D.melanogaster, Primordio ocular.

1. INTRODUCCION

a forma y el tamafio son dos propiedades

determinantes en los drganos para su correcto

funcionamiento. A pesar de su importancia, ain no
se conocen del todo los mecanismos y procesos que
controlan estas dos magnitudes. Por tanto, su estudio
puede aportarnos datos relevantes acerca de los procesos
de diferenciacion y desarrollo de o6rganos, asi como
informacidn aplicable a otras disciplinas como la biologia
celular o la biomedicina [1]. Uno de los modelos mas
usados para llevar a cabo esta tarea son los discos
imaginales de D. melanogaster. Los discos imaginales son
una serie de masa de células indiferenciadas, bien
localizadas, que daran lugar a la mayoria de las estructuras
externas de la mosca [2].

Ultimamente, el primordio ocular, que forma parte del
disco imaginal antena-ojo, ha llamado la atencion. Este
interés es principalmente debido a que su diferenciacion da
lugar a uno de los tipos de ojos mas comunes en la
naturaleza, el ojo compuesto [3]. La diferenciacion del
primordio ocular estd marcada por el avance del surco
morfogenético (MF). EI MF es un frente que avanza desde
el polo anterior hacia el posterior del primordio ocular. Este
delimita la zona de las células que estan diferenciadas de la
zona de las que no lo estan. La velocidad con la que avanza
el MF y la velocidad de crecimiento celular son dos
pardmetros que influyen mucho en el tamafio y forma del
ojo final [4]. Se ha observado que la velocidad de
crecimiento celular va disminuyendo conforme aumenta el
tamarfio del primordio [5]. Algunos autores han propuesto
que este fenémeno estd causado por la diluciéon de la
citoquina Unpaired (Upd). Esta citoquina no se sintetiza
durante el proceso de diferenciacion del ojo, por lo que se
va diluyendo conforme aumenta el tamario del primordio.
Ademas, al favorecer la divisiéon celular, su dilucion causa
una disminucién de la velocidad de crecimiento celular [1].

Ivdn Gutiérrez Bombin. Mdster Biotecnologia Industrial, Ambiental y
Alimentaria, Universidad Pablo de Olavide. [vangubo@hotmail.com.

La modelizacién computacional puede ser una buena
herramienta para el estudio del proceso de diferenciacion
del primordio ocular. Esta nos permite la simulacién y el
estudio de sistemas complejos mediante el uso de técnicas
matematicas, fisicas e informaticas. Los modelos
computacionales estan formados por numerosas variables
que definen el sistema en estudio. En la modelizacion
computacional de biosistemas, destaca el uso de modelos
basados en el individuo, por sus siglas en inglés, ibM
(individual-based model) [6]. Estos son modelos cuyas
variables son discretas en el tiempo y el espacio. Es decir, el
avance del tiempo es por saltos, y las variables solo quedan
definidas en las entidades que conforman el sistema [7].

En un articulo reciente de F. J. Lobo Cabrera et al. [3],
se desarrolla un ibM del crecimiento y diferenciacién del
primordio ocular de D. melanogaster. Este ibM lo comparan
con un modelo matematico del mismo proceso y datos
experimentales de otros articulos. Su objetivo fue evaluar el
ibM y obtener informacidon relevante del proceso de
diferenciacion. El ibM resultd ser efectivo cuando el
primordio tiene una forma inicial circular, pero no cuando
la forma es elipsoide. Un problema que parece presentar
este ibM es que se simplificd de tal manera que la velocidad
de crecimiento celular fuera constante. Como se comento
anteriormente, se ha observado que esta velocidad
disminuye conforme aumenta el tamano del primordio. En
este articulo veremos cual es el efecto que provoca esta
disminucion de la velocidad de crecimiento celular. Para su
evaluacion se realizara un analisis estadistico de la biomasa,
tiempo de diferenciacion y forma final del ojo de
D.melanogaster. El objetivo de esto es ver como influye la
disminuciéon de la velocidad de crecimiento celular en la
forma y tamano final del ojo y analizar como acttia el
mecanismo de dilucion de Upd.

2. METODOLOGIA
El ibM del proceso de diferenciacién ocular usado es muy
similar a aquel usado en el articulo de F. ]. Lobo-Cabrera et



al. [3]. La diferencia es que en este ibM la velocidad de
crecimiento celular ira disminuyendo conforme aumente el
tamarfio del primordio ocular.

Las células que conforman el primordio seran
modeladas como proyecciones individuales
bidimensionales de esferocilindros. Estos  estan
conformados por dos semiesferas en los extremos de
didmetro o y un cilindro central de una longitud variable L.
La longitud total de una célula sera de C y equivaldria a
o+L. Estas medidas se muestran en la figura 1.

4
o
— >
o/2 L a/2

Fig. 1. Esquema de la célula en la simulacién con sus medidas.

La longitud inicial de las células, Co, sera muy cercana
a (sigma), Co=10°. Al alcanzar una longitud equivalente al
doble de la inicial (Ci= 2Co), la célula se dividira en dos
cuasi-circulos Co. El crecimiento celular es simulado
mediante el aumento de L. Este aumento sera lineal con
respecto al tiempo (t). La ecuacion que define el crecimiento
seria la siguiente:

L(t) =Lo+ Vgit < (t—to) &Y}

donde ¢, es el tiempo en el que se inici6 el ciclo celular y
Vi; es la velocidad de crecimiento de la célula sobre la que
se aplica la ecuacién en un momento dado.

Al inicio del ciclo celular se asigna a cada célula, de
manera aleatoria, una velocidad de crecimiento inicial (V;)
de una distribuciéon normal de valores de media Vg y
desviacion estandar s/Vg = 0.1. Vg es una variable que es
indicada antes de iniciar la simulacién. Con el fin de
simular la disminucién de la actividad proliferativa el valor
de V¢;. se va corrigiendo en cada paso de tiempo de la
simulacion de acuerdo a la siguiente ecuacion:

. B,
h=Vhz @

t
en donde Bo es la biomasa inicial del primordio y Bt es la
biomasa del primordio en un momento dado. La biomasa
es calculada de acuerdo al nimero total de células (n), a
partir de la siguiente ecuacion:

n
Bo=) (Li+0) (3

i=1

El frente del MF es simulado como una linea vertical
que recorre el primordio a una velocidad Ve desde un
extremo al otro. Las células que pasan por la linea MF
pasaran a estar “diferenciadas”. Esto implica que la célula
se dividirdA por una ultima vez en dos células que
mantendra su tamafo y forma durante toda la simulacion.
La simulacién finalizard una vez todas las células que
conforman el primordio se hayan diferenciado y terminado
su ultimo ciclo celular. Si estas dos condiciones no se
cumplen antes de alcanzar el primordio las 5000 células, se
considerara que el proceso de diferenciacion no ha
terminado para un Vi y un Vg determinado.

Durante el desarrollo del primordio las células pueden
verse expuestas a distintas fuerzas que provocan cambios
en su posicién u orientaciéon. En la simulacién tendremos
en cuenta las producidas por las interacciones
intercelulares y por la agitacion térmica de las moléculas

del entorno. Las interacciones intercelulares seran
simuladas de acuerdo al potencial de Kihara [8]. De
acuerdo a este potencial si las células estdn cerca se
producen fuerzas de atraccion, si estdn demasiado cerca se
producirian de repulsién. Los cambios producidos por los
choques de moléculas por la agitacién térmica de estas
seran simulados mediante el uso de la dinamica browniana.
En la dinamica browniana las trayectorias de las células se
obtendrian mediante la integracién de la ecuaciéon de
Langevin con respecto al tiempo [9].

El primordio inicial se genera antes del inicio de la
simulacion. Este se selecciona de un clister de 4000 células
de longitud Co. Del cltster se selecciona una region con el
numero de células y forma deseado. Para este trabajo se
seleccionaron 3 primordios distintos de 200 células. Para
caracterizarlos hemos establecidos estos segtin la relacién
de sus didmetros en el eje anterior-posterior (X) y el eje
dorso-ventral (Y). Los primordios que se muestran en la
figura 2en concreto fueron: de forma circular (X/Y = 1), de
forma de prolato (X/Y =0.5) y de forma de oblato (X/Y = 2).

A) B) @]

Primordio inicial Primordio inicial Primordio inicial

circular prolato oblato

XofYo=1 Xo/Yp=0,5 XofYp=2

Fig. 2. Fotografias del primordio inicial A) circular; B) prolato; y C)
oblato.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En las ibM se alteran algunas variables para observar los
cambios que se producen en los resultados de la simulacion.
En este trabajo las variables que se han ido modificando
han sido la velocidad de crecimiento celular inicial (Vg) y la
velocidad con la que avanza el frente del MF (Vr:). También
y como se indicé anteriormente, se ha variado la forma
inicial del primordio.

B,/B

00
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Fig. 3. Variacion de By/B; con respecto al tiempo para distintos

casos de Vg y Ve.

La disminucién de la velocidad de crecimiento celular
durante el proceso de diferenciacién viene representada en
la figura 3. En la grafica se ha representado la relacién Bo/Bt
(ver ecuacidn 2) con respecto al tiempo de la simulacién,
cuya unidad es t. En la figura observamos que los procesos
de diferenciacién mas rapidos corresponden a aquellos que
se han producido con una Vi mds grande. También
podemos comprobar que cuanto mayor sea Vg, mds rapido
va disminuyendo la velocidad de crecimiento celular. Esto
puede ser debido al hecho de que como el primordio ocular
crece mas rapido, la disminucién de la velocidad de
crecimiento celular se produce de manera mas acelerada.



Es interesante el hecho de que a distinta Vg y misma Vs, el

proceso de diferenciacion parece terminar al mismo tiempo.

La velocidad a la que han crecido las células durante el
proceso de diferenciacion seria la velocidad de crecimiento
celular promedio (Vgm). Teniendo en cuenta el drea debajo
de la curva Bo/Bten funcién de t, podemos calcular Vgu con
la siguiente ecuacion:

v, ngthodt 4)
M=t )y B

donde tr es el tiempo que tarda el primordio en
diferenciarse. Con el fin de usarlo en analisis posteriores, se
calcularon las Vgu de un primordio circular a V=6 para
distintas V.

Uno de los objetivos del analisis ibM era averiguar la
Ve limite (Vi) en la que el proceso de diferenciacion
simulado no termina para distintos V;. Estos andlisis se
llevaron a cabo con un primordio inicialmente circular. Si
la velocidad de crecimiento celular es muy grande y/o la Ve
es demasiado baja, el MF jamas alcanzaria el polo opuesto
del primordio. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
seguin la ecuacion 2, si la biomasa del primordio llega a ser
muy grande la velocidad de crecimiento celular es
aproximadamente 0. Esto implica que, si se simula el
proceso de diferenciacién durante un tiempo muy largo,
todas las simulaciones tenderian a terminar. En el contexto
de D.melanogaster, el primordio deberia alcanzar tiempos
de desarrollo y tamanios irrealistas en caso de que se de esa
situacion. Por ese motivo, en el ibM presente en este
articulo se fij6 un limite en las células que puede albergar
un primordio de 5000. A partir de este limite se dan
relaciones entre el tamafio del 6rgano final y el tiempo de
diferenciaciéon del primordio con respecto a la velocidad de
crecimiento celular y de avance del MF irrealistas. Cuando
se alcanzan las 5000 células en el primordio, y atin queden
células completando su ultimo ciclo celular o que estén
diferenciandose, la simulacion concluira, pero el proceso de
diferenciacion se dara por no finalizado, esto se observa en
la figura 4. Evidentemente, en caso de que la velocidad de
crecimiento celular se mantenga constante, si que se dan los
casos donde las simulaciones no terminan. Por ultimo,
debido a que en la simulacién intervienen factores
estocasticos estas se confirmaron repitiéndose 3 veces.

Fig. 4. Simulacién del proceso de diferenciacion de un
primordio circular a Vg = 6 y Vi, = 4,5 cuando la velocidad de
crecimiento celular va disminuyendo. Né6tese que aun quedan
células diferenciadas que estan completando su ultimo ciclo
celular al llegar a las 5000 células.

En la figura 5 vienen representado tanto los resultados
cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo como cuando se mantiene constante. Hay
que tener en cuenta que las anchuras iniciales (Xo) de los
primordios de un caso son distintas a la de los primordios
del otro. Cuando la velocidad de crecimiento celular es

constante, Xo es 14.7 y cuando no lo es, Xo es 13.3. La
diferencia en Xo es debida a que los datos cuando la
velocidad celular es constante son tomados directamente
del trabajo de F.J. Lobo-Cabrera. La recta de Ve en funcion
de V; seria una recta tedrica que pasa entre los valores
maximos donde la simulacién no termina y los valores
minimos donde si termina. La imagen muestra que los
valores de Vi aumentan linealmente con respecto al valor
de Vg Esto es logico pues a mayores velocidades de
crecimiento celular mayores velocidades debe tomar el MF
para alcanzar el polo opuesto. En ese sentido los resultados
son acordes a aquellos derivados del trabajo de F. ] Lobo-
Cabrera et al. [3] cuando la velocidad de crecimiento celular
es constante. A pesar de ello, las VrL cuando la velocidad
de crecimiento celular va disminuyendo son menores que
cuando se mantiene constante. Esto es debido a que como
la velocidad de crecimiento celular va disminuyendo, es
mas facil que el MF alcance el polo opuesto del primordio.
Como resultado, se necesitan velocidades de avance del MF
mas pequefas.
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Fig. 5. Variacion del valor minimo de Ve donde la simulacion
termina (en rojo y magenta) y del valor maximo de Vg donde no
termina (en negro y azul) con respecto a V. Los colores rojo y
negro corresponde a las simulaciones donde la velocidad de
crecimiento celular disminuye conforme a la biomasa. Los
colores magenta y azul cuando la velocidad de crecimiento
celular es constante
Sin embargo, las rectas de Vei muestran pendientes
distintas. Cuando la velocidad de crecimiento celular es
constante la pendiente es mayor que cuando la velocidad
de crecimiento celular va disminuyendo. Segtin el modelo
matematico del articulo de F.J. Lobo-Cabrera et al. [3],
podemos obtener una funcién que muestre la relacién
lineal entre Ve y Vg:

ln(Z) . XO
20 Y

)

Viry =

donde o es el didmetro del extremo hemisférico de las
células que componen el primordio. En los casos donde la
velocidad de crecimiento celular es constante, la pendiente
esperada seria de 5.09. Estd pendiente tedrica es similar a la
que se obtiene por las ibM que es en torno a 5. En los casos
donde la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo, la pendiente esperada es de 4.6. En este caso,
la pendiente tedrica es mayor que la que se obtiene del ibM,
en torno a 0.75. En este aspecto, el modelo matematico
desarrollado en el articulo de F. J. Lobo-Cabrera et al. [3] no
parece cumplirse cuando la velocidad de crecimiento
celular va disminuyendo. Este fendmeno provoca que la
influencia de la velocidad de crecimiento celular en la Ve
disminuya. De hecho, si no hubiéramos puesto limite
maximo de células que pudiera tener un primordio, la
influencia serfa practicamente nula. La reduccion de la



velocidad de crecimiento celular conforme aumenta la
biomasa del primordio parece facilitar la finalizacion del
proceso de diferenciacion del primordio ocular.
Posteriormente se realizaron simulaciones a distintas
Vs para cuando estas van disminuyendo y a una Vg
constante de 6 con primordios de forma circular. También
se realizaron simulaciones con primordios con forma de
oblato y de prolato a una Vg = 6 que van disminuyendo
conforme aumenta la biomasa con el objetivo de observar

el impacto de la forma inicial en los parametros del ojo final.

Por ultimo, compararemos los resultados obtenidos con
aquellos del trabajo de F.J. Lobo-Cabrera et al. [3]. Para todo
ello, primero se analizaran las relaciones que se producen
entre biomasa, tiempo de diferenciacion y la forma final del
organo con respecto a V- Para eso, utilizaremos el modelo
matematico del trabajo de F. J. Lobo-Cabrera et al. [3], ya
que en él se relacionan biomasa y tiempo de diferenciacién
con una variable que engloba, Vg, Vi y Xo. La variable en
cuestion es F/Xo, donde F es otra variable que equivale a:

Ve

F=— (6)

donde k es la constante cinética del crecimiento celular.
Teniendo en cuenta que la divisién celular sigue una
cinética de primer orden y de que el tiempo para doblar la
poblacidn es el tiempo de division, k puede definirse como:

= In(2) -V,
o

™

A partir de las dindmicas de crecimiento y
diferenciacién celular del primordio ocular, el modelo
matematico propone una funcién universal. Esta funcién
relaciona el tiempo de diferenciacion del primordio (t) y k
con el pardmetro F/Xo. La funcién resultante seria la
siguiente:

2F

tr k=2 In|—o—
4 n[ZF—l

] ®)

donde F es F/Xo que es escrito asi en el modelo para
guardar consistencia con otros modelos matematicos de
otros trabajos. A partir de esta ecuacién, el modelo
matematico llega a otra funcién universal. En este caso la
funcién define el comportamiento de la biomasa relativa
del primordio en funcién de F/Xo:

Bf 2F

=— 9
By 2F-1 ©)

donde Bt es la biomasa final del ojo y Bo es la biomasa inicial
del primordio. Estas dos funciones se tendran en cuenta a
la hora de representar los resultados del tiempo de
diferenciacién y biomasa total del primordio ocular. Para
evitar confusiones se usara F/Xo en vez de F.

La figura 6 muestra los resultados obtenidos acerca del
tiempo de diferenciacién de distintos casos que se
diferencian segun la forma inicial de primordio o la
velocidad de crecimiento celular. En la grafica observamos
como los valores de trk son mayores conforme disminuye
F/Xo. En un mismo caso, los valores bajos de F/Xo
corresponden a valores bajos de Ve puesto que tanto k
como V; se mantienen constantes. El aumento del tiempo
de diferenciacién a valores bajos de F/Xo es esperable, pues
cuanto mas lento avance el MF, mas tarda el ojo en
diferenciarse.

En la figura 7 se observan los resultados obtenidos de
la cantidad de biomasa final relativa del ojo para distintos
casos. Como en la figura anterior, cuanto mas pequeno sea
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Fig. 6. Representacion de t; - k en funcion de F/X0 obtenidas por
simulacién computacional cuando la velocidad de crecimiento
celular se mantiene constante con un primordio inicial circular a
Vg=6 (en verde) y para cuando disminuye conforme aumenta la
biomasa con un primordio inicial circular a Vg= 2 (en naranja), 6
(en rojo) y 10 (en marrén); con un primordio oblato a Vg=6 (en
azul); y con un primordio prolato a una Vg=6 (en magenta).
También se han representado los resultados teniendo en cuenta
la velocidad de crecimiento celular promedio cuando el primordio
es circular y Vg=6 (en purpura) y por ultimo se representé la
funcién universal (en negro).
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Fig. 7. Resultados de Bi/B, en funcién de F/X,. El patron de
colores seguido es el mismo que en la figura 6.

F/Xo, mayor es el valor de B¢/Bo. La explicacion es parecida
que en el anterior caso. Una menor F/Xo implica una menor
Ve, Cuanto menor sea la Vi mas tiempo tarda en
completarse el proceso de diferenciacién, y por tanto mas
tiempo se le da al primordio para crecer.

A pesar de las similitudes que presentan ambas graficas,
se observa que las curvas de la figura 7 estdn mejor
definidas que las de la figura 6. Este hecho se da también
en el articulo de F. J. Lobo-Cabrera et al., donde las curvas
referidas a la biomasa del primordio estaban mejor
definidas que las del tiempo de diferenciaciéon. En ambos
casos se puede observar que conforme F/Xo es mas bajo, el
aumento de trk y Be/Bo es mas asintético. Esto ocurre tanto
cuando la velocidad de crecimiento celular es constante
como cuando no. Cuando la velocidad de crecimiento
celular es constante, la asintota se muestra en torno a F/Xo =
0.5. Cuando la velocidad de crecimiento celular no es
constante la asintota parece mostrarse en torno a F/Xo=0.05.
Sin embargo, si no tuviéramos en cuenta el limite de células
y siguiéramos haciendo simulaciones a F/Xo mas bajas, es
probable que la asintota se encontrase en F/Xo=0. Aun asi,
se tratarian de tiempos de diferenciacion tan grandes que
serian inviables para la mosca.



La representacion gréfica de las funciones universales
8y 9 muestran una asintota en F/Xo=0.5 similar a la asintota
que se muestra cuando la velocidad de crecimiento celular
es constante. Sin embargo, esta difiere de la asintota cuando
la velocidad de crecimiento celular va disminuyendo. Esto
nos puede llevar a pensar que el modelo matematico no se
cumple cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo conforme aumenta la biomasa. Si en vez de
usar Vg para representar los resultados se usa Vg podemos
comprobar que el comportamiento asintdtico se muestra en
torno a 0.5. El modelo matematico parece ser correcto
cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo solo si se tiene en cuenta la velocidad de
crecimiento celular promedio y no la inicial. Aunque al usar
los promedios las curvas sean mas acordes a la funcién
universal, también son mas dificiles de analizar. Esto es
debido a que, usando los promedios, cada variacion de la
variable F/Xo no es solo provocada por Ve sino también por
Vg y k. Por ello en este trabajo se sigui6 trabajando en torno
al parametro de V.

Cuando se cambia la forma del primordio las curvas de
resultados se muestran desplazadas. Cuando el primordio
es inicialmente prolato, la curva se muestra ligeramente
hacia la derecha respecto a las curvas de los primordios
circulares. Cuando es oblato, la curva se muestra
desplazada ligeramente a la izquierda. Teniendo en cuenta
el modelo matematico, esto nos indica que cuando el
primordio es inicialmente prolato los tiempos de
diferenciacién son mayores de los esperados, mientras que
cuando es oblato, los tiempos son menores.

En el trabajo de F.J] Lobo-Cabrera et al. [3] (donde la
velocidad de crecimiento celular es constante) también se
producen diferencias entre las curvas al cambiar la forma
inicial del primordio. Segin el mismo trabajo las
diferencias que se dan son causadas por una distribucién
asimétrica de las fuerzas que experimental las células del
primordio. De esta manera, cuando el primordio es oblato
predominan las fuerzas verticales y cuando es prolato las
horizontales. La diferencia de fuerzas provoca una
reorganizacion de las células que provoca cambios en la
anchura del primordio. Puesto que el modelo matematico
no tiene en cuenta este fenémeno, esto provoca que los
primordios con formas distintas a la circular acaben antes o
después de lo esperado.

Sin embargo, en el trabajo de F.J. Lobo-Cabrera et al.
[3] las diferencias que se dan entre las curvas son mucho
mayores que cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo. De hecho, cambios en la Vg cuando la
velocidad de crecimiento celular es constante, ya provoca
pequefios cambios en las curvas de su trabajo. Cuando la
velocidad de crecimiento celular va disminuyendo, las
diferencias que se observan entre las curvas son: nulas
cuando se cambia Vg y pequefias cuando se cambia la
forma inicial del primordio. Esas pequefas diferencias
parecen estar causadas por esa distribucion asimétrica
inicial de fuerzas. Aun asi, este mecanismo parece favorecer
que se siga el modelo matematico planteado por F.J. Lobo-
Cabrera et al. [3] (usando las velocidades de crecimiento
celular promedio), ya que reduce las diferencias que se
producen cuando se cambian algunos parametros.

