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Prologo

La interdisciplinariedad, el trabajo en red y la excelencia son sin duda los avales que
requiere la investigacion para afrontar los grandes retos sociales de nuestro tiempo. Las
soluciones a los problemas ambientales, sanitarios, econdmicos e incluso politicos s6lo
llegaran si somos capaces de reflexionar sobre ellos, aplicarles el método cientifico y
aportar propuestas desde una perspectiva diversa en sus enfoques.

Reunimos en este volumen las propuestas de 33 jovenes investigadores de la
Universidad de Cordoba. Trabajos cientificos que abordan problemas reales
relacionados con las Ciencias de la Salud, Ciencias Exactas, Sociales, Humanidades e
Ingenieria y Tecnologia y que se situan en la vanguardia de la investigacion cientifica
por cuanto se encuentran enmarcados en lineas de investigacion absolutamente
innovadoras, como lo son las de los equipos de la Universidad de Cordoba.

La cantera cientifica de la UCO es de hecho uno de los grandes valores de la institucion.
El libro que tiene en sus manos es un ejemplo de la fortaleza con la que la Universidad
aborda su futuro gracias a quienes en estos momentos se inician en la carrera
investigadora. Esperamos que encuentre en estas paginas una muestra de la creatividad
y excelencia de nuestros jovenes investigadores. Quienes comienzan el largo camino de
la investigacion cientifica con tan buen pie y con estos mimbres s6lo pueden hacernos
ser optimistas y creer que los investigadores de hoy sabran abordar los retos del
mafiana.

Cordoba, marzo de 2018
Maria Teresa Roldan Arjona

Vicerrectora de Investigacion
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Resumen

Las redes sociales se han convertido en el medio de comunicacién y propagacion de
informacion mas usado por los jovenes. El estudio se ha centrado en el disefio y
distribucion entre alumnos de la Universidad de Cordoba (N=328) una encuesta sobre
las redes sociales y la apreciacion corporal. Los resultados sobre la opinion de los
jovenes respecto a su imagen corporal, en relacion con los estereotipos que se
promocionan y a la influencia de las redes sociales, muestran que el grado de
satisfaccion de la imagen corporal en las mujeres presenta alta correlacion con la
frecuencia de conexiones a las redes sociales, con la imagen corporal actual que se tiene
y con el grado de afectacion de la publicidad. Esto implica que a medida que se produce
un incremento entre la frecuencia de conexion a las redes sociales, aumenta la mala
imagen corporal, y también aumenta el efecto de la publicidad, lo que incrementa el
grado de insatisfaccion corporal. Por el contrario, en los hombres no existe esta elevada
correlacion e influencia.

Fundamento y presentacion de resultados

En la sociedad actual, es un hecho indiscutible el que son cada vez mas laspersonas que
utilizan las redes sociales como la forma méas comin de interaccion sociocultural
durante una considerable cantidad de tiempo, siendo los jovenes los usuarios mas
adictos [1]. Facebook, Twitter o Instagram son las redes sociales (SNSs)mas difundidas
y utilizadas[2,3], lo que da lugar a que se produzca una gran influencia en los jovenes e
induce a que modifiquen en numerosas ocasiones sus habitos y formas de vida, sin ser
conscientes de ello. Sin embargo, nimeros estudios han demostrado que los
comentarios que son publicados, la mayoria de supuestos “amigos”, como por ejemplo
los mensajes sobre la imagen corporal, producen un efecto negativo sobre la percepcion
de la propia imagen y del comportamiento afectivo [4].

La influencia de las redes sociales sobre los jovenes incide sobre numerosas areas que
conforman la personalidad. Una de estas es la percepcion de la imagen corporal,
particularmente el grado de satisfaccion con la misma[5,6], lo que da lugar al
descontento de estos jovenes con su propio cuerpo.

Un factor importante en estainsatisfaccion es el uso de la publicidad en las redes
sociales con el fin de propagar el ideal de belleza estandarizado: “un cuerpo delgado”.
Numeros estudios experimentales realizados en paises occidentales y algunos en el
sureste de Europa, muestran el mencionado impacto de los medios de comunicacién en
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la insatisfaccion corporal[4,7].Cabe destacar, que la publicidad utiliza imagenes
corporales fuertemente estereotipadas para promocionar canones fisicos y conductas
alimentarias no saludables, asociadas a productos alimentarios dirigidos sobre todo a los
jovenes|[8].