El mecanismo de diluciéon de Upd, al causar la
disminucién de la velocidad de crecimiento celular del
primordio, vuelve mas rigido el proceso de diferenciacién
del ojo de la mosca. De esta manera hay una consistencia
entre los parametros del ojo para una misma especie. Sin
embargo, el comportamiento asintético de las curvas indica

que mantiene una cierta flexibilidad en la variacion
morfoldgica del 6rgano. Esta flexibilidad es necesaria para
que se siga dando el proceso evolutivo.

El modelo matematico de F. J. Lobo-Cabrera et al. [3] se
realizé sin tener en cuenta la forma del primordio ocular.
Esto implica que no hay una funcién universal que nos
compare la forma final del 6rgano con F/Xo. Es por ello que,
a la hora de analizar la forma final, veremos la relacién que
se produce al representar graficamente la relaciéon de las
anchuras finales del eje anterior-posterior (X) y el eje dorso-
ventral (Y) con respecto a F/Xo. Con ello veremos las
implicaciones del cambio de Vg, Ve y la forma inicial del
primordio en la forma final del ojo.

En la figura 8 vienen representados los resultados
obtenidos. De acuerdo a la grafica, cuando la velocidad de
crecimiento celular va disminuyendo y el primordio tiene
forma circular, el 6rgano final es circular con una ligera
tendencia a ser oblato. De manera opuesta, cuando la
velocidad de crecimiento celular se mantiene constante, a
medida que F/Xo va bajando el ojo final es cada vez mas
oblato.
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Fig. 8. Representacion de X/Y final en funcién de F/X,. El patrén
de colores es el mismo que figura 6.

Cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo y la forma inicial del ojo es eliptica, la forma
final no se muestra constante en todo F/Xo. En el caso del
oblato, el drgano final sigue siendo oblato, pero con una
X/Y mas pequenia. Esta relacion va disminuyendo a medida
que F/Xo es mas pequena, llegandose a igualar con los casos
cuando la forma inicial es circular. Por otro lado, cuando el
primordio es prolato, se sigue manteniendo prolato, pero
con una X/Y mayor. Del mismo modo que con el oblato, a
medida que F/Xo se va volviendo mas pequefia la relacién
va aumentando hasta aproximarse a los casos donde el
primordio inicialmente era circular.

Los resultados obtenidos de la forma final del ojo
cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo pueden ser debidos a un proceso de
difusién. Este proceso actuaria sobre las células cuando el
primordio se estd diferenciando. La difusiéon provocaria
que los primordios tendieran a las formas ligeramente
oblatas que se observan en los resultados. Cuando los
primordios son elipticos si la velocidad con la que estos se
diferencian es muy rapida (valores altos de F/Xo) las fuerzas
de difusién no tienen tiempo para actuar. En consecuencia,
el ojo es menos eliptico, pero sin alcanzar esa forma
ligeramente oblata. Las fuerzas de difusién van teniendo
mas influencia a medida que el proceso de diferenciacion
tiene una mayor duracion (séase F/Xo mas bajas). Cuando el
proceso tiene una mayor duracién, el primordio alcanza
mayores tamafos y por tanto la velocidad de crecimiento



celular disminuye mas. Las células entonces tienen mas
tiempo para reorganizarse y difundirse, dando la forma
ligeramente oblata al primordio. La divisién celular parece
favorecer la deformacion del primordio ya que cuando la
velocidad de crecimiento celular se mantiene constante el
ojo final tiende a ser mas oblato a medida que disminuye
F/Xo. A valores altos de F/Xo no se produciria tal
deformacion por el corto tiempo en el que se diferencia el
primordio.

Un fenémeno similar ha sido identificado en un
trabajo de Acemel et al. [10], donde usan un ibM parecido
al de este trabajo para analizar el crecimiento de colonias
bacterianas. En este trabajo definieron un parametro I' que
es la relacion entre el tiempo de difusion de las células, tas,
con respecto al tiempo de crecimiento celular, tg (I'= taif/ts).
El tiempo de difusién esta relacionado con la facilidad de
las células de difundirse en el medio. Este es mas alto
cuanto menor sea la tendencia de la bacteria de difundir. El
tiempo de crecimiento celular es el tiempo que tarda la
célula en dividirse y es inversamente proporcional a la
velocidad de crecimiento celular. Los autores observaron
que cuanto menor es I', es decir, cuanto mayor sea la
influencia de la difusion sobre la divisién celular ya que
tardan menos en difundirse, mas circulares eran las
colonias bacterianas. Por otro lado, cuanto mayor fuese I,
mas oblatas eran las colonias.

Lo expuesto en el articulo de Acemel et al. [10] puede
llevarnos a pensar que altos valores de Vg, cuando el tiempo
de diferenciacion es lo suficientemente largo hacen que el
organo final tienda ser mas oblato. Esto podria provocar las
diferencias que se dan entre las curvas cuando la velocidad
de crecimiento celular es constante. La reduccién de la
velocidad de crecimiento celular conforme aumenta la
biomasa provoca que la forma del primordio tienda a
estabilizarse en una forma casi oblata.

Las diferencias que observamos de los casos donde la
velocidad de crecimiento celular es constante con respecto
a los que va disminuyendo puede ser debido a la forma que
va tomando el primordio durante el proceso de
diferenciacién. Segun la forma que va adquiriendo el ojo, el
MF tarda més o menos en desplazarse de un polo al otro
del primordio ocular. El modelo matematico no tiene en
cuenta el cambio de forma del primordio durante el
proceso de diferenciacion. Cuando la velocidad de
crecimiento celular es constante, el primordio se va
deformando mas cuanto mas bajo sea F/Xo. Por tanto, las
curvas de biomasa y tiempo de diferenciacion que se
generan difieren mas del modelo matematico. Por otro lado,
cuando la velocidad de crecimiento celular va
disminuyendo, el primordio tiende a estabilizarse en una
forma aproximadamente circular a F/Xo bajas. De esta
manera, al tener una forma regular estable los resultados de
biomasa y tiempo de diferenciacién no varian mucho entre
si. A F/Xo altas, tanto para un caso como el otro, el efecto de
la deformacién del primordio en las curvas de los
resultados no es apreciable ya que el proceso de
diferenciacion no ha durado lo suficiente.

5. CONCLUSION

El ibM usado en este articulo pretende simular el
mecanismo de dilucién del Upd que se da en el proceso de
diferenciacion en el ojo de D. melanogaster. Este mecanismo
estd basado en la reduccién de la velocidad de crecimiento
celular durante el proceso de diferenciacion. Los resultados
muestran que la dilucién de la citoquina parece afectar al
tiempo de diferenciacién y biomasa del ojo de la mosca.

Ademas, el mecanismo favorece que el ojo final tienda a
una forma circular ligeramente oblata a diferencia que los
resultados del ibM del trabajo de F.]. Lobo-Cabrera et al.
donde los primordios tienden a una forma de oblato. La
razon detras de esto parece ser debido a la reduccion de la
velocidad de crecimiento celular que favorece la dispersion
de las células por el primordio. La forma circular
ligeramente oblata favorece que la biomasa y el tiempo de
diferenciacion del ojo sigan el modelo matematico definido
por E.J. Lobo-Cabrera et al. [3]. Lo mismo ocurre cuando la
forma inicial del primordio no es circular, a diferencia de lo
que ocurre en el trabajo del F.J. Lobo-Cabrera et al. [3]. La
causa puede ser debida a que cuando la velocidad de
crecimiento va disminuyendo, la forma del primordio se
estabiliza en wuna forma cuando los tiempos de
diferenciacién son muy largos. En cambio, cuando la
velocidad de crecimiento es constante, cuando los tiempos
de diferenciacion son muy largos, el primordio va
deformandose. Sin embargo, parte de las diferencias que se
dan con respecto al modelo matematico cuando la forma
inicial del primordio es elipsoide parecen estar causadas
por una distribucion asimétrica de fuerzas como se explica
en el articulo de F.J. Lobo-Cabrera et al. [3].

El mecanismo de la dilucién de la Upd le es til a
D.melanogaster por distintas razones. Por un lado, el
mecanismo favorece que se siga un modelo que permite al
mismo tiempo una consistencia en los parametros del ojo
para una misma especie y una cierta flexibilidad para la
variacion morfologica del o6rgano durante el proceso
evolutivo. Por otro lado, el mecanismo facilita la
diferenciacion del ojo. Esto es debido a que, al disminuir la
velocidad de crecimiento celular, el MF no requiere avanzar
a velocidades tan altas. De hecho, recientemente en un
articulo de Vollmer et al. [11], propusieron este mecanismo
como de finalizacién del proceso de diferenciacion.

En definitiva, el ibM presente en este trabajo es una
potencial herramienta para el analisis e identificacion de
mecanismos de control de procesos de diferenciacion de
ojos compuestos. Andlisis cuantitativos mas profundos de
este modelo junto a la comparacién de estos con datos
experimentales puede aportarnos mas informacion acerca
del control y desarrollo del proceso de diferenciacion del
ojo de D. melanogaster. Esta informacion puede llegar a ser
muy relevante pues puede ser extrapolable a otros procesos
de diferenciacion celular similares.
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Nanoparticulas metalicas como agentes
microbicidas

Antonio Moreno-Rodriguez

Resumen—Las Nanoparticulas metélicas suponen una gran alternativa al uso generalizado y excesivo de antibiéticos para el
tratamiento de los diferentes tipos de infecciones, que actualmente presentan una gran resistencia a la mayoria de estos
farmacos. Estas nanoparticulas metalicas ejercen su accién antibacteriana por diferentes mecanismos, entre los que destacan
la generacién de estrés oxidativo o la liberaciéon de iones metdlicos. Estos nanoagentes quimicos pueden estar en su forma
libre o funcionalizados con antibiéticos para aumentar su efecto antibacteriano. En esta revision, nos centraremos en cada uno
de los tipos de nanoparticulas metalicas mayormente estudiadas y los diversos mecanismos de accién por los que generan

toxicidad bacteriana.

Palabras Claves— Nanoparticulas metalicas, nanoparticulas de plata, resistencia a antibiéticos, antibiéticos, bacterias

resistentes, antibacteriano, microbicida, multirresistencia.

1. INTRODUCCION

| abuso de antibioticos en los Ultimos afos ha supues-

to un cambio en el paradigma de las infecciones bac-

terianas. Este exceso ha resultado como consecuencia
de que son muy baratos producirlos y se utilizan frecuen-
temente para prevenir infecciones bacterianas y no sélo
para su tratamiento.

La eficacia de los antibidticos se basa en su gran varie-
dad de procesos dianas en la biologia bacteriana, entre
los que destacan la sintesis de pared celular, la maquinaria
traduccional y la de replicacién de ADN.

Sin embargo, las bacterias también han desarrollado
sus defensas contra estas herramientas microbicidas que
han desarrollado los humanos. La resistencia bacteriana a
antibiéticos se basa en diferentes mecanismos, tales como
la expresion de enzimas capaces de degradar los agentes
biocidas, la alteracién de componentes bacterianos con el
objetivo de no poder ser reconocidos ante esos farmacos
o la induccién de bombas de flujo que permiten expulsar
estos compuestos [1].

Este hecho presenta un problema real, ya que cada afo
mueren unas 3000 personas sélo en Espafa (segun el Re-
gistro del Conjunto Minimo Bésico de Datos). Ademas, la
OMS asegura que, si no se toman medidas, se llegara a
una era post-antibidticos en la que cualquier minima in-
feccidén podria ocasionar graves problemas [2].

Por ello, la Nanotecnologia y el uso de nanoparticulas
(NPs), en particular las NPs metélicas, representa una nue-
va herramienta cientifico-tecnolégica que puede ayudar a
solucionar el problema de la resistencia a antibiéticos, ya
gue poseen propiedades antimicrobianas. Ademas, estas
NPs pueden conjugarse con agentes antibidticos para
conseguir una mayor capacidad de eliminar bacterias, ya
sean resistentes a los antibioticos utilizados o no [3].

2. MECANISMOS MICROBICIDAS DE LAS NANOPARTICULAS

Las NPs, al tratarse de elementos a escala nanométrica,

Antonio Moreno-Rodriguez. Master Biotecnologia Sanitaria, Universidaa
Pablo de Olavide. amorrodé6é@upo.es.

tienen la capacidad de interaccionar con las paredes bac-
terianas y atravesarlas. Las NPs metélicas presentan capa-
cidades antimicrobianas debido a los siguientes mecanis-
mos de accién: supresion de la sintesis de pared celular,
inhibicién del proceso de la traduccion, produccion de
especies reactivas de oxigeno (o ROS), fotocatalisis, inhibi-
ciéon enziméatica y el bloqueo de la formacion de biofilm
[4]. A continuacion, se desarrollaran varios de los meca-
nismos antibacterianos de las nanoparticulas.

2.1. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es un mecanismo clave y principal en la
accion antimicrobiana de las NPs metalicas.

Los mecanismos por los que se produce el dafio oxi-
dativo son varios, dando lugar a la produccién de multi-
ples agentes oxidantes, como pueden ser el H,O,, el 0" o
el oxigeno singlete. Por otro lado, los organismos presen-
tan varios niveles de defensa ante el dafio oxidativo, tales
como las enzimas antioxidantes.

De forma general, se mantiene un equilibrio entre la
generacion de especies reactivas de oxigeno y su elimina-
cién a través de los mecanismos antioxidantes. Sin em-
bargo, cuando hay un exceso de ROS, el estrés oxidativo
generado puede afectar a la permeabilidad de las mem-
branas bacterianas y dafarlas.

La mayoria de las NPs metalicas generan ROS como
mecanismo principal para impedir la proliferacion bacte-
riana [5][6].

2.2. Disolucion de iones metalicos

Los iones metalicos liberados a partir de 6xidos de meta-
les en diferentes tipos de medios, como el medio acuoso,
pueden introducirse dentro de los sistemas bacterianos y
alterar la fisiologia de estos. Esto es posible porque los
iones interactuan con grupos funcionales de proteinas o
acidos nucleicos y dar lugar a alteraciones enzimaticas o
aberraciones genéticas, incluso a filtrado de multiples
componentes celulares [7].
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Ejemplo de este mecanismo bactericida son las nano-
capas de paladio y nanocables de plata preparadas en
naftalato de polietileno. El efecto antimicrobiano se aso-
ci6 a la liberacion de iones metalicos a la disolucion [8].

2.3. Mecanismos no oxidativos

Las NPs de MgO han presentado actividad antimicrobina
contra Eschericia col; por ejemplo, aunque este hecho no
esta relacionado con los mecanismos oxidativos.

Por ello, las NPs de MgO no provocan peroxidacion li-
pidica en la membrana ni estrés oxidativo intracelular,
pero se ha comprobado que dafan a la membrana celular
a través de la combinacion de NPs unidas a la membrana,
alteraciones de pH, liberacién de iones de Magnesio y
aplicacion de radiacion UV [9].

3. TiPOos DE NANOPARTICULAS METALICAS CON
EFECTO ANTIMICROBIANO
Algunos de los tipos de NPs metdlicas que presentan

propiedades antimicrobianas han sido representados en la
Figura 1y se encuentran recogidos en la Tabla 1.

3.1. Nanoparticulas de Oro

Las NPs de oro (AuNPs) se suelen usar como compuestos
para la entrega de farmacos a la zona donde se encuentra
la diana de un farmaco determinado. Sin embargo, se ha
comenzado a cuantificar su efecto antimicrobiano en
combinacién a antibiéticos del grupo de las cefalospori-
nas ya utilizados. El efecto se ha demostrado con AuNPs
conjugadas con cefaclor. La accién conjunta de ambos
compuestos aumentaba la porosidad de la pared bacte-
riana, permitiendo a las NPs conjugadas entrar dentro del
microorganismo y provocar dafos en el ADN, lo que difi-
cultaba su transcripcién y, por lo tanto, la codificacion de
proteinas [10].

La conjugacion con cefotaxima también da lugar a
actividad microbicida. Se ha descrito que las AuNPs depo-
sitan altas concentraciones de esta cefalosporina y consi-
guen suprimir la pared bacteriana antes de que el antibio-
tico sea degradado por las beta-lactamasas. En este caso,
las AuNPs también provocan dafio en el ADN [11].

Tipos NPs Mecanismos antimicrobianos
Oro Atraccién electrostética, acumulacién en superficies celulares e interaccion
con la membrana cellular
Plata Interifere con la membrana celular, dafia al ADN y al transporte electrénico
Oxido de Zinc Rompe la membrana celular, se acumula dentro de la célula y produce H,O,

Didxido de Titanio
NPs liberadora de 6xido de nitrico

Dafia membranas célulares y libera especies reactivas de oxigeno
Libera 6xido nitrico y produce especies reactivas de oxigeno

. . '

Tabla 1.- Tipos de NPs metdlicas con propiedades antibacterianas. Tabla adaptada de: https:/doi.org/10.3390/IJMS20102468
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Figura 1.- Esquema de los mecanismos antimicrobianos de varias NPs metalicas. Figura adaptada de:

https://doi.org/10.3390/IJMS20102468
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3.2. Nanoparticulas de Plata

Las NPs de plata (AgNPs) son NPs que presentan diversos
efectos en funcién de su tamafio, su forma, su concentra-
cion y su estado coloidal.

El efecto antimicrobiano de las AgNPs depende di-
rectamente de su tamafio, ya que se ha observado en
diversos estudios que las dimensiones adecuadas para la
rotura de la pared bacteriana son de unos 5-20 nm [12].

La capacidad microbicida también depende directa-
mente del estado coloidal de las AgNPs, ya que es en su
forma coloidal cuando presentan una mayor actividad
contra bacterias con multirresistencia a antibioticos. Esta
actividad la realiza actuando como un agente catalitico
que inhibe las enzimas especificas necesarias para el con-
sumo de oxigeno bacteriano [13].

La conjugacion de AgNPs y amoxicilina presenta un
efecto sinérgico o aditivo, al igual que pasaba con las
AuNPs. El efecto es positivo frente a bacterias resistentes
0 no resistentes a antibidticos. La sinergia se basa en el
aumento de la permeabilidad de la membrana por agen-
tes antibidticos y la posterior entrada de las AgNPs que
ocasionan el dafio en el ADN que provoca la muerte bac-
teriana. Segun Li et al,, la sinergia también se puede deber
al aumento de la interaccién de AgNPs con la membrana,
por lo que facilitan el transporte de antibidticos, actuando
como un sistema de entrega de farmacos, de tal forma
que se aumenta la concentracion de farmacos que actia
contra la infeccidon bacteriana [14].

3.3. Nanoparticulas de 6xido de Zinc

Los mecanismos por los cudles se da la actividad antimi-
crobiana de las NPs de d6xido de Zinc (ZnO-NPs) no estan
del todo definidos. El mecanismo de toxicidad depende
directamente de las propiedades del medio en el que el
Zinc esté disuelto [15].

Al ser expuestas a luz UV en medio acuoso, las ZnO-
NPs generan diferentes tipos de ROS, como H,O; y O,
Raghupathi et al. confirman que la generacién de ROS en
presencia de radiaciéon UV es el principal efecto de la na-
notoxicidad bacteriana de las ZnO-NPs, aunque aun que-
da por demostrar la relevancia de este mecanismo en au-
sencia de luz [16].

Al igual que el resto de NPs metélicas, las ZnO-NPs
también pueden usarse en combinacién con un agente
antibiotico. El efecto microbicida sinérgico se observd al
conjugarse con la Ciprofloxacina, un antibiético del grupo
de las fluoroquinolonas. Esto parece deberse a que las
NPs interfieren con la accién de las proteinas NorA de la
membrana bacteriana, cuya funcién es la de expulsar los
antibioticos al medio extracelular. Otra posibilidad es que
las ZnO-NPs aumenten la permeabilidad de las fluoroqui-
nolonas y faciliten su entrada al interior de la bacteria [17].

3.4. Nanoparticulas de Diéxido de Titanio
El efecto antibacteriano de las NPs de didxido de Titanio
(TiO2 NPs) se debe principalmente a la produccién de ROS
de forma fotodependiente.

La generacion de estos radicales libres desencadena
la peroxidacion de los lipopolisacaridos, peptidoglicanos y
la bicapa lipidica de la membrana externa, provocando

una serie de dafios oxidativos. Sin embargo, las células
sobreviven y no presentan sefales de lisis, ya que no se
afecta la membrana interna [18].

Respecto a su uso combinado con otros antibidticos,
la actividad antimicrobiana de las TiO, NPs también se ha
visto aumentada [19].

3.5. Nanoparticulas liberadoras de Oxido Nitrico

El Oxido Nitrico (NO), a pesar de su corta vida media, pre-
senta una gran reactividad. El efecto del NO dependera
de la capacidad de las NPs de generarlo en concentracio-
nes adecuadas para producir gradientes de concentracio-
nes y que puedan difundir hasta la poblacion bacteriana.

Para sintetizar las NPs liberadoras de NO, se forma
un hidrogel compuesto de tetrametilortosilicato, polieti-
lenglicol y quitosano. En dicho gel se va a generar el NO,
a partir de la reduccién del nitrato usando la glucosa y
altas temperaturas. El compuesto resultante es molido y
secado para formar estas NPs liberadoras de NO al expo-
nerse a un medio acuoso [20].

Las capacidades inmunomoduladoras y antibidticas
del NO permiten la eliminacion de infecciones sin la posi-
bilidad de que desarrollen resistencia a antibioticos, al
actuar a través de diversas vias, dando lugar a la disminu-
cién de la carga patoégena del individuo infectado. Sin
embargo, un problema principal de este tratamiento es la
ausencia de una via efectiva de entrega de NO [21].

4. CONCLUSIONES

La multirresistencia a los diversos antibidticos utilizados
de las cepas bacterianas actuales ya supone un gran pro-
blema en el presente y, si no se halla una solucién, sera la
principal causa de muerte en nuestra sociedad en los pro-
ximos afos, superando a las muertes causadas por cancer.

Es por ello por lo que el uso de ciertas alternativas a los
antibidticos puede ser una posible aproximacién para
tratar y eliminar a estas bacterias multi-resistentes. Las
NPs metélicas. sea en su forma libre o conjugada con un
antibidtico, supone una gran alternativa para vencer a la
resistencia bacteriana, ya que tienen una alta capacidad
microbicida y antibacteriano, mientras que las bacterias
aun no presentan mecanismos para eliminarlas o evitarlas,
como hacen con los antibioticos.

Sin embargo, algunas NPs metalicas utilizadas para el
tratamiento de estas bacterias presentan efectos toxicos al
ser administradas al organismo, por lo que es necesario
continuar realizando ensayos de toxicidad con estas NPs e
intentar solventar estos efectos dafiinos en el organismo.

AUn con ello, el uso de NPs metélicas es una posible
aproximacién muy potente para el tratamiento y la elimi-
nacion de las superbacterias con multi-resistencia a anti-
bidticos.
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;, Qué esta pasando en el Mar Menor?

Jose Antonio Berlanga Torres

Resumen— En las ultimas décadas, el mar menor esta sufriendo un proceso de eutrofizacion que afecta directamente a su
biodiversidad, tanto es asi que en el pasado octubre de 2019 y el verano de 2021 ocurrieron muertes masivas de organismos
marinos como consecuencia directa de este proceso. Esta eutrofizacién comenzé a ser preocupante en 2016, cuando el Bloom
fitoplasmatico conocido popularmente como sopa verde empezd a hacerse visible y a tornar el agua de un tono verdoso. Desde
entonces la laguna ha experimentado extremos de naturaleza similar al del verano de 2021 que muestran que el ecosistema ha

perdido su capacidad de autorregulacion.

Palabras Claves— Eutrofizacion, Mar Menor, hipoxia, anoxia.
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1. INTRODUCCION

Han pasado 3 afos desde que la mortalidad masiva de
organismos marinos del mar menor saltaba a todos los
titulares de la prensa espafola. Fue entonces cuando
numerosos estudios decidieron encontrar las causas
exactas de este desastre con intencién de posibilitar
medios de prevencion y evitar que esta catastrofe volviera
a ocurrir. En este contexto, se determinaba que la causa
principal de dicho desastre provenia de la eutrofizacion del
agua, culpando de este desastre directamente a la enorme
actividad industrial existente en el perimetro de dicho
ecosistema.

La laguna costera venia experimentando a lo largo de las
décadas, un aumento de nutrientes (Nitrégeno y Fésforo)
como consecuencia de los aportes masivos y casi continuo
procedentes de la actividad humana, pero no fue hasta
octubre de 2019, [1] cuando el aumento de las lluvias
torrenciales en la zona de la laguna produjo un aumento
masivo de dichos nutrientes en un breve periodo de
tiempo, disparando con ello la proliferacion de algas
oportunistas de crecimiento rapido que fomentaron
condiciones de hipoxia en determinadas zonas de la
laguna, causando con ello la muerte masiva de numerosos
organismos marinos.[2] Tras este suceso, vino el de verano
de 2021, cuando el aumento de temperatura fue el factor
determinante que dispard el crecimiento de algas en la
laguna, repitiendo de nuevo la catastrofe. [3]

Como consecuencia de estos eventos, varios estudios
referentes a los parametros de la albufera salieron a la luz,
cuantificando por primera vez el nivel de eutrofizacién del
agua y desvelando que el Mar Menor se encuentra en una
etapa muy avanzada y extrema del proceso de
eutrofizacion.

2. COMPRENDIENDO EL PROBLEMA

Uno de los principales problemas que se observé a simple
vista fue el aumento de algas, tanto unicelulares como
pluricelulares, que surgio6 en el agua de la laguna tornando
a esta de un color verdoso, de ahi que los habitantes de la
zona dieran el nombre popular de ‘sopa verde'.

Jose Antonio Berlanga Torres. Facultad experimentales, Universidaa

Pablo de Olavide. jabertor@upo.es.

Tras la cuantificacién de dichos organismos, se observoé que
la concentracion se habia casi duplicado después de los
episodios de lluvias torrenciales y olas de calor, y es
entonces cuando surge el verdadero problema, ya que el
crecimiento desmesurado de vida microscopica provoca
ambientes hipdxicos en zonas concretas de la laguna, sobre
todo por la noche, pues es cuando la fotosintesis de dichos
organismos deja de ser predominante pasando a ser la
respiracion aerobia.

Seguido de la cuantificacion de organismos, se estudia el
oxigeno disuelto en agua en la zona norte, centro y sur de
la laguna, y se concluye que en las zonas sur de la laguna,
donde el vertido de nutrientes es directo, la concentracion
de microrganismo es mayor y por lo tanto el oxigeno
disuelto es menor, llegando a ser practicamente Omg/L en
altas horas de la madrugada. Este efecto no se registra en
la zona norte de la laguna, donde los valores ronda de
media 6 mg/L. (Figura 1) [2]

El ambiente andxico es el que provocan los desastres de
muertes masivas, pero ademas de ello, el aumento de
microorganismos provoca un efecto de turbidez en el agua,
lo que agrava la situacién impidiendo que la vegetacion del
fondo del mar reciba la luz necesaria para su proliferacion.
El efecto cadena de este crecimiento sigue detras de la
muerte de la vegetacion bentdnica del fondo marino, pues
al morir esta, sus restos se acumulan fomentando con ello
que las poblaciones bacterianas degraden dicha materia
organica mediante respiracion anaerobia, produciendo con
ello un ambiente reductor en el agua. (Figura 2) [2]

Por si fuera poco, este ambiente reductor también
contribuye a la mortalidad de las especies, ya que por culpa
de ello, los compuestos carbonados, nitrogenados y
sulfiricos se reducen formando nuevos compuestos
tdxicos que son letales para la vida.
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Figura 1. Variacion del oxigeno disuelto
(gréfico superior) y del potencial redox
(grafico inferior) en la columna de agua en
las zonas norte (linea color negro), centro
(linea color azul) y sur (linea color verde)
del Mar Menor.

En linea continua se marcan las
mediciones realizadas el 19 de agosto de
2021, en discontinua las realizadas el 26
de agosto de 2021 y en linea de puntos
las realizadas el 3 de septiembre de 2021
Adaptada de la ref. [2]

Al final de la estacion estival, la zona geografica donde se
encuentra el Mar Menor experimenta grandes rachas de
viento, moviendo la masa de agua de sur a norte. Este
cambio de corrientes hace que el ambiente anodxico del sur
se equilibre con el norte dejando la laguna en una media
de 4mg/L y reduciendo asi el problema. No obstante, las
elevadas concentraciones de materia organica y la elevada
turbidez persisten ya no solo en la zona centro-sur de la
laguna, sino también en la zona norte, y en consecuencia
la probabilidad de nuevos eventos de déficit de oxigeno en
algun grado (hipoxia, anoxia) también persiste.[2]

Como consecuencia de ello si la situacion persiste por mas
tiempo, la vegetacién bentdnica que actualmente coloniza
los fondos podria morir y agravar el estado de la columna
de agua y el ecosistema lagunar. Este hecho ha sido ya
confirmado en la zona sur, donde la pradera de macroalgas
que anteriormente existia ha desparecido casi por
completo. (Figura 2)

Jose Antonio Berlanga Torres. Facultad experimentales, Universidaa

Pablo de Olavide. jabertor@upo.es.

Figura 2: Comparativa de la situacién en la

estacion A (norte): pradera de Caulerpa
prolifera viva en aparente buen estado el
3/09/2021. Visibilidad muy reducida. Y
estacion B (centro): pradera de Caulerpa
prolifera muy deteriorada observada el
3/09/2021. Visibilidad muy reducida y capa de
materia organica particulada enel fondo.[2]

3. Conclusiones.

Las observaciones realizadas sugieren que el problema de
mortalidad masiva estd estrechamente relacionado con la
eutrofizacion del agua causada por un Bloom
fitoplantonico, que tiene como consecuencia una
reduccion del oxigeno disponible hasta llegar a niveles de
anoxia, ademas de la reduccion de los potenciales redox
que produce una acumulacién de compuestos reducidos
del carbono, el nitrégeno y el azufre, potencialmente
tdxicos para la vida marina. [5]

Sabemos que si situacion persiste, la mejora del nivel de
oxigenacion de la laguna relacionada con el cambio en el
régimen local de vientos no es suficiente para paliar el
efecto de eutrofizacion y ello nos indica que si la situacién
persiste por mas tiempo la vegetacién bentdnica que
actualmente coloniza los fondos podria morir y agravar el
estado de la columna de agua y el ecosistema lagunar.
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Descontaminacion de aguas residuales
mediante fotocatalisis

Sonia Arrojo Viejo

Resumen— Los impactos causados en los recursos hidricos estan avanzando progresivamente. Es por ello que es necesario
minimizar estos impactos implementando tecnologias viables y novedosas como los llamados Procesos de Oxidacion
Avanzada (POA). Estas técnicas sirven para el tratamiento de los efluentes contaminantes de diversas empresas, consisten en
la formacion de radicales hidréxilo altamente oxidantes, los cuales contribuyen a la mineralizacién total de los compuestos
contaminantes. Entre los procesos mas utilizados se encuentra la fotocatalisis, la cual se basa en la aceleracién de una
fotoreaccion a través de un catalizador, tal como el dioxido de titanio. En el presente articulo se realiza una revision de los

POA, concentrandose en los procesos de fotooxidacion.

Palabras Claves— Agua, Contaminante, Procesos de Oxidacion Avanzada, Fotocatalisis.

1. INTRODUCCION

| agua es el compuesto mas comun en el planeta y es

Util para todos los sectores industriales y necesaria
para el desarrollo de actividades agricolas. Todos los be-
neficios que presenta en las actividades antropogénicas
como en el sostenimiento del planeta se deben a sus pro-
piedades quimicas y fisicas [1].
Desde hace varios afios, el desarrollo en estos sectores ha
incrementado la descarga de sustancias que contaminan
el medio ambiente. Se conocen mas de 150 diferentes
tipos de tratamientos para agua dulce y salada, el objetivo
de realizar un tratamiento es remover del agua impurezas
o sustancias no deseables [1,2].
Los tratamientos de agua pueden dividirse en cuatro nive-
les: preliminar, primario, secundario y terciario. Estos se
diferencian por el parametro de calidad que remueven o
tratan. En la tabla se definen los niveles de tratamiento y

el tipo de remocidn que realizan:
TABLA 1
CLASIFICACION DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS DE AGUAS

ITEM

Nivel de
tratamiento

Mecanismos
pr

G de

os

85: <10 %

Sélidos gruesos (basuras, arenas) DBO: <10 %

Preliminar | Fisico Grasas
" Coliformes: = 0 %
Acondicionamiento quimico (pH) Nutrientes: = 0 %
S55: 40-50 %
N . Sdlidos suspendidos sedimentables DBO: 25-35 %
Primario Fisico

Materia organica suspendida (parcialmente) | Coliformes: 30-40 %
Nutrientes: < 20 %

55: 70-85 %

DBO: 45-55 %

Coliformes: 60-90 %
Nutrientes: 20 %N, 50-95 % P

Sélidos suspendidos sedimentables y no
sedimentables

Materia organica suspendida (parcialmente)
Fasforo

Solidos no sedimentables

Materia organica suspendida fina/soluble
(parciaimente)

Nutrientes (parcialmente)

Patdgenos (parcialmente)

Contaminantes especificos

Materia orgénica fina y soluble (pulimenta)
Nutrientes

Patégenos (principalmente)

Adaptado de Torres, P. (2012) Perspectivas del tratamiento anaero-
bio de aguas residuales domésticas en paises en desarrollo. Revista
EIA. [12]

Primario

avanzado Fisico y quimico

58: B0-99 %

DBO: 80-99 %
Coliformes: 60-99 %
Nutrientes: 10-50 %

Secundario | Bioldgico o quimico

58:>99 %

DBO: > 99 %
Coliformes: > 99,9 %
Nutrientes: > 90 %

Terciario Biologico o quimico

Sonia Arrojo Viejo. Master en Biotecnologia Ambiental, Industrial y
Alimentaria, Universidad Pablo de Olavide. sarrvie@alu.upo.es.
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Por todo esto es necesario aportar soluciones que gene-
ren en el medio la menor repercusion posible, aparecien-
do lo que comlUnmente se conoce como el desarrollo de
la quimica verde. Lo que persigue la quimica verde es
desarrollar una quimica lo méas benigna posible [3].

2. ASPECTOS BASICOS DEL AGUA

2.1. Reacciones de oxidacion-reduccion:

Las actividades biolégicas y muchos de los problemas de
contaminacion acuatica son consecuencia de procesos de
oxidacion-reduccion. Un proceso redox consiste en una
reaccién quimica entre especies que actlan como oxidan-
tes y reductores. La mayoria de los procesos redox de los
sistemas acuaticos son lentos y estan catalizados por mi-
croorganismos [2]. Para describir la actividad relativa de
los electrones, es decir, su tendencia a oxidante o reducto-
ra, se suele utilizar la magnitud pE, la cual es analoga al
pH, utilizada para describir la actividad del proton. [2].

Redox

Reductor: sustancia capaz de
ceder electrones

| Acido-Base
Acido: sustancia capaz de
ceder protones

Base: sustancia capaz de
aceptar protones

Oxidante: sustancia capaz de
ganar electrones

\\

pE= —log[e‘] ¥

:éH:—log[H‘].\ i

Figura 1. Analogia de las reacciones acido-base y las reacciones
redox.

3. PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA (POA)

Los sistemas convencionales de agua y plantas de trata-
miento de aguas residuales no se encuentran disefiados
para una adecuada remocion de los contaminantes emer-
gentes. Por tanto, estos contaminantes deben ser regula-
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dos y estudiados a fondo, ya que su presencia en el am-
biente se encuentra en un proceso de aumento continuo.
El efecto de los CE en el medio ambiente dependera de su
concentracién, persistencia, bioacumulacion, tiempo de
exposicion y/o mecanismos de biotransformacion o elimi-
nacion [3]. Actualmente, entre las alternativas de trata-
mientos de efluentes contaminados con CE, destacan los
Procesos Oxidativos Avanzados (POA). Cuentan con un
elevado potencial para destruir la mayoria de los CE ba-
sandose en la generacién de radicales hidroxilos [4].

4. FOTOCATALISIS

El término catélisis describe la aceleracion de una reaccion
lenta, aceleracién que se logra mediante un camino alter-
nativo de reaccién con menor energia de activacion. Para
ello se utilizan catalizadores como hemos dicho anterior-
mente, es decir, sustancias que participan en el proceso
que conduce al estado activado, y no intervienen en la
estequiometria de la reaccién.

4.1. Fotocatalisis homogénea

El proceso de fotocatdlisis homogénea surge cuando se
demuestra que el perdxido de hidrégeno podia ser acti-
vado por las sales (Fe). Una revision de 2012 asegura que
la adicién de sales de hierro como catalizador en presen-
cia de peréxido de hidrégeno, también es conocida como
reactivo Fenton, es uno de los métodos clasicos de pro-
duccion del radical hidroxilo resultando asi uno de los
agentes oxidantes mas potentes a pH acidos (3-5). El hie-
rro puede ser afadido como sal ferrosa o férrica [5]. La
reaccion Fenton no es fotocatalisis, pero el llamado foto-
fenton si. El empleo de la radiacién UV incrementa el po-
der de oxidacion principalmente por la foto-reduccion de
Fe(lll) a Fe(ll) la cual produce mas radicales hidroxilo, la
iluminacién es absorbida por complejos de hierro disuel-
tos, liberando asi Fe (ll) mas rapido y acelerando la reac-
cion.

4.2.Fotocatalisis heterogénea

La fotocatalisis heterogénea consiste en la utilizacién de
un material y un fotocatalizador capaz de aprovechar la
radiacion solar para degradar los contaminantes del agua.
Es una reaccion fotoquimica que transforma energia solar
en energia quimica sobre la superficie de un semiconduc-
tor que actlia como catalizador [4,5,6]. Cuando un fotén
de energia superior a la energia de banda prohibida inci-
de sobre el catalizador, se produce un salto de un electrén
de la banda de valencia a la banda de conduccién gene-
rando un hueco en la banda de valencia. Este proceso se
llama fotoexcitacion. El par electrén hueco generado mi-
gra hacia la superficie y alli puede reaccionar con com-
puestos adsrobidos o en la solucién [5]. En el caso contra-
rio se produce la fotorecombinacion. El electrén es atra-
pado por el oxigeno generando el radical superéxido.
Mientras que el hueco es atrapado por los grupos OH
generando el radical hidroxilo. Estos son altamente reacti-

vos frente a la mayoria de los compuestos organicos y
muchos inorganicos por lo que reaccionan con los com-
puestos contaminantes en el medio generando como
productos principalmente CO, y agua [4]. En general, el
proceso consiste en la absorcion directa o indirecta de
energia radiante (visible o UV) por un sélido, que seria el
fotocatalizador heterogéneo, normalmente es un semi-
conductor de banda ancha, esto quiere decir que son ma-
teriales semiconductores que tienen una banda prohibida
mas grande que los semiconductores convencionales [6].

Banda de
Banda de conduccion
conduccién
Banda
11t %X pohdida
i R
Banda de Banda de
lanci lanci
Conductor Semiconductor Aislante

Figura 2. Distintos tipos de banda de conduccién segun el material.
En la region interfacial entre el sélido excitado y la solu-
cién tienen lugar las reacciones de destruccién o de re-
mocién de los contaminantes, sin que el catalizador sufra
cambios quimicos. La fotocatélisis heterogénea no es se-
lectiva y puede emplearse para tratar mezclas complejas
de contaminantes emergentes.

En la Figura 3 se observan los procesos quimicos que ocu-
rren en una particula de semiconductor cuando es excita-
da con luz energética. Lo que ocurre en los procesos By D
es que se forman pares electron-hueco con una vida me-
dia de nanosegundos; en este lapso migraran a la superfi-

cie y reaccionan con especies adsorbidas [7].
hv

Figura 3.Procesos quimicos que ocurren en un semiconductor excit-
ado con luz energética.
En los procesos Ay D, los pares electron-hueco no alcan-
zan a reaccionar con especies en la superficie y se recom-
binan, por tanto, la energia se disipa [7].
Existen diversos materiales, econdmicamente asequibles,
con propiedades idéneas para actuar como catalizadores,
por ejemplo, TiO,, ZnO, CdS, oxidos de hierro, WO3, ZnS,
etc. Uno de los fotocatalizadores mas investigados hasta
el momento es el TiO,, el cual presenta una elevada esta-
bilidad quimica que lo hace apto para trabajar en un am-
plio rango de pH.
Normalmente, en aplicaciones ambientales, los procesos
fotocataliticos se llevan a cabo en ambientes aerdbicos,
con lo cual el oxigeno absorbido es la principal especie
aceptora de electrones.
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>  Fotocatilisis heterogénea con didxido de titanio

El didxido de titanio es bastante abundante en la tierra y
se caracteriza por su color blanco y una baja toxicidad. La
posibilidad de usar radiacién solar como fuente primaria
de energia le proporciona un importante valor medioam-
biental. Este proceso estd basado en la excitacién del di6-
xido de titanio (semiconductor de banda ancha), mediante
la absorcion de luz de distintas longitudes de onda. La
eficiencia final de la reaccion fotocatalitica va a depender
de factores que determinen el grado de oxidacion total de
la materia organica [8, 11]. En un estudio de 2010, se eva-
lud la eficiencia de la degradacion del ibuprofeno usando
didxido de titanio Degussa P-25 en suspensién o inmovili-
zado en anillos de vidrio. Los resultados indican que con
200 mg/L de TiOz y 50 mg/L de ibuprofeno se obtiene la
mayor eficiencia con una remocién de 80,64% de ibupro-
feno [9].

4.3. Parametros fundamentales que influyen en la
fotocatalisis [3]:

»  Caracteristicas y concentracion del catalizador

»  Efecto del pH

»  Agente oxidante (H-0O;)

» Contaminante

» Longitud de onda

»  Concentracion de oxigeno

» Temperatura

4.4.Colectores

El disefio de estos reactores ha estado enfocado basica-
mente a la fotocatalisis heterogénea [3]. El funcionamien-
to de estos colectores consiste basicamente en transfor-
mar la radiacion solar en energia electroquimica. Dicha
radiacion es concentrada mediante superficies reflectoras,
reflejandose hacia el foco del tubo absorbedor. Por dicho
tubo circula el agua con los compuestos a degradar, como
se muestra en la Figura 5. El fotocatalizador generalmente
estd inmovilizado en una capa sobre el interior del tubo
de vidrio.

SUPERFICIE
REFLECTORA

Figura 4. Esquema de colector o reactor solar.

5. CONCLUSIONES

Los procesos de oxidacidn permiten destruir una gran
variedad de compuestos toxicos persistentes a la degra-
dacidn natural. Estos procesos han demostrado ser efecti-
vos en la destruccion de muchos contaminantes organi-
cos. De los procesos avanzados de oxidacion, destacan
dos tecnologias en el tratamiento de aguas residuales: la

fotocatélisis heterogénea mediada por semiconductores y
la fotosensibilizacién con i6n férrico. El empleo de la
energia solar ha despertado el interés de investigadores
para la eliminacion de contaminantes en aguas residuales
mediante el uso de un fotocatalizador adecuado. Este
sistema permite aprovechar directamente la energia solar
que llega a la superficie de la tierra para provocar una
serie de reacciones quimicas (redox) que eliminan los
compuestos organicos en las aguas de vertidos urbanos,
industriales y agricolas.
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Vacunas Orales, ¢el almuerzo del futuro?

Marina Suarez-Pizarro

Resumen—Las vacunas orales son una forma facil, cémoda, segura y eficaz de conseguir inmunidad frente a los patégenos.
Sin embargo, son varias las adversidades que se les presentan a la hora de atravesar el ambiente hostil del tracto
gastrointestinal. En este articulo se presentan las estrategias en las que se trabaja actualmente para solventar los problemas
de transporte y liberaciéon de vacunas orales, asi como cual es el panorama actual de estos medicamentos y qué previsiones

se esperan para el futuro.

Palabras Claves— Vacuna, oral, nanoparticulas, vectores, adyuvantes.

1. INTRODUCCION

Las vacunas son preparaciones disefiadas para preve-

nir la contraccién de patégenos y/o la aparicién de las
enfermedades asociadas a los mismos, de una manera
sencilla, inocua y antes de entrar en contacto con el pro-
pio agente patogénico. Estos preparados suelen estar
compuestos por el propio microorganismo patogénico, en
una forma atenuada o inactivado, o en su defecto, de al-
gunos fragmentos de este. Las vacunas persiguen la gen-
eraciéon de una inmunidad adquirida contra la enferme-
dad mediante la estimulacién de la produccién de anti-
cuerpos. La mayoria de las vacunas se inyectan, pero ot-
ras se ingieren (via oral) o se nebulizan en la nariz.

Las vacunas orales, por su modo de administra-
cion, libre de agujas y de dolor, asi como por su potencial
para inducir una respuesta inmune efetiva tanto sistémica
como a nivel de la mucosa, suponen un método de vacu-
nacién muy prometedor sobre todo para la prevencién de
enfermedades gastrointestinales asociadas a los alimentos
y enfermedades infecciosas. Asimismo, el interés por el
desarrollo de estas vacunas orales sigue creciendo debido
a que la mayoria de las infecciones ocurren por la entrada
del patégeno a través de la mucosa [1] y, debido a la via
de administracién oral, que se cree pueda ser mds seguras
y menos invasivas que la administracion por inyectables,
se conseguiria una activacién de la respuesta inmune
humoral y celular a ambos niveles, sistémico y de muco-
sa, generando una barrera eficaz y duradera en el tiempo
frente a la entrada del patégeno. Sin embargo, uno de los
grandes desafios a los que se enfrentan las vacunas orales
es el ambiente hostil del tracto gastrointestinal. En los
altimos afos se esta trabajando en métodos de transporte
y liberacion de estas vacunas orales, que les permita so-

Marina Sudrez-Pizarro., Universidad Pablo de Olavide.
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brevivir al pH 4cido del estémago, las enzimas proteoli-
ticas, los jugos gastrointestinales y la barrera epitelial in-
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testinal entre otros.
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Fig. 1. Retos de las vacunas orales [1]

2. ESTRATEGIAS PARA EL TRANSPORTE Y
LIBERACION DE LAS VACUNAS ORALES

Uno de los mayores retos de la vacunacién oral es
conseguir la correcta distribucion y liberacion de Ia
vacuna para alcanzar una inmunogenicidad adecuada.
Son varias las estrategias en desarrollo para abordar este
problema, algunas de ellas basadas en los métodos
clasicos de vacunacién mediante vectores virales, y otras
mas innovadoras con dispositivos fisicos refinados y
adaptados segtin el lugar y el momento de actuacién de la
vacuna (Figura 2).