Este trabajo de investigacion muestra un estudio estadistico de una encuesta de disefio
propio acerca de la imagen corporal, el grado de satisfaccion de la misma y la
percepcion y uso de redes sociales.

En la tabla 1, centrada en las mujeres, se observa como la media del grado de
satisfaccion corporal es de 4,61 sobre 7 mientras que en la tabla 2, centrada en los
hombres, el valor es de 5,0 sobre 7. En las mujeres la desviacion tipica en el grado de
satisfaccion corporal es de 1,36, lo que significa que los datos de la muestra se
encuentran mas dispersos, mientras que en los hombres es de 1,02. Respecto a la
variable “percepcion de la imagen que la joven tiene de si misma”, (Tabla 1) la media
del grupo de las mujeres es de 3.34 sobre 7, siendo este valor de delgadez moderada y
cuerpo mas definido. La desviacion tipica en esta imagen es de 0.92, lo que muestra que
los datos son bastantes parejos. Asimismo, la media de la variable, imagen corporal que
se desea tener, es de 2.94 lo que implica una imagen mas delgada, siendo su desviacion
tipica del 0.65 por lo que se muestra que los datos se encuentran concentrados en el
valor menor de 3.La media obtenida, sobre la imagen que proyecta la publicidad, es de
1.55 por lo que esta es de extrema delgadez, siendo su desviacion tipica del 0.75 por lo
que los datos se encuentran concentrados entorno al valor 1 y 2.

Tabla 1. Resultados correspondientes de la encuesta del grupo joven femenino

Edad | Imagen | Grado de Imagen Imagen Frecuencia Red Afectaciéon
actual | satisfaccién | deseada dela de social dela
publicidad | conexién publicidad
Media | 19.68 3.34 4.61 2.94 1.55 9.93 3.39 3.27
Desviacion | 1.49 0.92 1.36 0.65 0.75 2.83 0.95 1.62
tipica

Por otro lado, la media de la variable “el grado de afectacion de la publicidad” es de
3.27 sobre 7, lo que es un valor de afectacion medio. Sin embargo, la desviacion tipica
es de 1.62, por lo que los datos de la muestra estan dispersos.Finalmente, en cuanto a las
redes sociales, se han estudiado la frecuencia media de conexiones en las distintas redes
durante la semana. La media obtenida es de 9.93 conexiones por semana. La desviacion
tipica es de 0.95.

La Tabla 2, centrada en hombres, muestra que la media para la variable “percepcion de
la imagen que el joven tiene de si mismo” es de 3.49, “imagen musculosa”. La
desviacion tipica de 1.21 muestramayor dispersion. La media de la variable: “imagen
deseada” es 4, lo que muestra una mayor concordancia con la imagen que tienen de si
mismos, con una desviacion tipica de 0.59 muestra mayor homogeneidad entre
resultados. En cuanto a la variable: "imagen que refleja la publicidad” la media es de
3.88 con una desviacion tipica de 0.81. Por ultimo, con respecto a la publicidad, la
media de la variable: “grado de afectacion de la misma” es de 2.17 sobre 7, lo que
implica que la mayoria de los jovenes consideran que no les afecta la publicidad en las
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redes sociales. Sin embargo, la desviacion tipica de esta variable es de 1.12, mayor
dispersion. En cuanto a las redes sociales: “la frecuencia de conexion” y “las redes
sociales como medio de comunicacidn” muestra que la media de frecuencia de
conexiones a redes sociales es de 10.47, con una desviacion tipica de 3.67, lo que
implica que los datos son muy dispares.