2.1. Vectores virales y bacterianos

Patégenos que de forma natural infectan el tracto gastro-
intestinal, como Salmonella thypi y virus de la familia pox-
virus y adenovirus, son modificados para que expresen
antigenos recombinantes de otros patégenos y utilizados



como vehiculos para introducir estas vacunas por la via
oral. Los adenovirus recombinantes son la estrategia mas
estudiada y han probado en diversos ensayos clinicos su
capacidad infectiva y de replicacion en la mucosa intesti-
nal, asi como la activacién de la respuesta inmune celular
y humoral cuando se conjugan con adyuvantes como
TLR3 [2].

2.2. Micro y nanoparticulas (MNPs)

Las MNPs son la estrategia de preferencia para vacunas
de subunidad como proteinas y polisacarido. Ademas,
presentan un gran potencial para las vacunas de nu-
cleétidos (ADN y mRNA) que deben atravesar la mem-
brana plasmatica [3]. La estructura, el tamafo y las pro-
piedades de las MNPs pueden ser modificadas y optimi-
zadas segun el destino final de la vacuna o el tipo de
respuesta inmune que se quiera inducir. Los polimeros
biodegradables, como el poliestireno o la poly-e-
caprolactona, suelen ser el material de referencia por su
biocompatibilidad y su capacidad de liberacién de la va-
cuna. No obstante, también se han empleado para la va-
cunacién oral MNPs inorganicos, de oro o silice, cuya
estructura rigida les confiere una ventaja frente al ambi-
ente hostil gastrico.

2.3. Basadas en lipidos

Los liposomas son particulas concéntricas formadas por
una bicapa lipidica de fosfolipidos y colesterol que se au-
Los
protegen en su interior a los antigenos del ambiente gas-

toensamblan cerrando la particula. liposomas
trointestinal y facilitan su captacién por las células
presentadoras de antigenos. Los bilosomas [4], un nuevo
vehiculo en desarrollo, son liposomas que incorporan
sales biliares en su formulacién, aumentando la estabi-
lidad e induciendo la produccién de inmunoglobulina A
(IgA). La ultima innovacién en los vehiculos basados en
lipidos son los complejos inmunoestimuladores (ISCOMs)
[5], compuestos por fosfolipidos, colesterol y saponina,
que al autoensamblarse pueden capturar antigenos de la
envuelta viral o bacteriana, protegiendo dichos antigenos
y empledndolos para estimular al sistema inmune poten-
ciando la respuesta inmune humoral y celular.

2.4. Dispositivos Fisicos

Los dispositivos fisicos se han desarrollado con la in-
tencién de conseguir permeabilizar la barrera de la piel
para una administracién mas facil de la vacuna, asi como
para contar con la posibilidad de depositarla en el lugar
de interés para su posterior liberacién.

2.4.1. Cavidad Oral
La cavidad oral es una de las vias de administracion me-

diante dispositivos fisicos que mayor interés genera entre
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los investigadores debido a su facil accesibilidad que
permite una mayor flexibilidad a la hora de disefiar el
dispositivo. Se estan desarrollando arrays de microagujas
que penetran en el epitelio o en la mucosa bucal y liberan
la vacuna facilitando su llegada a las células presentado-
ras de antigenos [6]. También se estd trabajando en el de-
sarrollo de jets liquidos de alta presién, como el Muco]et,
que libera la vacuna cuando se coloca contra el tejido bu-
cal, siendo un dispositivo de autoadministracién mi-
nimamente invasivo [7].

2.4.2. Estémago e Intestino
En el caso de los dispositivos para liberar la vacuna en el

estémago o en el intestino, se precisa de un mecanismo de
liberacién en el lugar deseado, por lo que son mas so-
fisticados que los dispositivos de la cavidad oral. En el
caso del estébmago, se ha desarrollado un dispositivo,
SOMA [8], que se trata de una capsula ingerible que in-
serta un millipost sélido que se posteriormente se
disuelve liberando la droga en la pared gastrica. SOMA
ya ha demostrado su eficacia para la liberacién y absor-
cién de la insulina y es cuestién de tiempo que se pruebe
para otro tipo de compuestos. Otro dispositivo es LUMI
[9], en este caso, para la liberacién intestinal, se compone
de 3 brazos plegados en una cdpsula ingerible que cuando
llega al intestino permite el despliegue de los brazos que
poseen microagujas que inyectan la droga en la mucosa
intestinal. Tanto SOMA como LUMI basan su mecanismo
en el contacto con los fluidos gastricos o intestinales que
permiten disolver el vehiculo y liberar la droga.
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Fig. 2. Estrategias para transporte y liberacion de vacunas orales
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2.5. Adyuvantes de nueva generacion

La combinacién de la particula inmunogénica con adyu-
vantes o sustancias que potencien la respuesta inmune es
una de las estrategias que mas se estd explorando en la
actualidad. Algunos de los adyuvantes que han sido pro-
puestos como candidatos prometedores son el uso de cé-
lulas M, ligandos de receptores expresados por las células



del epitelio intestinal, la mimetizacion de PAMPs y
DAMPs y agonistas de TLRs como el TLR-4 y TLR-2 [1].
Estos dltimos son los que estdn ganando importancia en
el desarrollo de las vacunas orales. La mayoria de los
agonistas de TLR son derivados de los propios patégenos.
La administracion conjunta de la vacuna junto con un
agonista de TLR-2 o TLR-4 ha demostrado ser eficaz a la
hora de atarvesar la barrera intestinal. La activacién de
los TLR permitirfa una activaciéon de la respuesta inmune
innata que pondria en marcha el proceso inmonolégico
favoreciendo la posterior respuesta adaptativa frente al
compuesto de la vacuna.

3. VACUNAS ORALES. PERSPECTIVA ACTUAL.

A pesar del constante trabajo e investigacién dedicado a
la optimizaciéon de las vacunas orales debido a su gran
potencial, actualmente sélo se han aprobado vacunas
orales basadas en organismos completos, atenuados o
inactivados, que presentan un ciclo de vida confinado al
tracto gastrointestinal (Tabla 1). Se estan llevando a cabo
ensayos clinicos para investigar la inmunidad contra
enfermedades no relacionadas con el tracto gastrointesti-
nal, como la gripe, mediante el uso de vacunas orales con
o sin adyuvantes, como vacunas de ADN y ARN, aunque
aun no han sido aprobadas para su uso comercial. A pe-
sar de los numerosos desafios que acompafian la
inmunizacién por la via oral, la existencia de no una, sino
varias vacunas orales ya aprobadas para el uso clinico,
demuestra que la inmunizacién oral es un objetivo real y
asequible. Las vacunas orales ya aprobadas han de-
mostrado ser seguras y capaces de promover una
respuesta inmune efectiva y duradera, incluyendo la
produccién de anticuerpos en sangre y mucosas, asi como

células T de memoria [1].

TABLA 1
VACUNAS ORALES APROBADAS PARA USO CLINICO

Clinically approved oral vaccines

Disease (pathogen) Vaccine Antigen/vaccine type Adjuvant | Formulation
Cholera (Vibrio cholerae) | Dukoral Inactivated 1 cholerae recombinant CTB NA (CTB) | Liquid
Vaxchora Live-attenuated V/ choierae O1 Inaba 569B strain NA Liquid
Gastroenteritis (rofavirus) | RotaRix Live-attenuated NA Liquid
RotaTeq Live-attenuated pentavalent reassortment human’ NA Liquid
bovine viruses G1, G2, G3, G4, and PIA[S]
Polio Orimune Live-attenuated poliovirus serotypes Sabin 1,2, and 3 | NA Liquid
Typhoid fever (Salmonelia | Vivotif Live-attenuated $. ryphi NA Enteric capsule
phi)
Acute respiratory Approved for Adenovirus types 4 and 7 NA Enferic capsule
syndrome (adenovirus) military populations

Abbreviations: CTB, cholera toxin B; NA, not applicable.

4. CONCLUSIONES

Las vacunas orales, debido a su facil y cémoda ad-
ministracién, libre de agujas y de dolor, y a su ya de-
mostrada inmunogenicidad y seguridad, son un campo
en estudio que se encuentra en continuo avance con el
objetivo de optimizar dichas preparaciones para proteger-

las del ambiente gastrointestinal, favorecer su llegada al
lugar de accién y facilitar la autovacunacién por parte del
consumidor. Actualmente, tanto los humanos como los
animales dependen de las campafas de vacunacién lo-
cales o sistémicas. Con la llegada de las vacunas orales, la
vacunacion podria conseguirse de manera rutinaria me-
diante la consumicién del producto con los alimentos.
Esto podria conseguirse transformando las plantas para
que expresen el antigeno de interés para la vacuna, siendo
las propias plantas los biorreactores o bio-factorias de
produccién de estas vacunas comestibles. Otras de las
ventajas de las vacunas orales son que serian facilmente
distribuibles
poblaciones vulnerables, como pueden ser los bebés e

y almacenables, la administracién a

infantes, también se veria simplificada y se mantendria e
incluso mejoraria la respuesta inmune frente al patégeno
por verse bloqueada la via principal de acceso al organ-
ismo para la mayorfa de los microorganismos, el tracto
gastrointestinal, que estaria familiarizado e inmunizado
frente al pat6geno.

No obstante, atin son varios los retos a los que se ex-
pone la vacunacién oral, desde dificultades técnicas y
tecnolégicas hasta impedimentos éticos o de aceptacion
por la sociedad. Sin embargo, es una época dorada para el
avance en la tecnologia que engloba a las vacunas y es
cuestion de tiempo que se encuentre la estrategia 6ptima
para el transporte, proteccion, liberacién y obtencién de la
maxima eficacia de las vacunas orales.
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Microalgas, inspiracion de futuros farmacos

Silvia Rodriguez Rodriguez

Resumen— Las algas presentan diversos rasgos que hacen que sean ideales para su empleo en farmacos, algo que ya esta
siendo ampliamente investigado. En este articulo se hace un breve recorrido por el gran potencial que presentan las algas, y se
exponen diversos compuestos bioactivos relevantes en la fabricacion de futuros farmacos.

Palabras Claves— cancer, compuestos bioactivos, enfermedades respiratorias, farmacos, microalgas

1. INTRODUCCION

as algas son atractivos anfitriones para la produccién

de biofarmacéuticos debido a sus singulares ventajas

que incluyen bajo costo de produccién, ausencia de
compuestos toxicos en muchas especies y su uso potencial
como vehiculos de administracién oral. Vacunas funcio-
nales, anticuerpos, péptidos antimicrobianos, factores de
crecimiento, citoquinas y hormonas se han producido en
especies de algas hasta el momento.

Las microalgas son un gran grupo de fitoplancton auto-
tréfico. Se distribuyen por todo el medio ambiente, don-
de representan la mayor parte de los organismos vivos en
aguas terrestres y marinas. Se pueden clasificar segtin su
procedencia en algas de agua dulce y marinas.

Las microalgas poseen propiedades que las hacen intere-
santes para la produccién y administracién oral de pro-
ductos biofarmacéuticos. Ademads, la disponibilidad y Ila
rentabilidad de las microalgas las hacen perfectas para la
busqueda de nuevos farmacos. Varios tipos de biomolé-
culas extraidas y caracterizadas de las microalgas han
mostrado un eficaz efecto antitumoral y antiproliferativo.
Varios tipos de tales compuestos contenian subproductos
biolégicamente activos como carotenoides, polisacaridos
naturales o sulfatados, derivados de fenol, esterol, pépti-
dos depsi, policétidos que contienen metales y varios ti-
pos de alcaloides y estilodioles. Casi todos estos com-
puestos son capaces de inducir la muerte celular median-
te la activaciéon de la ruta apoptoética de las caspasas, la
inhibicién de la nucleacién de microtabulos de las células
o la activaciéon de las rutas independientes de las caspasas
intercelulares [1].

2. POSIBLE TRATAMIENTO CONTRA EL CANCER

El cancer es una enfermedad que se caracteriza por una
division celular incontrolada, donde ademas las células
cancerosas “pierden” la capacidad de morir. Segtun los
datos ofrecidos por el Instituto Nacional de Estadistica
(INE), el cancer constituye la segunda causa de muerte,
detras de las enfermedades cardiovasculares. Referente a
la incidencia de la enfermedad, a nivel mundial se con-
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firma una tendencia creciente. Los casos aumentan en
cifras de millones y se pronostica que seguiran aumen-
tando en las proximas décadas, llegando a incrementarse
los casos en un 50% y acercdndose la cifra a los 30 millo-
nes en el afio 2040 (Figura 1).

1
55
1P
0
200

{

Fig. 1. Incidencia del cancer y mortalidad en Europa. Casos reales
1995-2018. Proyeccion: 2040. Cris Cancer, 2020.

Recientemente, se ha descubierto que las propiedades
anticancerigenas de algunos recursos derivados de algas
modulan varios mecanismos celulares, como la citotoxi-
cacion celular, la regulacion negativa de la invasion de
células tumorales y lga mejora de la apoptosis de las célu-
las cancerosas [2].

2.1. Compuestos bioactivos

En los dltimos afios se ha descubierto que las microalgas
poseen compuestos bioactivos con diversos beneficios
para la salud humana, beneficiando el sistema inmuno-
légico, con capacidad antioxidante y antiinflamatoria,
actividad contra el cancer y mejorando el sistema cardio-
vascular.

Un ejemplo de ello es la fucoxantina, un carotenoide pre-
sente en las microalgas, las diatomeas y las algas pardas,
que mostré potentes propiedades anticancerigenas a tra-
vés de la prevencién del crecimiento de células malignas,
la estimulacion de genes supresores del cancer y la deten-
cién de los ciclos celulares. Por otro lado, las microalgas
verdeazuladas o cianobacterias son neurotoxinas bien
conocidas, de las cuales se aislan muchos bioproductos
activos. Por ejemplo, Cryptophycin 1 se extrae de la espe-
cie Nostoc GSV 224, que también mostré actividad anti-
tumoral contra tumores sélidos y lineas de células tumo-
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rales humanas [3].

Los péptidos de las microalgas también poseen capaci-
dad antitumoral. Por ejemplo, el péptido de C. vulgaris es
capaz de inhibir células de carcinoma gastrico y ademaés
prevencion del crecimiento celular. Las dolastatinas son
otros posibles agentes anticancerigenos producidos aisla-
dos de las especies de Lyngbya y Symploca, que exhibieron
efectos de inhibicion en lineas celulares de carcinoma de
colén y ovario [4].

3. POSIBLE TRATAMIENTO CONTRA ENFERMEDADES
RESPIRATORIAS

Los trastrornos respiratorios causados por contaminantes
del aire son un grave problema. Estudios han demostrado
que las algas podrian inhibir significativamente la in-
flamacioén respiratoria contra los contaminantes del aire,
pudiendo llegar a considerarse como un tratamiento al-
ternativo.

Las algas pardas contribuyen més a la antiinflamacién en
comparacion con las algas rojas y verdes, debido a la pre-
sencia de diferentes metabolitos bioactivos. El fucosterol
de S. binderi es el fitosterol mas abundante que ha demos-
trado tener efectos antiinflamatorios contra el dafio indu-
cido por particulas del aire en las células epiteliales basa-
les alveolares. Se encuentra que acttia principalmente a
través de la reduccion del dafio en el ADN a nivel celular.
Como la inflamacién conduce a la apoptosis estimulada
por el estrés oxidativo, el fucosterol disminuye significa-
tivamente la regulacién positiva de los mediadores infla-
matorios: COX-2, PGE2, iNOS, citoquinas proinflamato-
rias, TNF-a, IL-6 e IL-1p al inhibir las vias NF-xB y MAPK
[5].

Los polisacéridos se consideran el grupo mas grande de
compuestos con actividades biolégicas en las algas, apro-
ximadamente el 60 % de los metabolitos. Son compuestos
hidrosolubles con propiedades hidrofilicas y tienen una
estructura regular que varia de lineal a altamente ramifi-
cada. Los ejemplos de los principales compuestos de poli-
sacaridos incluyen alginatos, fucoidanos, ulvanos, carra-
genanos y laminaranos. El 4cido alginico, un polisacarido
no sulfatado del alga parda S. horneri, cuando se probd
contra las respuestas inflamatorias estimuladas por polvo
en suspension en HaCaT (queratinocitos humanos) y ma-
créfagos de ratén, mostré efectos antiinflamatorios [6].

4. CONCLUSION

Las microalgas presentan un tremendo potencial para
nuevos compuestos bioactivos con efectos que promue-
ven la salud. Un campo en el que se necesitan nuevas te-
rapias es la terapia del cancer. Sin embargo, se requieren
mas estudios para comprender los objetivos bésicos y las
vias detras de la citotoxicidad de estos compuestos en las
células cancerosas. Todavia se necesitan varias investiga-
ciones bioldgicas y moleculares avanzadas sobre el papel
y la eficacia de tales compuestos anticancerigenos deriva-

dos de algas junto con su caracterizacién. Ademads, se de-
ben llevar a cabo extensas investigaciones, in-vitro o in-
vivo, sobre los compuestos bioactivos de las microalgas
para evaluar sus posibles aplicaciones contra una amplia
gama de tipos de cancer y otros tipos de enfermedades,
tales como las enfermedades respiratorias.
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-Bacteriofagos: la prometedora solucion para
la resistencia antimicrobiana

Celia Inmaculada Atalaya Rey

Resumen—La resistencia antimicrobiana es una de las principales amenazas para la salud publica actual y junto a la
expansion de bacterias multirresistentes a nivel mundial ha propiciado la escasez de antibiéticos eficaces. Se estan llevando a
cabo investigaciones prometedoras para el desarrollo de nuevas terapias alternativas al tratamiento convencional, entre las
que destaca el uso de bacteriéfagos para la terapia fagica o el uso de enzimas provenientes de estos virus.

Palabras Claves— Bacteriéfagos, Bacterias superresistentes, Endolisinas, Resistencia antimicrobiana, Terapia fagica.

1. INTRODUCCION

| Ultimo analisis exhaustivo sobre el impacto global de

la resistencia antimicrobiana (RAM) publicado en 7he

Lancet y realizado por Murray y colaboradores (2022)
indica que en 2019, mas de 1.2 millones de personas a
nivel mundial murieron debido a infecciones causadas por
bacterias resistentes a antibidticos. Estos datos superan
con creces las muertes anuales registradas por enferme-
dades como la malaria o el SIDA, que tan solo en 2019
fueron responsables de 860000 y 640000 muertes, respec-
tivamente. Ademas, de forma indirecta, las infecciones
causadas por estas bacterias resistentes fueron participes
4.95 millones de muertes. Otro estudio realizado ante-
riormente por Jim O'Neill (2016) ya afirmaba que si no se
interviene en esta situacion, la cifra de vidas que se cobra-
ra la RAM ascendera hasta los 10 millones anuales en el
ano 2050, mucho maés letal que el cancer. Por todo esto,
la organizacion mundial de la salud (OMS) ha declarado la
resistencia antimicrobiana como una de las 10 principales
amenazas de salud publica a la que actualmente hacemos
frente a nivel mundial [3].

La aparicion de RAM se remonta a las primeras aplica-
ciones de tratamientos antimicrobianos en el siglo XX,
pero este problema se ha agravado por multiples razones
como el uso excesivo e inadecuado de antibidticos, tanto
en humanos como en animales, o la falta de medidas de
prevencién y control de infecciones. Debido a la amenaza
que supone la RAM, se estan invirtiendo numerosos re-
cursos en el descubrimiento de nuevos medicamentos,
ademas de concienciar a la poblacién del uso adecuado
de los medicamentos ya existentes para no empeorar la
situacion en la medida de lo posible. Como se ha mencio-
nado anteriormente, uno de los detonantes del panorama
actual es el abuso de antibidticos, concretamente en el
tratamiento de infecciones livianas, lo cual ha favorecido
la aparicion de bacterias resistentes y la reduccion de la
eficiencia de medicamentos frente a otras infecciones de
mayor gravedad. Todo esto implica que, infecciones co-
munes que antes eran tratables — como infecciones de las
vias respiratorias inferiores y del torrente sanguineo -,

Celia Inmaculada Atalaya Rey. Universidad Pablo de Olavide. cata-
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hoy en dia sean responsables de cuantiosas pérdidas de
vidas [1]. Las siete bacterias resistentes a antibidticos im-
plicadas en mas muertes por RAM son £scherichia colj,
Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acineto-
bacter baumannij, Streptococcus pneumoniae, Pseudo-
monas aeruginosa y Mycobacterium tuberculosis. En la
figura 1 se muestra la representacion grafica del impacto
global de la resistencia a uno de los antibiéticos mas utili-
zados, los carbapenémicos, por parte de la bacteria noso-
comial A. baumanii [1].
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Fig. 1. Incidencia de Acinetobacter baumannii resistente a carbape-
némicos a nivel mundial [1].

2. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

2.1. Resistencia antimicrobiana (RAM)

La RAM es la presencia de resistencia a los medicamentos
antimicrobianos en agentes infecciosos, como bacterias,
virus, hongos y parasitos, y puede ser inherente o adquiri-
da por el uso inadecuado de los medicamentos (CDC).

Los antibiéticos tienen como principal objetivo eliminar
las bacterias infecciosas, pero en algunos casos las bacte-
rias pueden ser resistentes y sobrevivir. Estas bacterias
resistentes a antibidticos se multiplican y pueden transmi-
tir su resistencia a otras que antes no poseian esta capaci-
dad de forma intrinseca. Es decir, las bacterias estan con-
tinuamente desarrollando nuevas estrategias de defensa o
mecanismos de resistencia para evadir el efecto de los
antibioticos. El ADN bacteriano contiene informacién para
la sintesis de proteinas especificas que determinan meca-
nismos de resistencia de la bacteria, los cuales pueden
variar con el tiempo y aumentar la resistencia. La grave-
dad de estos mecanismos esta en que estas bacterias re-
sistentes pueden transmitir sus genes de resistencia a
otras bacterias que no hayan sido expuestas previamente
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a antibioticos, expandiendo asi la resistencia incluso sin
haber usado el antibiético. En los casos mas extremos, se
encuentran bacterias resistentes a todos los antibidticos
disponibles en el campo clinico, ya que estas contienen la
combinacién adecuada de estos genes de resistencia que
las hacen intratables [4]. Existen diferentes tipos de anti-
bidticos entre los que encontramos penicilinas, sulfona-
midas, fluoroquinolonas, carbapenémicos y tetraciclinas,
entre otros. Cada uno de estos antibioticos tiene una for-
ma de accién y diana diferente, por lo que las bacterias
pueden desarrollar diferentes formas de resistencia como:
1. Desarrollo de nuevos procesos celulares que no
utilicen las dianas atacadas por el antibidtico
2. Modificacion o degradacién del antibidtico con
enzimas bacterianas
3. Restriccién del acceso del farmaco modificando las
vias de acceso o limitando el nUmero de entradas
del farmaco
4. Uso de bombas de expulsion de antibidticos
5. Modificacion de la diana del antibidtico para evitar
que este pueda interaccionar con ella
Las bacterias supervivientes que desarrollan resistencia
pueden dar lugar a que estos mecanismos de resistencia
se hereden de generacién en generacién o incluso pue-
den pasar directamente de una bacteria a otra mediante
elementos genéticos moviles: plasmidos, transposones y
bacteriéfagos [4].