Tabla 2. Resultados correspondientes de la encuesta del grupo joven masculino

Edad Imagen Grado de Imagen Imagen Afectacion | Frecuencia Redes
actual Satisfaccion | deseada | publicidad dela de sociales
publicdad conexiones
Media | 18.63 3.49 5.00 4.00 3.88 2.17 10.45 3.39
Desviaciéon | 1.64 1.21 1.02 0.59 0.81 1.12 3.67 0.89
tipica

Las tablas 3 y 4 muestran los resultados del test de Kruskal-Wallis para el grado de
satisfaccion corporal en las siete variables estudiadas para las muestra femenina y
masculinas, respectivamente. La hipotesis nula considerada es: “el grado de satisfaccion
es independiente de cada una de las variables”.En la muestra femenina se rechaza la
hipotesis nula, es decirel grado de satisfaccion depende de las variables: frecuencia de
conexiones (Chi-square 15.321. df 5. p-value 0.003) la imagen corporal actual (Chi-
square 17.791. df 5. p-value 0.003) y el grado en el que afecta la publicidad (Chi-square
19.171. df 5. p-value 0.02). Sin embargo, el estudio para la muestra masculina refleja
que la hipotesis nula es aceptada ya que los valores de chi-cuadrado y los valores de p
obtenidos no son significativos. por lo que el grado de satisfaccion corporal no depende
de las variables propuestas.

Tabla 3. Resultados de Krusal-Wallis correspondientes al grado de satisfaccion

corporal en grupo femenino

Edad Imagen de la | Frecuencia de | Imagen Imagen | Red Social | Afectacién de la
publicidad conexion actual deseada publicidad
Chi- 9.127 3.603 15.321 17.791 3.475 3.592 19.171
Square
df 5 5 5 5 5 5 5
Asymp. .104 .608 .009 .003 .627 .609 .002
Sig.

Tabla 4. Resultados de Krusal-Wallis correspondientes al grado de satisfaccion

corporal en grupo masculino

Edad | Imagen | Imagen Imagen Afectacion Frecuencia | Redessociales
actual deseada publicidad de la de conexiones
publicdad

Chi- | 2.084 | 3.747 6.153 1.692 2.041 4.253 6.506
Square

df 4 4 4 4 4 4 4
Asymp. | .720 441 .188 7192 728 373 .164

Sig.
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Resumen

La hepatitis E (HE) es una enfermedad zoondsica emergente que afecta anualmente a 20
millones de personas en el mundo cuya principal via de infeccion en paises
industrializados es la ingestion de productos de origen porcino. Aunque el cerdo y el
jabali son los principales reservorios de los genotipos zoonosicos del virus de la HE
(VHE), los estudios sobre el papel epidemioldgico de otras especies domésticas y
silvestres siguen siendo muy limitados. El principal objetivo del presente estudio fue
determinar la prevalencia de VHE en ganado bovino y ungulados silvestres del Parque
Nacional de Donana (PND). Durante 2015 se obtuvieron muestras de sangre de 137
vacas, 99 jabalies, 101 ciervos y 102 gamos en las cinco 4reas de manejo en las que se
divide el PND. Las muestras se analizaron mediante RT-PCR a tiempo real para la
deteccion de ARN del VHE. Por especies, la prevalencia fue del 9,5% en bovino
(13/137), 1% en jabali (1/99), 5% en ciervo (5/101) y 1% en gamo (1/102). La
deteccién de bovinos positivos al VHE confirma, por primera vez en Europa, la
infeccién por el virus en esta especie. Las diferencias observadas entre grupos de
especies podrian indicar la existencia de ciclos epidemiologicos independientes entre el
ganado doméstico y los ungulados silvestres en el PND. El riesgo zoonotico de
infeccion por consumo de productos crudos o poco cocinados de origen bovino o de
ungulados silvestres podria tener gran relevancia desde un punto de vista de Salud
Publica.

Fundamento y presentacion de resultados

La hepatitis E (HE) es una enfermedad zoondsica emergente de transmision alimentaria
producida por el virus de la hepatitis E (VHE), un virus ARN de cadena simple y sin
envoltura [1]. El VHE estd incluido dentro de la familia Hepeviridae, siendo cuatro
genotipos de Orthohepevirus A (1-4) los que presentan mayor importancia desde un
punto de vista de Salud Publica [1]. Actualmente, la HE estd considerada como una
enfermedad emergente de distribucion mundial con gran relevancia en Salud Publica,
estimandose que un tercio de la poblacion mundial ha estado infectada por el VHE. Asi
mismo, es la principal causa de hepatitis aguda humana a nivel mundial, causando 20
millones de casos y 57.000 muertes anuales [2].
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Las infecciones asociadas a los genotipos 1 y 2, estan relacionadas principalmente con
brotes humanos en paises en vias de desarrollo por el consumo de agua contaminada
[1]. Por otro lado, los genotipos 3 y 4 de VHE estan implicados en casos de HE en todo
el mundo, y su origen es eminentemente de tipo zoondsico, siendo los suidos los
principales reservorios [1]. La principal via de infeccion de los genotipos 3 y 4 de VHE
en humanos es el consumo de alimentos crudos o poco cocinados de porcino (cerdo
doméstico (Sus scrofa domesticus) y jabali (Sus scrofa)) y ciervo (Cervus elaphus)
infectados [3]. Por otro lado, la principal via de infeccién por VHE en el cerdo es la via
fecal-oral a partir de heces contaminadas [3]. En este sentido, se ha detectado genotipo
3 de VHE en higado, heces y bilis de cerdos en matadero, asi como productos de origen
porcino preparados para consumo humano en supermercados [4].

Otras especies domésticas también se consideran potenciales fuentes de infeccion
zoonosica por VHE (Doceul et al., 2016). El VHE ha sido detectado en ganado bovino
en China, asi como en caprino en Italia y China [1]. La infeccion por VHE también se
ha evidenciado en diversas especies de ungulados silvestres como jabali, ciervo, corzo
(Capreolus capreolus) y gamo (Dama dama). Sin embargo, tan solo el consumo de
productos carnicos procedentes del jabali o ciervo han producido, hasta la fecha, casos
zoonosicos de HE a partir de fauna silvestre [1].

El Parque Nacional de Dofiana (PND) es un espacio natural protegido situado al oeste
de Andalucia. Con una superficie de 54.252 ha, la biodiversidad del Parque resulta
unica en Europa debido a sus multiples ecosistemas. El area de contacto del matorral de
los cotos con la marisma tiene lugar a través de una franja anchura denominada "vera",
que corresponde a un ecotono de gran riqueza ecologica. En esta estrecha franja
interaccionan con frecuencia la mayor parte de especies domésticas y silvestres
presentes en el Parque.

El principal objetivo del presente trabajo fue determinar la prevalencia de VHE en
ganado bovino y ungulados silvestres del PND.

El estudio se realizo en las cinco areas (I-V, de norte a sur) en las que se divide el PND.
Durante el afio 2015 se tomaron muestras de sangre de 439 ungulados, incluyendo 137
bovinos marismefios, asi como 99 jabalies, 101 de ciervos y 102 de gamos que
compartian habitat con el ganado bovino. En el laboratorio, las muestras se
centrifugaron tras su recogida para la obtencion del suero, el cual se conservd a una
temperatura de -80°C hasta su andlisis laboratorial en el Instituto Maimoénides de
Investigacion Biomédica de Cordoba (IMIBIC). Para cada muestra, la extraccion del
ARN viral se realizd6 de forma automdtica empleando el sistema QIAcube (QIAgen,
Hilden, Alemania). La deteccion de ARN viral se llevé a cabo en pools de 4 eluciones
mediante RT-PCR a tiempo real (CFX Connect Real Time PCR System) utilizando el
kit iTaq Universal Probes One-Step Kit (Biorad, Hercules, California, EEUU). Los
pools positivos y dudosos se reevaluaron posteriormente de forma individual.

Un total de 20 de los 439 (4,6%; 1C95%: 2,7-6,4%) animales analizados, resultaron
positivos a infeccion por VHE (Tabla 1). Por especies, se detect6 ARN del VHE en 13
de los 137 bovinos (9,5%), 1 de los 99 jabalies (1%), 5 de los 101 ciervos (5%) y 1 de
los 102 gamos (1%). La prevalencia de infeccion fue significativamente superior en
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bovino (9,5%) comparado con el total de ungulados silvestres (2,3%) (P= 0,002). Se
detectd6 una prevalencia significativamente mayor en vacas comparada con gamo y
jabali (P= 0,001), pero no con ciervo (P= 0,155). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la prevalencia de infeccion y la edad o el sexo.