Fig. 2. Placas de cultivo bacteriano en presencia de discos con va-
rios antibiéticos. A la izquierda, una placa con varios halos de inhibi-
cién causados por los antibiéticos probados, mientras que a la dere-
cha no se aprecian apenas halos de inhibiciéon, mostrando cepas
resistentes a los medicamentos utilizados. Fuente: Science History
Images/Alamy

2.2. Bacterias superresistentes

Aunque la aparicidon de cepas bacterianas resistentes a
ciertos antibiéticos se remonta a varias décadas pasadas,
en los Ultimos afios estas bacterias estan pasando a ser
llamadas superbacterias, ya que han conseguido desarro-
llar resistencia a todos los antibioticos disponibles en la
actualidad. Estas superbacterias pueden propagarse a
través de paises y continentes a través de personas, ani-
males y bienes, por lo que es muy dificil controlar su ex-
pansion.

El Centro para el Control y la Prevencion de Enferme-
dades (CDC) establece una clasificacion en funcién de la
gravedad de la amenaza que suponen estas bacterias su-
perresistentes. En la clasificacibn mas urgente encontra-
mos Acinetobacter resistente a carbapenémicos, Candida
aurfs, Clostridioides difficile, Enterobacterales resistente a
carbapenémicos y Neisseria gonorrhoeae. En la siguiente

categoria de gravedad encontramos otra serie de bacte-
rias que causan infecciones muy comunes como Strepto-
coccus pneumoniae, Staphylococcus aureus (MRSA), Sal-
monella serotype Typhi o Pseudomonas aeruginosa [4].

2.3. Nuevas terapias en desarrollo alternativas a
los antibiéticos convencionales

Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de
RAM en nuestra sociedad tiene un grave impacto en la
salud a nivel mundial, ademas de afectar de forma indi-
recta a otros procesos clinicos como cirugias y quimiote-
rapia, ya que en este tipo de tratamientos es fundamental
el control de infecciones, por lo que, sin antibiéticos efica-
ces, los pacientes afectados corren un mayor riesgo. Los
avances en biotecnologia, ingenieria genética y quimica
sintética las ramas de la ciencia que abren paso hacia la
blUsqueda y desarrollo de terapias que sustituyan a los
antibidticos para solventar este problema sanitario. Ac-
tualmente existen varias alternativas en la naturaleza, sin
embargo, la dificultad reside en implementarlas al uso
clinico. Entre ellas encontramos bacteriéfagos, anticuer-
pos, vacunas, probidticos, péptidos antimicrobianos y téc-
nicas de modificacion genética como CRISPR-Cas, estan-
do la mayoria de ellas bajo ensayos clinicos [4], [5].

3. BACTERIOFAGOS COMO ALTERNATIVA
TERAPEUTICA

3.1. Bacteriofagos

Los bacteriéfagos o fagos son entidades biolégicas sin
vida, es decir, una clase de virus muy simple, pero de una
gran diversidad, y consisten en ADN o ARN contenido
dentro de una capsula proteica. Como todos los virus,
estos fagos no pueden reproducirse por si mismos, siendo
totalmente dependientes de la bacteria huésped para po-
der sobrevivir. Para ello, estos fagos se unen a receptores
especificos en la superficie de la célula bacteriana e inyec-
tan su material genético dentro de la célula huésped. Una
vez inyectado su material genético, este puede incorpo-
rarse al genoma bacteriano y reproducirse verticalmente
de la célula original a las células hijas, o puede hacerse
con el control de la maquinaria de replicacion de la célula
infectada y producir una nueva generacion de fagos que
seran liberados lisando la célula. Estos son los dos posi-
bles ciclos de vida que siguen los bacteriéfagos, conoci-
dos respectivamente como ciclo lisogénico y ciclo litico
[6].

La especificidad de los fagos esta en que muchos de
ellos solo pueden infectar aquellas bacterias cuyas células
presenten el receptor especifico, por lo que la especifici-
dad de huésped cambia entre fagos, que pueden ser es-
pecificos de cepas o al contrario, ser capaces de infectar
una gran variedad de cepas e incluso géneros [6]. Estos
fagos tienen una gran futuro como posible farmaco, ya
que pueden inhalarse, inyectarse, ingerirse o aplicarse
directamente sobre la piel. Ademaés, cuentan con la venta-
ja de su especifidad, por lo que solo interaccionan con las
bacterias causantes de la enfermedad para la que estan
dirigidas, por lo que no hay efectos secundarios en las

29



bacterias "buenas” del paciente, como las propias de la
microbiota [7].
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Fig. 3. Modelo de bacteriéfago T4 en caja de plexiglés. Fuente: La-
boratorio de Biologia Molecular de Cambridge.

3.2. Terapia fagica

La terapia fagica o fagoterapia consiste en el uso de bac-
teriéfagos para tratar las infecciones bacterianas. Aunque
la eficacia de los bacteridfagos frente a las infecciones
bacterianas se conocia desde hace casi un siglo, hasta
hace poco no se le ha dado la importancia que merecen
debido a la falta de antibidticos efectivos actualmente. En
1919 se aplicd exitosamente el primer tratamiento contra
Shigella dysenteriae utilizando estos virus. Sin embargo, la
falta de conocimiento sobre ellos en el momento de su
descubrimiento hizo que se dejaran de lado tras el descu-
brimiento de la penicilina. Por tanto, el estar alcanzando el
fin de la gama de antibidticos disponibles puede significar
un cambio cultural y cientifico a nivel mundial en el tra-
tamiento de enfermedades infecciosas que lleve a nuestra
sociedad a la era de la medicina anterior a la existencia de
estos medicamentos [6].

De forma convencional, la terapia fagica se basa en el
uso de fagos en su estado natural para infectar y lisar la
bacteria en el sitio en el que ésta causa la infeccion. Sin
embargo, los avances biotecnoldgicos han permitido me-
jorar esta terapia aumentando el potencial de estos fagos
mediante bioingenieria y la purificacion de proteinas liti-
cas procedentes de estos fagos [6]. Estos avances tanto en
tecnologias de secuenciacién como en biologia molecular
han dado lugar al desarrollo de fagos modificados genéti-
camente que son eficaces para eliminar bacterias resisten-
tes a antibidticos, pudiendo restaurar eficazmente la sen-
sibilidad de las bacterias a los antibioticos, disminuir el
valor de la concentracidon minima inhibitoria (MIC) de los
antibiéticos y dirigirse a la supresion de genes esenciales
en las bacterias presentes en el huésped [8].

Recientemente, se registré el primer caso exitoso de te-
rapia fagica en un paciente en inmunoterapia infectado
con Mycobacterium chelonae multirresistente. Este tipo
de infecciones causan graves problemas y pueden supo-
ner la muerte del paciente. En este caso, se utilizé una
combinacién de antimicrobianos, cirugia y terapia fagica.
El paciente presentd anticuerpos neutrazizantes contra el
bacteriéfago, pero no hay evidencias de resistencia bacte-
riana al afgo por parte de la bacteria multirresistente [9].

3.3. Endolisinas

Una alternativa al uso de bacteri6fagos en su forma natu-
ral es el uso de lisinas provenientes de estos virus para
usarlas directamente contra la bacteria. Son una herra-
mienta muy potente: cantidades muy bajas puede destruir
millones de bacterias en segundos. A pesar de que las
lisinas de origen natural son prometedoras, se estan reali-
zando investigaciones de ingenieria genética para modifi-
carlas y que puedan destruir mas de un tipo de bacterias,
aumentando asi su potencial [7].

Una vez que ocurre la infeccion bacteriana, los fagos
expresan genes téxicos que dan lugar a enzimas especifi-
cas que participan en la escision de peptidoglicanos bac-
terianos. Son estas enzimas las que se pretenden aislar y
producir de forma especifica para combatir estas infeccio-
nes [8].

3.4. Sinergia fago-antibiético (PAS)

La sinergia fago-antibiotico se refiere al efecto que tienen
concentraciones subletales de antibidticos de potenciar la
liberaciéon de los fagos reproducidos en la célula bacteria-
na huésped. Esta estrategia que combina el uso de fagos
y antibidticos es muy prometedora al permitir reducir la
dosis de antibidtico necesaria y, por tanto, el desarrollo de
resistencia a los mismos durante el tratamiento. Se ha
demostrado que la interaccion entre el fago y el antibiéti-
co depende del tipo de fago o antibidtico que se utilice,
ya que, por ejemplo, en el caso de la combinacién con
rifampicina, se obsevan resultados negativos en la combi-
nacién con fagos, ya que este antibiotico impide la expre-
sion de RNA polimerasa, la cudl serd necesaria para com-
pletar el ciclo litico del fago [8].

Cabe destacar su utilidad frente a los biofilm, que son
comunidades bacterianas adheridas a una superficie, la
cual puede ser abidtica o bidtica, entre los que encontra-
mos implantes médicos como catéteres y articulaciones
artificiales. Esta comunidad se encuentra encapsulada en
una matriz extracelular que conteine sustancias que per-
miten su adhesién a superficies y proporcionan protec-
cion contra los antibidticos. Estos biofilm suponen un re-
servorio peligroso de bacterias persistentes que presentan
variacion fenotipica y proporcionan resistencia a los anti-
bidticos sin mutaciones genéticas ni genes de resistencia,
por lo que son mas dificiles de erradicar que otras bacte-
rias que no formen parte de una comunidad [8].

4. VENTAJAS Y DESVENTAJAS DEL USO DE
BACTERIOFAGOS FRENTE A LOS ANTIBIOTICOS

Tanto las terapias basadas en antibiéticos como las basa-
das en fagos tienen sus limitaciones y por tanto presentan
ventajas y desventajas. La capacidad de estos fagos para
contrarrestar las bacterias multirresistentes presenta ven-
tajas frente a los antibidticos, entre las que encontramos
una alta especificidad, baja dosis, bajo coste de produc-
cion, alta seguridad clinica y actividad contra los biofilm.
Ademas, por su parte, el uso conjunto de antibidticos y
fagos presenta otras ventajas como una mayor supresion
bacteriana, una mayor penetracion efectiva en biofilm y
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una menor capacidad de la bacteria de desarrollar resis-
tencia tanto al fago como al antibidtico. Otra ventaja del
uso de fagos es que pueden ejercer presion selectiva so-
bre las bacterias diana, de forma que las predispone a
sufrir mutaciones genéticas que impliquen una regulacién
a la baja de genes relacionados con la toxicidad de la bac-
teria, su sensibilidad a farmacos o factores de crecimiento.
Asi se conseguiria que las cepas que presenten resistencia
a estos fagos mediante mutaciones sean generalmente
menos patégenas y mas sensibles a los antibidticos que
aquellas cepas silvestres no tratadas con fagos previa-
mente [8]. En resumen, las ventajas de la fagoterapia fren-
te al uso de antibioticos se resumen a continuacién:

1. La accién de los fagos y endolisinas es rapida y es-
pecifica, por lo que en casos clinicos de infecciones
bacterianas solo afectarian a aquellas patégenas
causantes de la enfermedad, pero sin modificar ni
alterar nuestra microbiota. Mientras tanto, tras un
tratamiento con antibiéticos normalmente es ne-
cesario un tratamiento complementario con pro-
bidticos para repoblar la microbiota del paciente.

2. En fagoterapia se suele escoger un conjunto de los
fagos mas activos contra la bacteria especifica que
estd produciendo la enfermedad, reduciéndose
mucho la probabilidad de que la bacteria pueda
adquirir mutaciones frente a estos fagos.

3. Debido a la ubicuidad y la gran variedad de fagos,
la obtencion y purificacién de estos es una tarea
sencilla, rdpida y barata. Ademas, gracias a esta di-
versidad biologica, suponen una fuente rica de
nuevos agentes antimicrobianos que permiten el
desarrollo de moléculas terapéuticas especificas
adaptadas a las necesidades de cada infeccién en
particular.

Cabe destacar que el uso de endolisinas quizas tenga
mas futuro que el uso de fagos en su forma natural, ya
gue tendra una mejor acogida social y clinica una proteina
obtenida de un sistema de expresidon recombinante que
un virus modificado genéticamente, por la connotacion
negativa que suele acompafar a este término.

Una de las desventajas mas preocupantes es que las
bacterias pueden desarrollar resistencia frente a estos fa-
gos, aunque esto puede solucionarse aplicando terapias
del tipo PAS, el cudl limita eficazmente la produccion de
factores de virulencia por parte de las bacterias patbgenas
[8].

5. CONCLUSIONES

No cabe duda de que la resistencia antimicrobiana se
puede definir como una pandemia silenciosa que sigue
extendiéndose poco a poco en nuestra sociedad y que si
no se actla de forma inmediata puede tener graves con-
secuencias en un futuro no muy lejano. Por tanto, a pesar
de que aun se necesita mas conocimiento sobre la inter-
accion entre fagos, bacterias y humanos, ha llegado el
momento de considerar la fagoterapia como una potente
alternativa para combatir las bacterias multirresistentes.
Hay multiples alternativas para el tratamiento con fagos:
su uso directo, el uso de fagos modificados genéticamen-

te, el uso de enzimas procedentes de fagos o la combina-
cién de antibidticos y fagos. Se ha observado que la ulti-
ma alternativa, la combinacion del tratamiento conven-
cional con antibidticos y el uso de fagos proporciona me-
jores resultados que la aplicacion de estas terapias de
forma aislada. Aunque la fagoterapia solo se esta utilizan-
do actualmente en casos puntuales de gran emergencia,
la era post-antibidtica puede estar acercandose lentamen-
te y la sociedad actual debe empezar a prepararse para
enfrentarse a un mundo sin antibidticos eficaces, siendo
necesario aumentar el nimero de investigaciones en este
cambo de la terapia fagica.
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Membrana de glébulos rojos como
trasportador de farmacos

Paula Gilabert Prieto

Resumen—Debido al avance de la nanotecnologia y a la necesidad de la bisqueda de nuevas estrategias biomimédicas que
permitan el transporte de farmacos hacia el lugar de interés o un mayor tiempo de circulacién de estos en sangre surge como
alternativa el uso de glébulos rojos como transportadores de farmacos debido a todas las ventajas que presentan sirviendo por
tanto esta herramienta tanto para tratar distintos tumores, enfermedades neurodegenerativas hasta infecciones bacterianas.

Palabras Claves— Farmaco, Gldbulo rojo, Membrana, Tumor.

1. INTRODUCCION

En los ultimos afios se ha producido un crecimiento sin
precedentes de la investigacién y de las aplicaciones
de la nanotecnologia. Habiendo cada vez una mayor
esperanza en la nanotecnologia aplicada a la medicina,
nanomedicina, tanto en el diagnostico como en el trata-
miento. [1].
La razén por la cual estas nanoparticulas resultan tan
atractivas para fines médicos es debido a sus importantes
y Unicas caracteristicas, como su relacién superficie - ma-
sa que es mucho mayor que otras particulas, la capacidad
para adsorber y transportar otro compuesto. Entre estas
posibles aplicaciones se incluye la administracién de far-
macos.
La administracién de farmacos y el desarrollo farmacéuti-
co relacionado en el contexto de la nanomedicina consiste
en la formacién de complejos a escala nanométrica for-
mado por al menos dos componentes, uno de los cuales
es el compuesto farmacéuticamente activo. El sistema en
su totalidad condice a una funcién especifica [2].
Estos sistemas de farmacos basados en nanoparticulas, se
estdn aplicando con existo tanto de forma experimental
como clinica para mejorar la eficacia de muchos farmacos
y moléculas terapéuticas, en relacién a la prevencién o
tratamiento de distintas enfermedades [1].
En comparacién con los farmacos libres estos farmacos
basados en nanoparticulas se caracterizan por su baja to-
xicidad, buena estabilidad, excelente biocompatibilidad y
una mayor eficacia de la liberacion del farmaco, asi como
un mayor tiempo de retencién en sangre, lo que es muy
atil para las aplicaciones biomédicas [3].
Las moléculas terapéuticas por si solas, normalmente son
liberadas pronto o son capturadas por el sistema inmune,
y la compensacion mediante el aumento de dosis para
solventar esto puede no ser una opcién viable, ya que
puede provocar efectos secundarios inesperados. La fun-
cionalizacién con polietilenglicol (PEG) evita de forma
eficaz la fagocitosis y el reconocimiento permitiendo un
plazo de circulacién mayor. El principio que sigue esta
estrategia es que estos polimeros hidrofilicos ocultan las
nanoparticulas detrds de una capa para reducir su inmu-
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nidad. El problema de esta alternativa esta en la aparicion
de respuestas inmunitarias anti-PEG en algunos pacientes
por lo que esta siendo necesario la bisqueda de un nuevo
campo de investigacion. En la btisqueda de estas nuevas
estrategias destaca la biomimética que utilizan caracteris-
ticas que imitan los componentes internos del cuerpo pa-
ra lograr los efectos deseados [3]. Es por ello que a la ho-
ra de buscar y disefiar posibles materiales que funcionen
como transportadores es importante tener en cuenta todas
estas cuestiones, ademas de c6mo se incorpora el farmaco
y como se libera, la estabilidad, biocompatibilidad y bio-
degradabilidad

Distintos tipos de membranas celulares existentes en la
naturaleza han servido de inspiracién para conseguir cir-
culacion de los farmacos a largo plazo o la focalizacién de
estos en tumores. Estas membranas incluyen membranas
cancerosas, bacterias, linfocitos, plaquetas, leucocitos y los
comentados en este proyecto, eritrocitos.

2. ERITROCITOS COMO TRANSPORTADORES DE
FARMACOS

2.1 Generalidades

Estos glébulos rojos fueron descritos por primera vez en
sangre humana en el siglo XVII por el cientifico Lee Van
Hoc. Gracias a que estos puedes circular por la sangre
hasta 120 dias se han estudiado y utilizado como un
vehiculo ideal de diversos compuestos bioactivos. En la
década de los 70 ya se comenzaron a utilizar los glébulos
rojos como transportadores para el tratamiento de la en-
fermedad de Caucheras. A partir de este primer estudio
se han desarrollado muchas otras metodologias terapéuti-
cas de sustituciéon de enzimas en los eritrocitos para tratar
respectivamente infecciones bacterianas, leucemia y leu-
cemia dependiente de asparagina. Més tarde en 2013 se
propuso la definicién de ‘nanoesponja’ [4] que consiste en
una nanoesponaja de toxina biomimética, que funciona
como sefiuelo de toxina in vivo. Esta nanoesponja esta
compuesta por nidcleos de nanoparticulas poliméricas y
rodeado de las membranas eritocitarias, pudiendo absor-
ber toxinas dafiinas para las membranas y transferirlas
fuera de los objetivos de la célula. Siendo este uno de los
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grandes avances en este campo de investigacion.

El uso de estos glébulos rojos como transportadores es
debido a una serie de ventajas que presentan estas células
ademads de su capacidad de circular por la sangre esca-
pando del sistema inmunitario como es que carecen de
nicleo y de varios organulos lo cual es muy favorable
para su extraccion y purificaciéon. Ademads, la sangre hu-
mana presenta 5.000 millones de glébulos rojos por milili-
tro de medio, siendo estos las células méas abundantes de
la sangre humana. Por otro lado, al utilizarlos se evitaria
algunas toxicidades intrinsecas que pueda presentar las
nanoparticulas. [3]

2.2. Algunas aplicaciones de los gldbulos rojos
como transportadores

Debido a la inherente biocompatibilidad estos han sido
estudiados para administracién de distintos farmacos con
distintos fines. Presentan diversas aplicaciones y diversas
dianas, aunque el sistema de partida sea el mismo. Uno
de los ejemplos es el uso de derivados de los glébulos
rojos para la administracion de antigenos con inmunote-
rapia mejorada contra el cancer. En este caso se presenta
una combinacién de vacuna contra el cancer basada en la
membrana del glébulo rojo y el bloqueo de PDIL.

Como bien es sabido y ha sido estudiado los glébulos
rojos senescentes o dafiados son eliminadas por células
del sistema inmune como son los macréfagos y células
dendriticas (CD) del bazo. En concreto el bazo es un 6r-
gano linfoide secundario en el que abundan distintos ti-
pos celulares como los linfocitos B y T, las Natural Killer
(NK) y células presentaras de antigenos como las CD. Es
decir que los que se pretende en este acercamiento es
aprovechar los glébulos rojos dafiados para trasportar
antigenos asociados a tumores a las células presentadoras
de cancerigenas [1].

Otra alternativa y posible aplicacién de estos transporta-
dores es el uso de las membranas de los globulos rojos, no
solo para terapia atitumoral, si no para camuflar ciertas
sustancias y actuar contra la infeccién bacteriana. La resis-
tencia antibiotica esta suponiendo un gran reto a nivel
mundial para la busqueda de nuevas alternativas para
combatir estas infecciones que ponene en riesgo la salud
humana. Como se mencioné anteriromente estes mem-
branas celulares de los glébulos rojos son capaces de eva-
dir el sistema inmune, por lo que la estrategia es la que se
planta en la figural: en rpimer lugar se encapsularia el
fosfato de tedizolid (TR-701) que es un nuevo antibiético
aprobado para la infeccién bacteriana causada por gram-

TR-701

Self-assembly

PLGA

RBCs MRSA
’ infection
4 -—

Macrophages £

Fig. 1. Representacion esquematica de la preparacion y apli-
cacion de las nanoparticulas disefiadas

positivas en piel en mnanoparticulas de dcido polildctico
co-glicolico (PLGA) y posteriormene fusionado mediante
ultrasonido esta contruccién con la membrana celular de
los glébulos rojos obtenida como se detallara en el si-
guiente apartado. [5]

Estos globulos rojos ademds pueden utilizarse como
vehiculos para conseguir de esta forma atravesar la barre-
ra hematoencefalica pudiendo de esta forma tratar desde
tumores cerebrales hasta enfermedades neurodegenerati-
vas. [6]

3. SINTESIS DE TRANSPORTADORES A PARTIR DE
GLOBULOS ROJOS

Existen diversas tecnicas tanto basadas en propiedades
quimicas como en propiedas fisicas utilizadas para la en-
capuslacion del farmaco u otro compuesto activo dentro
de los eritrocitos como son hemolisis hipoténica, osmosis,
o perturbaciones quimicas de la membrana entre otras.