Tabla 1. Prevalencia de infeccion por el VHE por especie y drea

Area Bovino Jabali Ciervo Gamo Total
N° N° N° N° N° positivos/N°
positivos/N° | positivos/N° | positivos/N° | positivos/N° | analizados (%)
analizados | analizados analizados analizados
(%) (%) (%) (%)

I 021 (0%) | 0/20(0%) | 1/20 (5%) 1/61 (1,6%)

I 123 (4,3%) | 1/20(5%) | 1/23 (43%) | 0/20(0%) | 3/36 (3,5%)

111 0/31 (0%) | 0/20(0%) | 3/18(16,7%) | 0/21(0%) | 3/90 (3,3%)

v 0/43 (0%) | 0/18 (0%) | 0/20(0%) | 0/20 (0%) 0/101 (0%)

v 12/40 (30%) | 0/20 (0%) | 1/20 (5%) | 0/21 (0%) | 13/101 (12,9%)

TOTAL | 13/137 1199 (1%) | 5/101 (5%) | 1/102 (1%) | 20/439 (4,6%)
(9,5%)

La prevalencia fue significativamente mayor en la V comparado con el resto de areas
(P< 0,001). Asi mismo, se detecté al menos un ungulado silvestre infectado en cuatro
(80%) de las cinco areas del Parque.

Un total de 13 (9,5%) vacas fueron ARN-VHE positivas. Este es el primer estudio que
evalua la infeccion por VHE en bovino en Espafia y el primero en detectar infeccion por
VHE en esta especie en Europa. Aunque se ha evidenciado contacto entre bovino y
VHE por medio de estudios serologicos en otros paises como Brasil, China, Estados
Unidos e India [5], el numero de trabajos donde se ha conseguido detectar el VHE en
esta especie es muy limitado. En China, la prevalencia de ARN-VHE fue del 6% en
muestras de suero [6], siendo inferiores a la detectada en el presente estudio. Nuestros
resultados confirman, la susceptibilidad a la infeccion por VHE en vacas en Europa.
Este hallazgo, puede tener importantes implicaciones para la Salud Publica debido al
riesgo de transmision asociado al consumo de productos de origen bovino. En este
sentido, en un estudio experimental empleando primates no humanos, se ha comprobado
que la leche de vaca contaminada con VHE es capaz de infectar incluso después de ser
sometida a tratamiento de pasteurizacion [1].

Distintos estudios de VHE en ungulados silvestres realizados previamente en Europa y
Asia [7] detectaron, en general, frecuencias de infeccion més elevadas que las obtenidas
en el presente estudio. La baja prevalencia detectada en jabali (1,0%) en nuestro trabajo,
contrasta con los valores previamente obtenidos en el centro y sur de Espafia (variando
entre el 10 y el 20%) [8,9]. Estas diferencias podrian estar relacionadas con
particularidades propias de la zona de estudio. El PND es un area protegida donde la
gestion de las poblaciones de ungulados silvestres, a diferencia de fincas cinegéticas, se
limita exclusivamente a la extraccion selectiva de animales una vez al afio. El grado de
manejo del jabali se ha asociado a mayores tasas de infeccion por VHE en Espafia [8],
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tal y como ocurre en otras enfermedades infecciosas. Ademas, la ausencia de
explotaciones de cerdo doméstico, principal reservorio doméstico de VHE [1], podria
ser otra de las razones de la limitada prevalencia obtenida en jabali en el Parque. Los
resultados preliminares obtenidos en este estudio sugieren un papel mas limitado del
jabali como reservorio silvestre del VHE en el PND. La prevalencia de VHE obtenida
en ciervos (5,0%) contrasta igualmente con los valores detectados previamente en otras
regiones de Espana (14%-16%), o Italia (11%) [7,9]. Sin embargo, nuestros resultados
son muy similares a los obtenidos en otros paises como Holanda (5,2%) y Alemania
(2,4%-5,2%) [7]. Este es el primer estudio de infeccion por VHE en gamo en Espana.
Hasta la fecha, tan solo el trabajo realizado por Neumann y cols. (2016) [10] permitio
detectar ARN de VHE en suero de esta especie, obteniendo una prevalencia del 4%
(2/46) en areas del centro de Alemania. Las bajas prevalencias observadas en jabali
podrian justificar, en parte, las limitadas tasas de infeccion encontradas en ciervo y
gamo. Nuestros resultados sugieren que los ungulados silvestres podrian actuar como
hospedadores accidentales mas que como verdaderos reservorios de VHE en el PND.