En general, para la preparaciéon de vesiculas derivadas de
la membrana celular de los globulos rojos es dividida en
dos partes: la obtencién de las vesiculas derivadas de la
membrana de los glébulos rojos y a continuacién la fusién
de la vesicula con el compuesto que se vaya a utilizar.
Como se puede ver la figura 1 que se muestra la sintesis
de forma sintetizada, en primer lugar, se obtendria la
sangre del organismo, que a continuacion es centrifugada,
obteniendo los eritrocitos. Estos son lavados un par de
veces para quedarnos simplemente con estas células eli-
minando las células no deseadas y el plasma. Y por ulti-
mo para obtener estos eritrocitos vacios se aplican una
serie de tratamientos y hipotonicos y lavados para elimi-
nar todos los componentes intracelulares, y una centri-
frugacion para eliminar la hemoglobina. [3]

Centrifugation pper layer

Platclet rich plasma

Whole blood Packed RBCs RBC RVs

B Pucked RBO

Fig. 2. Esquema de la preparacion de las vesiculas deriva-
das de las membranas de los glébulos rojos
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Fig. 3. Diagrama esquematico de las interacciones electrostaticas
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Los globulos rojos son estructuras altamente flexibles con
una membrana celulas viscoelastica lo que les permite el
paso a ciertos organos y por capilares muy estechos. Por
lo que es importante mantener o recubrir el globulos rojo
con una capa superficial para mantener la estabilidad de
este y las caracteristicas inmunologicas.

De esta forma las nanoparticulas poliméricas con energias
superficiales més altas tienen mds probabilidad de inter-
actuar con las membranas estabilizadas del polisacarido
para de esta forma minimizar la energia total, mientras
que superficie estabiliza de las membranas de los glébu-
los rojos puede impedir eficazmente otras interacciones
de las membranas. Lo presencia de grupos negativos en el
residuo terminal del polisacarido confiere una mayor
asimetria a las membranas celulares lo que juega un papel
importante en las interacciones superficiales. Las nano-
particulas con carga negativa podrian formar ntcleos con
particulas distinas como son estas membranas, esto puede
atribuirso a la repulsién, provocando que las nanoparticu-
las se fusionansen son las membranas intracelulares. Por
otro lado, y de forma contraria las nanoparticulas carga-
das positivamente produce una fuerte afinidad formando
simplemente agregados como se parecia en la figura 2.

5. CONCLUSIONES

Los avances en la nanotecnologia y por ende en la nano-
medicina han demostrado unas ventajas muy significati-
vas tanto a nivel de eficacia como de seguridad de nuevas
oportunidades en los sistemas de liberaciéon de farmaco.
Destacando las tres aplicaciones mostradas siendo los tres
grandes retos a los que se enfrenta la investigacién ac-
tualmente, desde poder tratar tumores, asi como atrave-
sar la barrera hematoencefalica, asi como intentar buscar
alternativas a uno de los grandes problemas a dia de hoy
como es la resistencia antibiotica.

El hecho de reproducir artificialmente interacciones bio-
logicas es un desafio dificil, el hecho de potenciar esta
alternativa que se comenz6 a ir aplicando de la década de
los 70 es un gran paso hacfa tratamientos futuros no muy
lejanos.
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Farmacos epigenéticos para el tratamiento
de enfermedades en humanos

Ana Cotan Garcia

Resumen— La epigenética se define como el estudio de las modificaciones que son estables y heredables a corto plazo y que
no implican cambios en la secuencia del ADN. Una desregulacion en el patron epigenético del material genético de una o
varias células puede dar lugar al desarrollo de patologias. Es por ello por lo que se han desarrollado farmacos epigenéticos
dirigidos contra las principales moléculas implicadas en los procesos epigenéticos. En esta revisién se describen los principales
farmacos epigenéticos basados en inhibidores de las enzimas histona desacetilasas y metiltransferasas.

Palabras Claves— Epigénetica, Farmaco, Cancer, Enfermedad, Histona, Metilacion.
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1. INTRODUCCION

La epigenética fue definida por Riggs, Holliday et al., ["
en 1996, como el estudio de los “cambios en la funcion

de los genes, mitdtica o meidticamente hereditarios,
gue no pueden explicarse por cambios en la secuencia de
ADN". Se trata pues del estudio de modificaciones, esta-
bles y heredables a corto plazo, que no implican una mu-
tacion en la cadena nucleotidica @, Estas modificaciones
se producen tanto en histonas como en el propio ADN,
regulando la transcripcién de los genes independiente-
mente de la secuencia de nucledtidos .

Existen diversos mecanismos subyacentes a la epigené-
tica entre los que destacan la modificacion de histonas, la
metilacion del ADN y el silenciamiento mediado por ARN
“l

Las histonas acetiltranseferasas (HAT) y las histonas
desacetilasas (HDAC) son enzimas que regulan la expre-
sion génica modificando el grado de compactacion de la
cromatina y, como consecuencia, su accesibilidad a la ma-
quinaria transcripcional. Las HAT incorporan grupos aceti-
los a la regién N-terminal de las histonas con lo que se
produce la descompactacion de la cromatina permitiendo
la transcripcion de los genes de esa regién. Por el contra-
rio, las HDAC producen el efecto contrario ya que elimi-
nan los grupos acetilos compactando de ese modo la
cromatina. La alteracion de la funcién de estas enzimas se
ha identificado en numerosas enfermedades humanas al
activar o bien silenciar ciertos genes y cambiar su patron
de expresion... Pl

La metilacion en mamiferos se produce después de la
replicacion del ADN y es predominante en las islas CpG,
regiones ricas en los nucleétidos citosina y guanina. Esta
metilacidn se lleva a cabo mediante la accidon de la enzima
metiltransferasa (DNMT) y se ha visto que la funcién abe-
rrante de la misma puede contribuir al desarrollo de pato-
logias debido a que la metilacién contribuye al silencia-
miento génico impidiendo el reclutamiento de proteinas
de unién al ADN Bl

Se ha visto que el ARN, mediante la via TGS (silencia-

Norberto Diaz-Diaz. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
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miento transcripcional de genes), envia sefiales al ADN
que desembocan en una heterocromatinizacion que se
puede propagar a través de las divisiones celulares, tanto
mitoticas como meidticas, y que tiene como consecuencia
el silenciamiento de ciertas regiones del ADN. Ademas,
también se ha visto que el ARN podria tener un papel
clave en las modificaciones de histonas y la metilacion del
ADN en sitios especificos, provocando un silenciamiento
hereditario y estable M4,

Dado que los defectos en los mecanismos epigenéticos
estdn muy relacionados con el desarrollo de patologias,
en esta revision se van a describir los principales farmacos
epigenéticos identificados hasta la fecha.

2. INHIBIDORES DE LA HISTONA DESACETILASA

Las HDACs tienen un papel fundamental en la regula-
cién de la transcripcién, pues como se ha comentado an-
teriormente son enzimas que eliminan grupos acetilos de
las histonas, haciendo que la cromatina se compacte. En
muchas enfermedades como el cancer, el Alzhéimer, la
colitis colorrectal o diversas lesiones renales, la HDAC se
encuentra alterada modificando el patrén epigenético
normal del organismo, lo que parece conducir a la apari-
cién y desarrollo de las patologias P10,

Es por ello por lo que los inhibidores de la HDACs
(HDACi) se han convertido en moléculas claves para el
tratamiento de enfermedades ligadas a la funcién abe-
rrante de la enzima.

En general, los HDACi pueden inhibir selectivamente a
las HDAC vy afectar a la transcripcion a través de la induc-
cién de la acetilacion de histonas, factores de transcrip-
cion y otras proteinas reguladoras. Ademas, se ha visto
que algunos son capaces de detener el crecimiento celu-
lar, la diferenciacion, la apoptosis y la inhibicion de la an-
giogénesis, lo que los hace candidatos potenciales para el
tratamiento contra el cancer 1'%,

Actualmente, existen 5 inhibidores de la HDAC aproba-
dos por la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA). Estos son Vorinostat, Romidepsina, Belinostat, Chi-
damida y Panobinostat (Tabla 1) 3114,
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TABLAA1
INHIBIDORES DE LA HDAC APROBADOS POR LA FDA [13]
Inhibidor de la HDAC Nombre cormercial Fecha de aprobacién Indicacién
Linfoma
Vorinostat Zolinza 2006 cuta}neo
de células
T (CTCL)
CTLCy
Linféma
Romidepsina Istodax 2009y 2011 periférico
de células
T (PTCL)
Belinostat Beleodaq 2014 PTCL
Panobinostat Farydak 2015 M|felz?ma
multiple
Chidamida Epidaza 2015 PTCL

2.1.Vorinostat

El vorinostat, también conocido como SAHA (acido
hidroxamico suberoilanilida) fue aprobado por la FDA en
2006 para el tratamiento del linfoma cuténeo de células T
(CTLC) en el que la enfermedad progresa, persiste o em-
peora después de dos tratamientos sitémicos '3,

Sin embargo, Wang, L. et al. [}, afirmé que el vorinos-
tat elimina las células tumorales resistentes a medicamen-
tos en pacientes con mieloma multiple avanzado.

Ademas de ejercer su papel en la supresion de tumo-
res, tiene efectos protectores sobre las células sanas, ya
gue se ha demostrado que el SAHA protege a las células
sanas de la apoptosis inducida por el cisplatino, lo que
demuestra el gran potencial de las terapias combinadas
con inhibidores de las histonas desacetilasas !"®.

A parte del tratamiento contra el cancer, el este inhibi-
dor ha demostrado tener capacidad como farmaco en el
tratamiento de trastornos vasculares asociados con la dia-
betes, ya que Manea S, et al. han concluido en uno de sus
estudios que la inhibicién de HDAC mediada por SAHA
disminuye el estrés oxidativo un modelo de raton para la
diabetes "7,

También se cree que el vorinostat es efectivo en la re-
ducciéon de la latencia viral en el VIH. De hecho, existen
analisis iniciales en los que se ha mostrado un aumento

del ARN viral asociado a las células T CD4 o colaboradoras
18]

2.2.Romidepsina

La romidepsina, al igual que el vorinostat fue aprobada
para el tratamiento contra el CTCL en 2009. Sin embargo,
en 2011 también se aprobd para el linfoma periférico de
células T (PTCL). Ademas, hay estudios que apoyan el uso
del fA&rmaco contra otros tipos de cancer como la carcino-
génesis hepatocelular en etapa temprana, neoplasias ma-
lignas hematoldgicas o neuroblastomas !9 1201 211,

En cuanto a otras enfermedades, Cleophas et al.,?? han
concluido que la inhibicion de HDAC1 y HDAC2 mediada
por romidepsina podria ser una opcién de tratamiento

con mucho potencial para la artritis gotosa o la gota agu-
da. Sin embargo, serian necesarios mas estudios prelimi-
nares a fin de determinar su toxicidad antes de comenzar
los estudios in vivo.

2.3.Belinostat

Este inhibidor de la HDAC fue aprobado en 2014 para
la PTCL 13,

Actualmente, se ha visto que el belinostat es un agente
atractivo para el tratamiento de otros tipos de cancer. Ka-
czmarek, J. et al 1, han determinado que el benilostat,
mediante administracion intravitrea, fue eficaz en el tra-
tamiento del retinoblastoma en un modelo de ratéon y que
ademas no genero toxicidad retiniana. Por otro lado, tam-
bién se ha visto que es capaz de suprimir la proliferacion y
a la vez inducir la apoptosis mediante la regulacién de la
via PKC también en modelo murino 24,

No solo ha sido efectivo contra diversos tipos de tu-
mores, si no que ademas tiene potencial como farmaco
dirigido a las enfermedades de la piel. La dermatitis atdpi-
ca es una enfermedad inflamatoria crénica de la piel que
parece estar inducida por la pérdida de la expresion del
miRNA 355, lo que genera un defecto en la barrera cuta-
nea. Asi, Quah et al,, ?* en uno de sus estudios afirma que
belinostat es capaz de restaurar el miRNA 355 de forma
efectiva, restaurando la barrera cutanea.

2.4.Panobinostat

El pabinostat se aprob6 por la FDA en 2015 para el tra-
tamiento del mieloma multiple, el segundo cancer de
sangre mas comun tras el linfoma no Hodgking. El inhibi-
dor de la HDAC actualmente sigue siendo el Unico farma-
co aprobado para el tratamiento de dicha enfermedad.
Inhibe las HDAC clase |, Il y IV lo que desemboca en la
acetilacion de numerosas dianas de proteinas intracelula-
res lo cual tiene un efecto anti-mieloma 1281,

También tiene potencial en el tratamiento del cancer
de mama al ser capaz de inhibir el crecimiento tumoral y
la metastasis regulando positivamente la expresién del
gen supresor de tumores APCL 7],

2.4.Chidamida

La chidamida, fue aprobada por la FDA China en 2015.
En este caso, esta indicado para el tratamiento del PTCL,
ya que ha demostrado tener efectos muy prometedores y
un perfil de toxicidad muy favorable 128,

También se ha demostrado su efectividad en tumores
sélidos como el cancer de pulmén en combinacion con la
radioterapia. Esta terapia combinada en carcinomas de
células escamosas de pulmén regula la expresion de
miRNA 357 induciendo la apoptosis celular y suprimiendo
el crecimiento tumoral 9,

Asimismo, tiene un efecto regulador sobre el miRNA-
338-5p de la via de sefalizacion de Hedgehog, haciendo
gue aumente el estrés oxidativo y la tasa de apoptosis en
células de glioma B2,
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3. INHIBIDORES DE LA ENZIMA METILTRANSFERASA

Como se ha comentado anteriormente las enzimas me-
tiltransferasas son enzimas que estan involucradas en las
modificaciones epigenéticas que suceden en el material
genético de los diferentes organismos.

Al igual que sucede con las HDACs, la regulacién abe-
rrante de las DNMT se relaciona con la aparicién de en-
fermedades de distinta naturaleza, sobre todo tumores, ya
gue provocan cambios conformacionales en la cromatina
activando o reprimiendo la transcripcion génica BY. Por
esto mismo, los inhibidores de la DNMT (DNMTi) parecen
ser herramientas claves en el desarrollo de nuevas tera-
pias contra el cancer.

Existen varios inhibidores de la DNMT en estudio y en
ensayos clinicos debido a su potencial clinico.

Por ejemplo, se ha visto que la enzima metiltransferasa
EZH2 esta implicada en la regulacién de la proliferacién
celular la apoptosis y la senescencia. Asi inhibidores de la
misma, como el tazemetostat, han demostrado tener
efectos eficaces en linfoma no Hodking de células B en
ensayos clinicos fase Il B2, Ademas, los inhibidores de
EZH2 disminuyen la enfermedad de injerto contra hués-
ped en un modelo murino tras un trasplante alogénico de
medula 6sea favoreciendo la diferenciacién de las células
T [33].

Por otro lado, el Pinometostat un inhibidor de la DNMT
DOT1L, demostré en un ensayo clinico tener potencial en
el tratamiento de la leucemia aguda 4.

Otro inhibidor de DNMT es la azacitidina también co-
nocida como Vidaza por su nombre comercial. Fue apro-
bado por la FDA en 2004 para el tratamiento de sindro-
mes mielodisplasicos como la anemia refractaria, anemia
refractaria con sideroblastos en anillo, anemia refractaria
con exceso de blastos o leucemia mielomonocitica crénica
031 El farmaco tiene actividad hipometilante por lo que
ejerce su accion inhibiendo la metilacion de los promoto-
res de las islas CpG y silenciando la expresion de determi-
nados genes que estarian implicados en la aparicion y
desarrollo de la enfermedad B,

4. CONCLUSIONES

Las evidencias demuestran la clara relacién entre la

aparicion de determinadas enfermedades y la epigénetica.
Como consecuencia, las principales enzimas responsables
de las modificaciones epigenéticas se han convertido en
diana para muchos tratamientos. En concreto, se ha visto
que los inhibidores de las enzimas histona desadetilasa y
metiltransferasa como farmacos epigenéticos tienen un
elevado potencial clinico y farmacolégico.
A pesar de ello, la investigacion sigue siendo necesaria ya
que, aunque numerosos farmacos han sido aprobados y
actualmente se comercializa, no estan aun indicados con-
tra todas las patologias contra las que pueden ser efecti-
vOs.
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Resumen— La inteligencia artificial en el ambito de la computacion cuantica es una nueva rama de conocimiento cuyo objetivo
es obtener resultados inimaginables con tecnologias informarticas clasicas con la ayuda del procesamiento de la computacion

cuantica.
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1. INTRODUCCION

ainteligencia artificial cudntica, todavia se encuentra en

dominios de investigacién, pues actualmente la

computacion cuantica es un campo que no se ha
desarrollado con total plenitud.

A continuacioén, se hara una breve introduccién sobre los
conceptos de la Inteligencia Artifical y de la Computacion
Cuantica para tener una mayor nocién de los temas.

La inteligencia artificial (IA) es una rama de la Ciencia de
Datos, que se concentra principalmente en la creacion de
programas y mecanismos que pueden manifestar
comportamientos “Inteligentes”. Una de las principales
ramas de la inteligencia artificial es la mineria de datos, que
se encarga principalmente de procesos de extraccion,
tranformacién y cargar de datos (ETL), y aprendizaje
automatico.

La computacidon cuantica es un terreno totalmente
distinto de la informéatica y computacion clasica, que se
basa en el uso de los cubits. Los cubits son bits que gracias
a la superposicién cuantica pueden tener un valor de 0 o 1
al mismo tiempo. Esto permite llevar a cabo varias
operaciones a la vez.

2. INTELIGENCIA ARTIFICAL CUANTICA
2.1. Ventajas cuanticas

La computacion cudantica aporta diversas ventajas a la
inteligencia artifical. Una de estas ventajas es la generacion
de numeros verdaderamente aleatorios a través de puertas
l6gicas cuanticas Hadamard sobre una cadena de N cubits,
gue no son capaces de generarse con un equipo clasico.

Otra ventaja son los beneficios que aporta al proceso de
optimizacién, algunos de los métodos que se benefician de
estas ventajas son el método de Monte Carlo, el paseo
aleatorio o el recocido simulado.

Francesc Rodriguez Diaz. Escuela Politécnica Superior, Universidad
Pablo de Olavide. froddia@alu.upo.es.

Una dltima ventaja, es que la version cuéntica de ciertos
algoritmos clasicos han demostrado ser mas rapido,
pudiendo asi resolver problemas més complejos.

2.2. Métodos hibridos

Los métodos hibridos [1] son aquellos que mezclan los
métodos clasicos con los cuanticos. Una de las razones de
estos métodos es porque en ocasiones, cuando generamos
datos con un procesador cuantico, estos pueden llegar a
no tener sentido. Para arreglar este problema surgen los
métodos hibridos que utilizan fuentes de procesamiento
rapido de datos, como la CPU o la GPU.

A partir de esto, se han ido desarrollando algoritmos
hibridos para extraer un mayor rendimiento y potencial.
Algunos de estos algoritmos son: el algoritmo de
optimizacién aproximada cuantica (QAOA) que se utiliza
para resolver problema en la teoria de grafos. Este
algoritmo hace uso de la optimizacion clasica de
operaciones cuanticas para maximizar la funcién objetivo.

Otro algoritmo hibrido es el algoritmo Eigensolver cuantico
variacional (VQE), el cual aplica la optimizacién clasica para
para encontrar la energia del estado fundamental de una
molécula. Este algoritmo también se puede ampliar para
encontrar energias excitadas de moléculas.

3. ALGORITMOS

Es esta seccion del articulo vamos a tratar algunos de los
algoritmos utilizados en la Inteligencia Artificial Cuéntica.
Entre ellos veremos el algoritmo de Grover [2], el algoritmo
evolutivo con inspiracion cuantica [3], y el algoritmo del
paseo cuantico [4].

3.1. Algoritmo de Grover

El algoritmo de Grover [2] es uno de los algoritmos mas
basicos en este campo. El algoritmo explota al maximo el
concepto de superposicion, para poder realizar una
blsqueda sobre un conjunto N de datos no estructurados.

Cualquier problema de busqueda se puede expresar como
una funcién f(x), donde x es un elemento del conjunto a
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buscar. Si el elemento x es una solucién, entonces
tendremos que f(x) = 1, mientras que si x no es una
solucién f(x) = 0. De forma clasica, en el peor de los casos
tendriamos que calcular f(x) un total de N - 1 veces, donde
N = 2". De esta manera estariamos probando todas las
posibilidades, mientras que, con el algoritmo de Grover
"resolveriamos este problema con una velocidad
cuadratica, pues solamente tendriamos que calcular VN, en
comparacion con N.
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Fig.1. Grafica de complejidades

Para poder obtener dicha velocidad, lo que hace el
algoritmo es definir una matriz llamada oraculo teniendo
en cuenta que esta debe actuar sobre todos los estados |x),
la matriz esta definida de la siguiente manera:

Uy |x) = (-1)/®|x) (1

Lo que quiere decir la funcién es que, si x no es una
solucidn, esta no tendra efecto sobre el estado, pero en el
caso de que si sea una solucidn entonces tendremos lo

siguiente:

Urlx) = —x) )

Con esto, la matriz corresponde a hacer una reflexién en su
amplitud al estado marcado dentro del conjunto de N
elementos, es decir, que lo que conseguimos con la funcién
es resaltar un estado sobre los demas, modificando la
amplitud de dicho estado. Gracias a esto, la amplitud del
resto de estados baja y a la hora de la medicién devolvera
el elemento correcto con una probabilidad casi del 100%.
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3.2. Algoritmo evolutivo con inspiraciéon cuantica

El algoritmo evolutivo con inspiracion cuantica [3] o dicho
de una manera mas breve, los algoritmos genéticos
cuanticos son esencialmente como los algoritmos
genéticos clasicos, con la diferencia de que cada individuo
es una cadena de cubits, a estas cadenas las vamos a llamar
individuos cuanticos.

Como cada individuo cuéntico se encuentra en un estado
de superposicion cuantica, cuando mutamos o cruzamos
individuos lo que estamos haciendo en realidad es cruzar
o mutar varios individuos clasicos.

Algoritmos Genéticos
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Fig.2. Pasos del algoritmo genético cldsico

El proceso de los algoritmos genéticos cuanticos es muy
similar al del algoritmo genético clasico. Los pasos son
crear una poblacién inicial de individuos cuanticos
(poblacién cuéntica), que iremos cruzando y mutando
durante X generaciones (iteraciones). La actualizacién de la
poblacién se realiza mediante el operador Q-gate, dicho
operador se define como una matriz de rotacion:

cos(Afi) —sin(ABi) 3)

u(aen = sin(Afi)  cos(Afi)

La actualizacion de cada individuo cuantico sigue la
siguiente ecuacion:

[Z‘] = o [ 4)

La ecuacion nos indicia que la actualizacion del individuo
es el resultado de aplicarle el operador Q-gate al
individuo actual. Con esto conseguimos llevar a los
individuos a soluciones mas éptimas.



Gracias a este operador, podemos explorar mejor el
espacio de soluciones y evitar quedarnos estancados en
maximos o minimos locales, como puede pasar al usar
algoritmos géneticos clasicos.

3.3. Algoritmo del paseo cuantico

El algoritmo del paseo cuéntico [4] es la versidn cuantica
del algoritmo del paseo aleatorio. El paseo aleatorio
consiste en describir una ruta definida por una serie de
pasos aleatorios, en donde el estado del caminante esta
descrito por una distribucion de probabilidades de
posiciones. La diferencia entre el paseo cuantico y el
aleatorio, es que el cuantico busca una mejora en la
eficiencia y el rendimiento en los algoritmos aleatorios. El
paseo cuantico es la base de algunos algoritmos cuanticos
como el algoritmo de Grover.

Al igual que en el paseo aleatorio, el paseo cuantico
también tiene dos tipos. El primero de ellos es el paseo
cuantico en tiempo continuo, el cual puede llegar a
utilizarse para compuntacién cuéntica universal. Los
caminantes en tiempo continuo estan descritos por la
evolucion de un Hamiltoniano H, que se encuentra descrito
por la ecuacion de Bose-Hubbard:

r
H= Zm EmaL am + 2 Zm Ny (nm - 1) + Z(l,m)]l,mair am
(5)

siendo al y a,, operadores de creacion y aniquilacién, T la
energia de interaccion, es decir, la energia que cuesta que
dos particulas estén en la misma posicion, E,, la energia
en una posicion concreta, J;,,, la tasa de tunelado y n, un
operador numérico. Los caminantes avanzaran de acuerdo
con el siguiente operador unitario:
U = e—th/h

(6)

Y el segundo es el paseo cuantico en tiempo discreto, en
donde participan el caminante y una moneda. La evolucion
de este tipo de caminata depende de un operador de
evoluciéon que lleva a cabo dos operaciones cuanticas. La
primera operacién consiste en hacer que la moneda entre
en un estado de superposicion cuantica, mientras que la
segunda operacién consiste en hacer que la moneda
interactue con el caminante. La férmula que describe el
camino de un paseo cuantico discreto es la siguiente:

W), = U®™ |¥), ()

Siendo U®" n aplicaciones del operador de evolucién U,
|¥), el estado inicial de la moneda y |¥), el estado de la

caminata después de n pasos.

4. APRENDIZAJE AUTOMATICO CUANTICO

El aprendizaje automatico cuéntico [5] es la version
cuantica del aprendizaje automatico clasico. Esta drea de
inventigacion intenta integrar los algoritmos cuénticos
dentro del aprendizaje automatico, con lo que se consigue
acelerar las técnicas clasicas, la velocidad de calculo y el
almacenamiento de datos del aprendizaje automatico.

Ademas de esto Ultimo, esta area también utiliza datos
generados a partir de experimentos cuanticos en métodos
clasicos del aprendizaje automatico, esto recibe el nombre
de "Aprendizaje automatico de sistemas cuanticos”.

Los algoritmos de aprendizaje automatico cuantico
estan basados en el algoritmo de Grover, pues como se
comento anteriormente este algoritmo es capaz de
resolver problemas de bulsqueda en datos no
estructurados, con una aceleracién cuadrética. Algunos de
estos algoritmos son: el algoritmo de las K-medianas y los
K-vecinos més cercanos.

Las ramas del aprendizaje automatico clasico son el
aprendizaje supervisado, el aprendizaje no supervisado y el
aprendizaje por refuerzo. A continuacion, se explicaran las
versiones cuanticas de estas tres ramas.

4.1. Aprendizaje supervisado cuantico

El aprendizaje supervisado clasico, intenta estimar el
valor de la variable de salida en funcién del resto de
variables. Dos algoritmos cuénticos [7][8] que se intenta
integrar en este tipo de aprendizaje automatico son el
algoritmo de maquinas de soporte vectorial cuanticas y el
algoritmo de redes neuronales cuanticas.

El algoritmo de maquinas de soporte vectorial cuanticas
tiene como finalidad construir un hiper-plano que separe
el conjunto de datos dedicados a las tareas de clasificacion
y la ecuacion lineal para la formulacion dual. Para ello, se
construye una matriz de densidad que se corresponde con
la matriz del nucleo, y para la extraccion de la informacion
se utiliza el anélisis de componentes principales cuéntico.

Las redes neuronales cuanticas tienen un problema con
las redes neuronales clasicas. El problema reside en que las
redes neuronales clasicas funcionan por funciones de
activacién que generalmente no suelen ser lineales, ya que
se ha demostrado que suelen ser mas rapidas en la
optimizacién de los pardmetros de las neuronas. Mientras,
que las redes neuronales cuanticas son todo lo contrario,
pues en estas funcionan mejor las lineales. Para arreglar
este problema se utilizan los métodos RUS (repeat until
success), que simulan funciones no lineales. El problema
con estos métodos es que ciertos estados no pueden ser
observados y se generan oscilaciones especificas.

Algunas de las maneras mas usuales para implementar
redes neuronales cuanticas son empleando fotones,
circuitos variacionales en capas o con modelo cuanticos del
tipo Ising.
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4.2. Aprendizaje no supervisado cuantico

El aprendizaje no supervisado clasico, se encarga de
aquellos problemas donde no existe una variable especial
de interés. Un par de algoritmos cuanticos [7][8] que se
integran en esta rama del aprendizaje supervisado son el
algoritmo cuantico de agrupamiento y los métodos K-nn.

Los dos algoritmos nombrados anteriormente, son
algoritmos de distancia, cuya funcion es calcular la
distancia entre los vectores de caracteristicas y la seleccion
mas préxima. La implementaciéon de estos dos algoritmos
consiste en emplear la superposicén de dos funciones de
onda, para utilizarlas como media de la distancia entre los
dos estados cuanticos,

4.3. Aprendizaje por refuerzo cuantico

Con la mejora cuantica, el aprendizaje por refuerzo tiene
un agente cuantico que interactla con marcos clasicos o
cuanticos y en determinadas ocasiones, este agente recibe
una recompensa. Esta recompensa ocasiona en el agente
un cambio en su comportamiento, es decir, que el agente
intenta aprender qué acciones provocan que reciba una
recompensa.

En algunas ocasiones, ya sea por la capacidad de
procesamiento cuantico del agente o por la posibilidad de
sondear el marco en superposiciones, se puede llegar a
conseguir una aceleracién cuéantica.

5. CONCLUSIONES

La inteligencia artifical cuantica es un area de investigacion
que todavia le queda mucho por descubrir e implementar,
pues la mayoria de los algoritmos son marcos teoricos y
muy pocos estan implementados. Habra que esperar a que
la mayoria de estos esten totalmente implementados y ver
los beneficios que podran aportar en otros campos de
investigacién como en la biologia.
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Control de Calidad y Pruebas Software

Carlos Bedmar Moreno

Resumen—. El Control de Calidad o Quality Assurance (QA) se hace cada dia mas imprescindible en el modelo de desarrollo
de cualquier aplicacion software. A través de la localizacién y correccion de errores en todas las fases del proyecto consiguen
un ahorro considerable de gastos, la mejora de la imagen del software y aseguran el cumplimiento de unos estandares

minimos para ofrecer al cliente un producto de calidad.

Palabras Claves— Quality Assurance, Testing, Desarrollo software, Control de calidad, Pruebas.

1. INTRODUCCION

a fase de pruebas de un producto se ha convertido en
I_uno de los aspectos mas importantes de todo nego-

cio, no solo en el mundo del software, todo producto
gue pasa por nuestras manos hoy en dia debe pasar por
diversas y meticulosas pruebas que garanticen un minimo
de calidad antes de pasar a la venta.
El origen de esta necesidad proviene puramente del am-
bito econémico, que el cliente encuentre fallos en su pro-
ducto puede llevar a una pérdida de confianza en la em-
presa y mala imagen publica, lo que finalmente se traduce
en pérdidas que pueden conducir al cierre de la empresa.
Hasta llegar a la era actual de metodologias de pruebas
software se pueden diferenciar 5 etapas:

» Periodo de debugging [1947-1956]: Grace Mu-
rray acufa los términos “bug” y “debugging” tras
un incidente en el que una polilla se habia que-
dado pegada en un relé de la computadora con
la que trabajaba, provocando que esta no hiciese
contacto. Pruebas orientadas a la correccion del
codigo fuente para su correcto funcionamiento.

» Periodo de demostracion [1957-1978]: Charles
Baker expone la necesidad del desarrollo de
pruebas que garanticen que se cumplen los re-
quisitios predisefados (testing) ademas de las
funcionalidades del programa (debugging). Co-
mienzan las pruebas que garantizan que se cum-
plen las especificaciones descritas.

» Periodo de destruccion [1979-1982]: Glenford J.
Myers introduce un cambio radical en la logica
de procedimientos del testing. Antes la intencion
era demostrar que un programa no tiene fallos,
lo que podria conducirnos de forma subconcien-
te a tomar datos que no provoquen fallos. A par-
tir de este momento se intentarda demostrar que
si los tiene utilizando datos de entrada con alta
probabilidad de provocar fallos.

» Periodo de evaluacion [1983-1987]: Se publica
por primera vez una guia de testing que incluye
actividades de analisis, revisién y pruebas durante
el ciclo de vida del software. Aparecen por prime-
ra vez herramientas para el desarrollo de pruebas
automatizadas y desde este momento el testing

Carlos Bedmar Moreno. carlosbedmarmoreno@gmail.com

se considera una fase mas del desarrollo softwa-
re.

» Periodo de prevencién (1988-Actualidad): Apare-
cen por primera vez los estandares de calidad, se
consigue que el testing cobre mayor importancia
hasta tal punto que surge el perfil de tester, dife-
renciado del desarrollador, y se afiade una fase
de testing al periodo méas temprano del desarro-
llo software, la etapa de planificacion.

2. IMPORTANCIA DE LAS PRUEBAS SOFTWARE

Las pruebas de software son un conjunto de técnicas y
procesos con los que se pretende probar un sistema o
aplicacion en diferentes momentos de su desarrollo para
comprobar su correcto funcionamiento.

2.1. ¢ Por qué son importantes las pruebas?

Su importancia radica en localizar y subsanar el mayor
numero de deficiencias de software lo antes posible, por
ello la realizacion de pruebas frecuentemente y llevar a
cabo un testing de calidad es vital en el proceso de desa-
rrollo software.

2.2. ¢ Por qué son necesarias las pruebas?

La implementacion de pruebas software mejora la calidad,
reduce el riesgo de producir errores y mejora en gran
medida la satisfaccidn de requisitos.

Los errores se vuelven mas costosos de solucionar a me-
dida que avanzan en el ciclo de vida del desarrollo soft-
ware sin ser detectados, es mejor corregir los errores en
ciclos de desarrollo tempranos. Se estima que por cada
fase de desarrollo donde no se ha detectado un error, el
coste de solucionarlo aumenta 10 veces por fase.

3. TIPOS DE ASEGURAMIENTO DE CALIDAD

Principalmente existen dos enfoques en el aseguramiento
de calidad: Constructivo o analitico.

» Constructivo: Focalizados en prevenir o evitar de-
fectos. Utilizan procedimientos técnicos (méto-
dos, herramientas, lenguajes, plantillas, entornos
de desarrollo especializados) y organizativos
(quias, estandares, reglas de proceso y normas,
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requisitos legales).

» Analiticos: Orientados a la utilizacién de pruebas
estaticas (revisiones, analisis del flujo de control,
métricas del compilador, anélisis del flujo de da-
tos) y dindmicas (pruebas de caja negra, caja
blanca y técnicas basadas en la experiencia).

4. PRUEBAS. PROCEDIMIENTO Y TIPOS.

4.1. Proceso de pruebas en el transcurso del
desarrollo software

Para llevar a cabo un buen proceso de pruebas debe de
seguir ciertas etapas, cada una tiene lugar de forma con-
currente con las fases del proceso de desarrollo y, ade-
mas, entre ellas se aplican métodos de superposicién y
vuelta atras: Planificacion de pruebas, Analisis y Disefio de
pruebas, Implementacién y Ejecucién de pruebas, Evalua-
cion del criterio de salida y Generacién de informes, y por
ultimo las Actividades de cierre de pruebas.

4.1. Tipos de pruebas software

Las pruebas software se dividen principalmente en dos
bloques, funcionales y no funcionales.

Funcionales:

» Pruebas unitarias: Evaluan cada componente de
forma aislada, individual e independiente.

» Pruebas de integracion: Detectan defectos en in-
terfaces y comprueban la correcta integracion en-
tre componentes.

» Pruebas de sistema: Comprueban que la funcio-
nalidad implementada presenta las caracteristicas
requeridas.

» Pruebas de aceptacién: Revisan que el software
satisface los requisitos del cliente.

No funcionales:

»  Pruebas de rendimiento: Evalian el desempefio o
velocidad de la aplicacién bajo una carga de tra-
bajo especifica.

» Pruebas de carga: Analizan el comportamiento
del software bajo una gran carga de trabajo.

» Pruebas de seguridad: Revisan si el sistema esta
seguro en caso de ataques tanto de origen ex-
terno como interno.

» Pruebas de compatibilidad: Comprueban si la
aplicacion es compatible con entornos cambian-
tes.

» Pruebas de confiabilidad: Revisan el desempefio
de una aplicacién en una tarea especifica dentro
de un periodo de tiempo determinado.

» Prueba de usabilidad: Examinan la facilidad de
uso por parte del usuario final en términos de
aprendizaje y operatividad.

Adicionalmente las pruebas pueden ser ejecutadas de
forma manual o de forma automatizada.

5. RELACION DEL QA TESTER CON EL EQUIPO DE
DESARROLLO

El equipo de QA se sitla entre el cliente y el equipo de
desarrollo. Por la parte del cliente aporta una mejor com-
prension de las necesidades, define los criterios de acep-
tacion, mejora el entendimiento del dominio de negocio e
identifica requerimientos no funcionales. Por la parte del
equipo de desarrolladores, el equipo de QA define las
estrategias de prueba, apoya en la automaticacion de
pruebas funcionales, detecta y notifica bugs y sugiere me-
joras funcionales y de usabilidad.

6. CONCLUSIONES

Aunque un equipo de desarrollo puede llegar a aportar
cierto nivel de calidad y correccion de errores a nuestro
proyecto, cuanto mas grande es el proyecto mas evidente
se hace la necesidad de un equipo de aseguramiento de
calidad especializado, esto nos proporcionard mayores
beneficios a corto y largo plazo en todos los ambitos,
desde reduccién de costes hasta mejora de caracteristicas
funcionales y no funcionales. En la mayoria de los casos el
cliente tendrd poca idea de desarrollo de software y du-
dosamente le importara de qué forma se haya desarrolla-
do, sin embargo, es obvio que si detecta que existen erro-
res o que la calidad del producto final es baja, el cliente
no quedara satisfecho. Teniendo un equipo especializado
en que esto no ocurra mejorara la relacién con el cliente,
que probablemente vuelva a acudir al mismo equipo para
futuros proyectos. Por otra parte, se hace visible también
gue un proyecto cuyos inicios han estado bajo revision de
un equipo de QA, tendrad un mantenimiento mas sencillo
a largo plazo que uno que no.
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Introduccion a los sistemas ERP

Antonio José Guerrero Aguilar

Los sistemas ERP (Enterprise Resource Planning) son aplicaciones informaticas integradas utiles para gestionar los
procesos de negocio de una compafiia, un concepto importante es que en un sistema ERP debemos de garantizar la
insercion de un dato una Unica vez. A lo largo del articulo veremos las utilidades de los ERP, asi como las buenas
practicas a la hora de seleccionar y utilizar un sistema de este tipo.

Palabras clave: Sistemas ERP, Procesos de negocio, Seleccién, Buenas practicas, Utilizacion.

1. INTRODUCCION

Durante los ultimos afnos se observa una
tendencia creciente en el entorno empresarial
hacia el desarrollo de los sistemas ERP, siendo
este un pilar fundamental en las empresas.

En este articulo veremos las buenas practicas a
la hora de realizar una implantacién de un
sistema ERP y la compresion de estos.
Comenzaremos desde el proceso de Ila
seleccion del sistema siguiendo con la
implementacién y llegando hasta el propio
mantenimiento del sistema.

2. SELECCION DE SISTEMAS

Referente a lo estudiado durante el proceso de
investigacion del articulo vamos a dividir la
seleccién de los sistemas en 3 diferentes fases.

2.1. DOCUMENTACION

Es el proceso de andlisis de nuestras
necesidades, cuyo objetivo se basa en definir
las funciones que abarcara el sistema ERP en la
empresa, es importante tener en cuenta los
planes de empresa, ademds de las
observaciones a largo plazo [1].

2.2.RECOGIDA DE INFORMACION

Durante esta fase vamos a buscar en el
mercado los diferentes ERP para realizar la
eleccion conveniente a las necesidades vistas
anteriormente. Podemos realizar una tabla o
un listado con ventajas e inconvenientes de
cada ERP analizado, asi como diferentes
caracteristicas que podamos tener en cuenta a
la hora de realizar nuestra seleccion.

A lo largo de este proceso es también
importante mantener el contacto con los
diferentes proveedores de los sistemas y reunir
toda la informacién posible de cada opcion,
anadiendo esta informacién a la
documentaciéon. En base a los datos obtenidos
podremos descartar los ERP que no se adecuen
a lo que la empresa estd buscando y, de esta
forma, reducir el ndmero de posibles
candidatos.

2.3.SELECCION

En este momento debemos tener la evaluacién
de nuestra recogida de informacién sobre cada
ERP, asi como su comparativa con los criterios
de la empresa. En primer lugar, estos
resultados deben de ser analizados por la
empresa.

Una vez analizada la informacién, ya se tendra
una decisién sobre el ERP més adecuada y, por
tanto, se comenzard el proceso de negociacién
donde revisaremos el proyecto de cara al
futuro y todo lo acordado anteriormente,
debemos tener en cuenta que este paso de las
negociaciones puede extenderse por un tiempo
e incluso puede cambiar nuestra decisién final,
ya que diferentes proveedores al no ser
seleccionados reformulen sus propuestas en
base a factores econémicos o a una diferente
distribucion de recursos [2].

Finalmente, tomada la decisiéon final del ERP
se firmara el contrato con el objetivo de
comenzar el proceso de implementacién.
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3. IMPLEMENTACION

Durante esta fase formaremos la
implementacién del sistema ERP desde su
inicio al mantenimiento.

3.1.SELECCION DE CONSULTORA

Cuando hayamos seleccionado nuestro
sistema ERP tendremos que comenzar a
seleccionar el equipo de consultoria. En caso
de que nuestro proveedor ERP también lo
implemente podriamos saltar este paso.
Llevaremos la misma practica que con los
proveedores, seleccionando cual es el maés
indicado, teniendo en cuenta su experiencia,
sus conocimientos y su capacidad [3].

La propuesta presentada por una consultora
debe indicar el tiempo estimado de
implementacién, fecha de arranque, costos
metodologias...

Es de alta importancia el entrevistarse con
varios e ir descartando poco a poco, viendo las
diferentes pruebas que nos ofrecen hasta llegar
a tomar una decisién tal y como se hizo con los
proveedores. Estos tltimos también pueden
hacer sugerencias sobre consultoras a tener en
cuenta.

Finalmente, volveremos a realizar
negociaciones hasta conseguir la propuesta
definitiva de la consultora.

3.2.INSTALACION Y PLANIFICACION

Se comienza con la planificacion de la
implementacién, en un cambio de este calibre,
como es un nuevo sistema de trabajo, serd vital
el papel del departamento de RRHH vy los
directivos para involucrar a todo el personal en
el uso del nuevo sistema [4].

Se realiza un cronograma de la
implementacién, que incluye la instalacion del
producto y los diferentes médulos de este, las
pruebas y los cursos para el personal de la
empresa que vaya a utilizar el sistema.

Los cursos son un factor a tener en cuenta,
pues, como estos nos facilitan la
implementaciéon del sistema, se deberad
controlar la asistencia del personal a ellos,
incluido directivos. Si conseguimos una buena
involucracién en los cursos, tendremos un
inicio a la utilizaciéon del sistema mucho mas
fluido.

En paralelo a los cursos se realiza el proceso de
pruebas. Una vez estd instalado el sistema se
deben ejecutar todas las pruebas necesarias
para validar el funcionamiento integral de este.
Es fundamental la ejecucién de pruebas de
carga y validacién de datos en los equipos de
trabajos especializados [5].

3.3.ARRANQUE

Durante el proceso de arranque debemos tener
en marcha nuestro sistema y capacitado a
nuestro personal. Para un arranque exitoso
vamos a utilizar algunas estrategias.

Es importante estar preparado para cualquier
tipo de contingencia que se nos pueda
presentar. Podremos elaborar planes de
contingencias para continuar de la mejor forma
posible. En caso de ser necesario, una buena
practica es el uso de una persona con
experiencia en el sistema para que apoye al
equipo de trabajo.

Debemos establecer tiempos para realizar
cargas de datos y asegurar el éxito de todas las
pruebas.

4. MANTENIMIENTO

Durante el mantenimiento debemos seguir la
linea de lo que hemos propuesto y como
objetivo tenemos la aceptacién y consolidacién
del sistema en la empresa. Hay que tener en
cuenta las indicaciones sélidas sobre las
oportunidades de mejoras de los procesos y la
correccién de fallos que se puedan encontrar.
Es importante mantener siempre optimizado
el sistema y obtener respuestas eficaces ante
cualquier adversidad.

Debemos asegurar que el sistema estd
cumpliendo con todos los objetivos trazados.
Para ello, involucraremos a todo el personal
con el sistema y se proporcionara soporte a los
usuarios que lo manejen. Ademas,
comprobaremos que estdn haciendo un uso
correcto del sistema. Verificaremos que la
informacién que nos brinda el sistema sea
exacta y veraz y continuaremos dando
seguimiento al correcto funcionamiento de
este, asi como del equipo técnico.

Por ejemplo, podemos crear una categoria de
normas y estandares para guiar al personal,
que recoja ciertos riesgos en la utilizacién del
sistema, y como consecuencia obtener
fiabilidad,  flexibilidad,  seguridad 'y
estabilidad.

46



Debemos tener cuidado con que los
trabajadores se resistan a usar el sistema por
falta de entendimiento. También tenemos que
evitar el no aprovechamiento debido a la no
actualizacién del sistema y menores beneficios
por el uso indebido del sistema.

Un factor clave pueden ser los requerimientos,
sugeridos por el personal que use el sistema
ERP o por los directivos. La actualizacién con
mejoras para el sistema es algo fundamental,
sin embargo, hay que tener en cuenta el
excesivo incremento de nuevos
requerimientos, pues, como nos puede
estancar, debemos estar atentos a que cada
requerimiento precisa de una fase de pruebas
y deteccién de errores y puede entrar en
conflicto con otros procesos. Es decir, debemos
tratar de que los nuevos requerimientos no
sean un flujo continuo [6].

5. CONCLUSION

Iniciar la compra de un sistema ERP es un
cambio en la forma de trabajar y una costosa
inversién en cuanto a lo econémico, al tiempo
y a otros recursos. Es decir, es un proceso
complejo mediante el cual llevando una buena
gestion es posible tener beneficios a corto
plazo, como el tiempo fluidez.

Puede llegar a ser un proceso critico con
muchos puntos que pueden tener fallos de
coordinacién, pues es dificil controlar la
implementaciéon de un sistema en una
organizacion, ya que esta involucrando a una
gran cantidad de personas y a su metodologia
de trabajo con este cambio.

Todas las organizaciones piensan en una
buena y fiable implementacién, por ello es
necesario tomar precauciones y vigilar con
cautela cada paso. Un fallo actual no resuelto
puede dar lugar a otros y acabar provocando
una gran cantidad de problemas, dando por
fallido todo el sistema.
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Blockchain y algoritmo de consenso Proof of
Work

Maria Varo Moreno

Resumen— Blockchain o la cadena de blogues, es una cadena de bloques que contiene un conjunto de transacciones. Esta
cadena de bloques no necesita de una entidad tercera verificadora que garantice la veracidad e integridad de los datos del
bloque. Todo el proceso de verificacion se hace a través del llamado algoritmo de consenso Proof of Work, el mas usado hasta
la fecha, pero que no es tan comprendido como deberia. En este articulo te acercamos al mundo a bajo nivel de blockchain.

Palabras Claves— Blockchain, Bloques, Transaccién, Minero, Algoritmo de Consenso, Proof of Work.

*

1. INTRODUCCION

n este articulo se darad una introduccién al mundo del

blockchain y a los mecanismos y algoritmos que per-

miten el correcto funcionamiento de este gran ensam-
blamiento que supone la coordinacion de todos los usua-
rios pertenecientes a la red de blockchain para garantizar
la integridad de las transacciones.

2. BLOCKCHAIN

Histéricamente[1] el dinero que poseia cada individuo
correspondia a un registro anotado en un banco o libreta
y que una entidad tercera certificaba como vélido y lo
gestionaba. Este se trata de un sistema centralizado ya
que una sola entidad es la responsable de la gestion y
validacién de la transaccion. Con blockchain y el algoritmo
de consenso Proof of Work[2] (PoW), ya no son necesarias
entidades terceras verificadoras y aparece un sistema des-
centralizado o distribuido, basado en el peer to peer
(p2p), donde todos los usuarios hacen de servidor, te-
niendo una copia de la libreta, distribuyéndola al resto de
usuarios que la soliciten y llevando el control de las
transacciones.

Blockchain permite que todos los usuarios verifiquen
las transacciones y eliminan la figura intermedia que ase-
gura la transaccién y donde se deposita la confianza, ga-
rantizando la integridad de los registros.

2.1. Bloques

El bloque[3] es un registro limitado de transacciones entre
usuarios. En la analogia del libro de cuentas, corresponde
con una pagina de la libreta del libro que contiene todas
las transacciones realizadas.

Cada bloque contiene como maximo 1Mb, que corres-
ponde con unas 2000-2200 transacciones. La creacién del
bloque esta regida por las siguientes reglas:

e Los bloques son .txt donde se registran las
transacciones. Por ejemplo: Transaccionl xxxx a
yyyy por z bitcoins.

e Se genera exclusivamente 1 bloque cada 10 minu-

Maria Varo Moreno. Escuela Politécnica Superior, Universidad Pablo de
Olavide. mvarmor1@alu.upo.es.

tos, por lo que se sabe el creciemiento aproximado
del blockchain, 3-4 transacciones por segundo. En
el siguiente punto se explica el minado de bloques,
a partir del cual, el minero que mina un bloque, re-
cibe una recompensa y el bloque es afadido al re-
gistro de bloques.

e El bloque minado es enviado al resto de mineros
que tienen que validar por mayoria la validez del
bloque generado. Aqui entra en juego el algoritmo
de consenso.

e Para el bloque se genera un hash, generado por un
validador o minero

Un bloque contiene:

1. Hash del bloque que le precede

2. Fechay hora de creacién del bloque

3. Recompensa y nick del minero

4. Transacciones del bloque

5. Un numero que haga que se cumpla la condi-

cidn necesaria para el hash pedido.
Block#0 Block#1 Block#2
index index index
timestamp timestamp timestamp
previousHash | L. previousHash - previousHash
hash hash hash
data data data
2.2 Minero

La figura del minero es indispensable en blockchain, ya
que son los producen los eslabones necesarios para man-
tener nuestro libro de cuentas actualizado.

Un minero es un usuario (mas bien un procesador o
conjunto de ellos), que como su palabra dice, mina blo-
ques, lo que significa que genera bloques de transaccio-
nes que posteriormente seran distribuidos al resto de mi-
neros para su validacion y posterior distribucion. Se esti-
man que existen alrededor de 1.000.000 de mineros ac-
tualmente, y todos compiten por generar bloques y recibir
la recompensa asociada. Pero generar un hash no es una
simple iteracion del SHA-256, comprende todo un proce-
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so hasta encontrar el hash correcto. Este hash ha de em-
pezar con 8 ceros al inicio. A esta accidn se le conoce co-
mo prueba de trabajo (Proof of Work) y es el coste por el
gue han de pasar los mineros para conseguir su recom-
pensa. Sera explicado con mas profundidad en el aparta-
do siguiente.

La Prueba de Trabajo busca reducir el nimero de ac-
ciones fraudulentas al necesitar de inversién computacio-
nal, haciendo que se resuelvan pruebas por parte del pro-
cesador antes de minar el bloque, dificultando la tarea de
los intentos de fraude.

Cualquier proceso de seguridad se basa en hacer que
el coste exceda al beneficio. El minero que mine primero
el bloque, tendrd el derecho de afiadir su bloque al regis-
tro general y recibir la cantidad de criptomoneda estipu-
lada en el momento de la generacién del bloque. El pri-
mer bloque minado recibi6 la cantidad de 50 bitcoins por
su minado. Esta cantidad se reduce cada 210.000 bloques
minados, hasta acabar con los 22.000.000 millones de
bitcoins que estan programados para existir. Por lo que
minar bloques, genera cada vez una recompensa en crip-
tomoneda menor.

¢Y si aun asi hay intentos fraudulentos de minacion de
bloques? ;Qué pasa si existe un minero corrupto que in-
troduzca transacciones ilicitas en el bloque para beneficio
propio?

Este sistema es mas seguro cuando mas nodos se en-
cuentran conectados, entendiéndose nodos como mine-
ros y usuarios conectados. Si asumimos que se mina un
bloque fraudulento, este bloque, como cualquiera mina-
do, es enviado al resto de nodos que validan las transac-
ciones. Si la validacidon no es satisfactoria, los nodos
desechan el bloque. Debido a los protocolos de consenso,
si mas del 51% de nuestros nodos desechan la validacion,
esta es eliminada y entonces la cadena oficial es la cadena
mas larga. Por lo que, si el minero corrupto encuentra el
hash correcto del bloque ilicito y se afiade al registro ge-
neral, tras un tiempo, el resto de mineros irdn encontran-
do también el hash de sus bloques y la cadena mas larga
seria la de ellos, ya un minero no puede competir contra
la potencia de calculo acumulada del resto de mineros. La
regla de la cadena mas larga también aplica en el caso de
gue dos mineros encuentren el hash de su bloque en el
mismo instante de tiempo.

¢Y si un gran nimero de mineros se ponen de acuerdo
para falsificar y validar un bloque? Asumiendo que el nu-
mero de nodos inmersos en el fraude fuera tan alto como
para sumar entre 11 ellos mas del 51% del cémputo total,
ya que es lo necesario para siempre sobrepasar la capaci-
dad de generar bloques del resto de la red, entonces se
conoce como Ataque del 51%. Este ataque asume demo-
craticamente que el bloque corrupto es legitimo. La reali-
dad de este tipo de ataques es que su practicidad es nula,
debido a la complejidad técnica que entrafa y al coste
computacional que supone. Cada nuevo nodo, aflade ro-
bustez al sistema. La mineria es posible con un CPU, GPU
o ASIC. La potencia de calculo aumenta con el GPU y se
dispara con el ASIC aunque también la inversion necesaria
es mayor. Acompafiando el hardware con un software de
minado como EasyMiner o BFGMiner, ya es posible empe-

zar a minar.

2.3 Cadena de bloques

Una vez sabemos qué es un bloque y como minarlo, se
explica el concepto de cadena bloques. La creacién de la
cadena se genera enlazando los bloques. Se consigue
afadiendo a cada bloque, el hash del bloque anterior,
obteniendo un tipo de enlace en el que cada bloque tiene
la referencia a su bloque anterior. De este modo, si hay un
cambio en un bloque, el hash cambia y toda la cadena cae
como un domind, al no poner validar el bloque previo. En
ese caso, eligiéndose registro general la cadena més larga
existente.

Por ultimo, anteriormente se habld de que blockchain
sigue una arquitectura descentralizada, esta arquitectura
es la contraposicion a la arquitectura centralizada, en
donde, toda la informacién estéd recogida en un solo or-
ganismo, sino en varios organismos los cuales se van en-
viando informacién constantemente.

4. ALGORITMO DE CONSENSO PROOF OF WORK

Un algoritmo de consenso[4] permite verificar si quien
contribuye al blockchain lo hace de forma legitima o esta
incurriendo en fraude. Permite la verificacion, evitar ata-
ques mediante el 51% y cualquier mecanismo que permi-
ta mantener al correcto crecimiento del blockchain.

Proof of Work es el algoritmo pionero de blockchain.
Consiste en la generacién de un hash codificado en SHA-
256 a partir de los datos del bloque.

La prueba de trabajo se puede dividir en las siguientes

etapas[5]:

1. El nodo establece conexién con la red y se le
asigna una tarea que requiere un computo que
resulta en un coste computacional y eléctrico pa-
ra el nodo. Se trata de generar un hash con 8 ce-
ros iniciales para el bloque dado.

2. Se inicia la resolucién del acertijo, con el coste
computacional correspondiente a su resolucion.
A este proceso se le conoce como mineria

3. Una vez se resuelve el hash, se comprarte con el
resto de la red su resultado para proceder a su
verificacion. Si cumple con los requisitos exigidos
se comprarte con la red.

4. Si la confirmacién es correcta, se recibe una ga-
nancia por el trabajo computacional

4.1 Generacion del hash

La condicién para generar un hash vélido[6] es que su
inicio sean ocho ceros consecutivos, siendo de la forma
x00000000xxxxxxxxxx. Para generar el hash correcto, se
hace con un nimero que se afade al final del fichero y se
itera hasta que con el nUmero introducido, se produce el
hash que satisface la condicion.

Este algoritmo hexadecimal genera una cadena de 64
caracteres que garantiza su inmutabilidad, ya que solo es
el mismo si el contenido del fichero no ha sido modifica-
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do. SHA-256 no tiene colisiones conocidas, lo que signifi-
ca que con las funciones que generan el .hash, no se pro-
ducen dos hash idénticos para dos mensajes diferentes.
Esto garantiza seguirdad, ya que hace resistente a la clave
a ataques computacionales, evitando posibilidad de gene-
rar conjuntos de datos que generern un .hash especifico y
te permitan acceder a una informacién "segura”. SHA-256
es un algoritmo con efecto avalancha, cualquier pequefio
cambio en el mensaje, produce un gran cambio en la ge-
neracién del hash.

5. CONCLUSIONES

Blockchain es una tecnologia con mucho recorrido y que
nos garantiza un alto grado de seguridad y robustez en la
red. Consigue eliminar los intermediarios sin necesidad de
registros oficiales aun garantizando la autenticacion de la
informacion almacenada en las transacciones. Usa el con-
cepto de prueba de trabajo para reducir la fraudulencia en
la red durante la generacion de bloques nuevos para la
cadena de trabajo. Este concepto de prueba de trabajo
genera controversia y se estan realizando estudios para
comprobar el impacto medioambiental que podria tener
debido al alto coste computacional que requiere por parte
de todos los mineros.
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La Raspberry Pi 400 como herramienta
basica de alfabetizacion digital

Ivan Rodriguez Ruiz

Resumen—La Raspberry pi 400 es un ordenador de placa reducida que permite, en un formato compacto y con un coste muy
asequible, acercar a las nuevas tecnologias a amplios sectores de la poblacion. Posee un amplio catalogo de aplicaciones de
software libre que incluye ofimatica, visores multimedia, navegadores y entornos de desarrollo para Java y Python (ambos
lenguajes ya instalados por defecto) ademas de puertos preparados para aprender electrénica. Todo ello para brindar un futuro
prometedor en el ambito laboral para aquellas personas que no se puedan permitir elevadas inversiones en hardware y
software, ademas de permitir a los centros de ensefianza informatica estandarizar el equipamiento disponible en las clases.

Palabras Claves— Raspberry Pi, alfabetizacion, docencia, empleo y formacion

Tvin Rodrieuez Ruiz. Escuela Politécnica Suverior, Universidad Pablo de Olavide. iarodrui@alu.uvo.es

1. INTRODUCCION

Todo comenz6 a mediados los afios 80. Un nifio de 9
afios recibi6é en navidad un regalo que le cambiaria la
vida: un ZX Spectrum 48k. Un ordenador alojado en un te-
clado que se conectaba directamente al televisor. Apenas
unos meses después escribia su primer programa: un jue-
go en BASIC. Hoy, 35 afios después, imparte clases de pro-
gramacion y escribe este articulo sobre un dispositivo que
va a revolucionar la ensefianza en nuevas tecnologfas: La
Raspberry Pi 400.

Fig. 1 ZX Spectrum 48k [1]

2. LA RASPBERRY PI 400

2.1. Caracteristicas
La Raspberry Pi 400, al igual que el Spectrum o dispositi-
vos similares de los 80/90 como Amstrad o Commodore,
es un ordenador completo alojado en un teclado y que
permite su conexion directa a cualquier tipo de monitor.
Sus especificaciones son las siguientes:
® Procesador: ARM Broadcom BCM2711B0, quad-
core Cortex-A72, a 1.8Ghz
¢ RAM: 4 GB LPDDR4-3200
¢ Conectividad: Wi-H 802.11.b/g/n/ac
Bluetooth 5.0, BLE - Gigabit Ethernet
¢ Puertos: GPIO 40 pines, 2xMicro HDMI, 1xUSB2,
1xUSB3, MicroSD y USB-C (alimentacién)

Pero sin duda el aspecto mas interesante, ademads de su
potencia y versatilidad, es el precio: sobre los 80€ (se ven-
de el Kit oficial completo por unos 105€).

AL

Fig. 2 Kit Raspberry Pi 400 [2]

El kit incluye, ademds del propio dispositivo, una fuente
de alimentacién, un ratdn, el cable Micro-HDMI a HDMI
(si el monitor sélo tiene VGA es necesaria la compra de un
adaptador HDMI-VGA) y una tarjeta SD con el sistema
Operativo Raspberry PI OS de 32 Bits preinstalado.

2.2. Uso en docencia: un caso real

El pasado 11 de Febrero de 2022 comencé un curso con
Certificado de Profesionalidad de Confeccion y publicacién
de pdginas web (http://innforma.doshermanas.es/cursos/)
organizado por el Ayuntamiento de Dos Hermanas. Las
tecnologias a impartir son:

*  FrontEnd: HTMLS5, CSS3, JavaScript y Angular 11
*  Backend: PHPS, Symfony6, MySQLS8/MariaDB
e CMS: WordPress5 y Drupal9
e Servidores, control de versiones e IDs:
Apache2, GIT, Visual Studio Code 1.64
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Dicho curso se imparte sobre Elementary OS 6 Odin, un
derivado de Ubuntu 20.04. Nada mas comenzar el curso
invité a los alumnos a traer sus portatiles (si los tienen)
para usarlos en clase. Pero una alumna carecia de ordena-
dor en casa.

Solucién: comprar la Raspberry Pi 400.

Apenas una semana después ya eran 5 alumnos los que
habfan comprado el Kit. Y todos han podido instalar, sin
problemas, todas las tecnologias presentes en el curso.

Aunque es evidente que la interfaz es visualmente mas
sencilla que Elementary, Raspberry OS cumple perfecta-
mente con sus objetivo.

Unicamente hemos echado en falta la posibilidad de insta-
lar tres aplicaciones que no son bésicas, pero que normal-
mente lo afiadimos en este tipo de cursos:

*  Notable = Un editor de MarkDown (en su lugar
estamos usando el propio Visual Studio Code con
la extensién MarkDown)

¢  MySQL Workbench, un editor grafico para este
gestor de bases de datos. En su lugar hemos ins-
talado MariaDB y empleamos la Terminal para
realizar todos los scripts que vemos durante el
curso.

*  Symfony Cli, que permite ejecutar servidores web
sin necesidad de usar Apache. De todos modos se
puede realizar la instalaciéon completa de Sym-
fony6 sin ningtn problema.

También nos hemos encontrado con agradables sorpresas,
como encontrarnos que el sistema operativo ya tiene insta-
ladas algunas utilidades sencillas pero muy practicas
como scrot, que permite realizar una captura de pantalla
con retraso mediante la consola, guardando el resultado
en formato png dentro de la carpeta personal.

Un ejemplo de su uso:
Scrot -d 5 # captura con 5 sgs de retraso

Hasta tal punto ha llegado la versatilidad de la Raspberry
Pi 400 que, finalmente, hemos permitido su uso en los
exdmenes del curso, incluyendo la elaboracién de un
CRUD completo realizado con PHP y MySQL. Sobre todo
viendo la experiencia tan negativa del uso de portétiles
propios o de los mismos equipos de clase, con problemas
de arranque dual entre Windows y ElementaryOS.

2.3. Sistemas operativos instalables

Aunque el Kit ya viene con el Raspberry Pi OS de 32 bits
instalado, podemos usar una aplicacién de la propia ras-
pberry (https://www.raspberrypi.com/software), llamada
Raspberry Pi Imager con versiones para Windows, MacOS y
Ubuntu.

Dicha utilidad permite la instalacién de varios sistemas
operativos en cualquier tarjeta SD, segin podemos ver en
la siguiente tabla:

TABLA 1
SISTEMAS  OPERATIVOS INSTALABLES LA RASPBERRY PI 400
Nombre Versiones
Raspberry PI OS 2022 (32/64 Bits)
Ubuntu 21.10 (32/64Bits), 20.04.4 LTS
Manjaro 21.12 (KDE, XFCE, Mate, Gnome)
RISC OS 5.28
RetroPie / Recalbox (Emulacién y Game OS)

También se puede instalar Windows10, pero no con el instalador oficial de
Raspberry.

3. SOFTWARE EDUCATIVO

3.1. Paquetes instalados

El sistema operativo Raspberry Pi OS, tanto en versiones
de 32bits como en 64bits (aparecido en enero de 2022), in-
cluye multitud de software ya instalado y preparado para
comenzar a trabajar.

El enfoque de la inclusién de estos paquetes dentro del
dispositivo es claro: fomentar los conocimientos en nue-
vas tecnologfas para todo tipo de edades, especialmente
para los mas pequefios, siendo un punto de partida ideal
para el inicio los 6-7 afios.

¥ ©
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Fig. 3 Scratch en Raspberry Pi OS

Y entre todo el software destaca, sobremanera, Scratch, un
motor de videojuegos desarrollado en el MIT que emplea
bloques para implementar cédigo.


https://www.raspberrypi.com/software

IVAN ALFONSO RODRIGUEZ RUIZ: LA RASPBERRY Pl 400 COMO HERRAMIENTA BASICA DE ALFABETIZACION DIGITAL

Scratch es ideal para iniciar en los conceptos de programa-
cién a los mas pequerios: eventos, bucles, condicionales,
etc. A partir de su manejo, permite ir preparando la mente
para conceptos mas abstractos como la programaciéon
orientada a objetos, usando lenguajes tan conocidos como
Java o Python.

Raspberry PI OS incluye, en su ment de programacion,
entornos de desarrollo perfectos para el aprendizaje como
Greenfoot, el equivalente Scratch de Java o Mu, un entorno
muy sencillo para aprender Python.

Ademas de estos, se incluyen entornos mas complejos
aunque igualmente ideales para el aprendizaje, como
Blue] (para Java) o Thonny (Python). Y ambos lenguajes ya
vienen instalados y configurados por defecto en la instala-
cién bésica del sistema operativo.

Pero el enfoque educativo de las Raspberry Pi OS no que-
da s6lo en la programacién a alto nivel, sino que se aden-
tra de manera muy acertada en la mundo de la electréni-
ca. Para ello, tendremos en el mend Educacién la aplicaciéon
SmartSim, un disefiador de circuitos l6gicos digitales con
el que poder sacar partido a nuestro puerto GPIO de 40
pines. Con dicho puerto, ademas, e instalando aplicacio-
nes adicionales, podemos adentrarnos en el mundo de la
robética o en el desarrollo de sistemas informéticos en
tiempo real.

Ademas de todo lo anterior, incluye aplicaciones esencia-
les en todo sistema operativo, siempre libres, como la con-
sola de comandos LXTerminal, el navegador Chromium,
el reproductor VLC o la suite ofimética LibreOffice, aun-
que en este caso en la versién 6 (cuando la actual es la 7),
ademds de varios juegos educativos.

Por tdltimo veremos en la tabla siguiente, y de manera re-
sumida, el software mas destacado que viene preinstala-
do en Raspberry Pi OS:

TABLA 2
SOFTWARE INSTALADO EN LA RASPBERRY Pl OS

Sofware Descripcién

Scratch Motor de videojuegos

Greenfoot / Blue] Entornos de desarrollo para Java
Mu / Thonny Entornos de desarrollo para Python

Sense Hat Emulator Sensores

SmartSim Disefiador de circuitos electrénicos
Sonic PI Codificacién en vivo (Ruby)
Geany IDE de proposito general
LibreOffice Ofimética

VLC Reproductor Multimedia
Chromium Navegador de internet
LXTerminal Consola de comandos

PDF Viewer Visor de documentos PDF

Y por supuesto, algunos juegos: Boing, Bunner, Cavern, Myriapod, Soccer y
varios juegos educativos basados en Python.
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3.2. Alfabetizacion Digital

Todo lo anteriormente expuesto en este articulo nos lleva
a la pregunta principal: ;Porqué usar la Raspberry Pi 400
en centros educativos?
Las ventajas son claras:

¢ Bajo coste

* Estandarizacién del software/harware

*  Fécil de usar y mantener

Como experiencia personal, la mas interesante de las ante-
riores es sin duda la estandarizacién tanto en el software
que se imparte como en el hardware que se emplea. Todos
los miembros de la comunidad educativa, desde docentes
hasta el alumnado, emplean el mismo dispositivo, con
iguales capacidades. Y sobre todo se evita problemas de
uso de hardware diverso.

Mientras se imparten las clases es muy estresante compro-
bar como algunos equipos se congelan (con discos duros
al final de su vida ttil) o no permiten la instalacion de al-
gunas herramientas. Eso simplemente desaparece usando
todos el mismo dispositivo.

Y en concreto, la Raspberry PI 400 permite minimizar ese
problema. Es mas, podemos emplear infraestructura
hardware que ya tuviésemos en nuestras aulas:

- Monitores (si no tienen puerto HDMI, bastard con com-
prar un adaptador HDMI-VGA que cuesta unos 7€)

- Ratones (con salida USB)

- Cargadores para alimentacién: USB-C de 3A (que llevan
muchos moviles modernos).

Como curiosidad, comentar que algunos portétiles mo-
dernos yo no llevan puerto Ethernet para conectarse a la
red local via cable. La Raspberry Pi 400 si lo lleva, evitan-
do posibles problemas con la Wifi.

Por otro lado tenemos la certeza de la compatibilidad del
software a emplear en las clases. Por ejemplo, podremos
instalar un servidor web como Apache, un gestor de bases
de datos como MariaDB o un entorno de desarrollo
versatil como Visual Studio Code. Ademés del resto de he-
rramientas de programacién y electrénico que hemos vis-
to previamente.

Y todo dentro de un sistema operativo basado en Debian
que nos permitird adentrarnos dentro del mundo de
GNU/Linux y el software libre.
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