Aunque se detectaron animales infectados por VHE en 4 de las 5 éareas del PND, la
dispersion no fue homogénea, observandose una prevalencia significativamente superior
en el area V. Este hecho esta asociado fundamentalmente al elevado nlimero de vacas
positivas detectadas en este area. Teniendo en cuenta que el ganado bovino analizado en
el area V pertenecid a explotaciones diferentes, las elevadas prevalencias detectadas en
esta especie parecen estar mas asociadas a una fuente de exposicion comun, especifica
para el ganado doméstico, en dicha &rea. Sin embargo, son necesarios estudios
adicionales para determinar el origen de la elevada circulaciéon de VHE en el ganado
bovino en este area.
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Resumen

La vitrificacion de esperma consiste en introducir pequefios volimenes en nitrogeno
liquido consiguiendo una alta velocidad de enfriamiento. Esta técnica ha tenido éxito en
otras especies, pero no en caballo. Nuestro objetivo fue valorar la vitrificacion
empleando crioprotectores no penetrantes como alternativa a la congelacion con
glicerol, estudiando movimiento e integridad de la membrana plasmatica. Se recogieron
18 eyaculados de seis sementales, se centrifugaron (600 x g/10 min) y se resuspendieron
en INRA96 afadiendo glicerol para congelacion o 0,02 M de sacarosa y 1% de
albiimina sérica bovina (BSA) para vitrificacion. En congelacion se siguié un protocolo
estandar para caballos. Para vitrificacion, se depositaron alicuotas de 30 puL en
nitrégeno liquido. Movimiento total (MT,%) y progresivo (MP,%) fueron evaluados
mediante el sistema CASA. La integridad de la membrana plasmatica (MP1,%) y se
evaludé por microscopia de epifluorescencia. Los valores fueron comparados entre
tratamientos mediante ANOVA. Los resultados se expresaron como media + error
estandar. La vitrificacion obtuvo resultados mayores significativamente (P<0,05) para
MT (55.67%%2.99 vs. 35.41%+2.96), MP (38.32%+3.05 vs. 14.42%=+1.80) y MPI
(66.61%+2.69 vs. 49.16%+2,60) que la congelacion. En conclusion, la vitrificacion
crioprotectores no penetrantes podria ser una alternativa a la congelacion convencional.

Fundamento

La vitrificacion es una técnica de criopreservacion basado en la bajada de temperatura a
alta velocidad introduciendo el esperma directamente en nitrégeno liquido, reduciendo
la formacién de grandes cristales de hielo, como ocurre en la congelacion lenta
tradicional [1]. Para reducir el daio por congelacion se emplean los crioprotectores, los
cuales protegen al espermatozoide, debiendo tener una presion osmdtica adecuada para
minimizar el dafio en la membrana plasmatica. Los crioprotectores que se han utilizado
principalmente en congelacion son los penetrantes, los cuales también dafian al
espermatozoide; uno de los méas empleados es el glicerol, el cual ejerce un mayor efecto
toxico en el espermatozoide al penetrar la membrana plasmatica mas despacio que otros
crioprotectores, provocando un mayor desequilibrio osmotico [2].
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La vitrificacion supone un método alternativo a la congelacion convencional,
permitiendo que la solucidn pase a un estado vitreo y evitando la formacion de cristales
de hielo. Este estado vitreo se consigue empleando una alta velocidad de enfriamiento y
altas concentraciones de crioprotectores, obteniendo buenos resultados en la
vitrificacion de embriones y ovocitos[3]. Sin embargo, el esperma no tolera esta alta
concentracion de crioprotectores[4]. Recientemente, se ha empleado la vitrificacion
cinética, que consiste en introducir pequefios volimenes en nitrogeno liquido
empleando medios que combinan sacarosa y proteinas como crioprotectores no
penetrantes, en lugar de los crioprotectores penetrantes[5].

El objetivo de este estudio es valorar la vitrificacion de esperma equino empleando
crioprotectores no penetrantes como alternativa a la congelacion lenta con glicerol.

Metodologia

Los eyaculados se obtuvieron de seis sementales de raza Pura Raza Espafiol (3),
Hispano-arabe (1), Anglo-arabe (1) y Breton (1) utilizando una vagina artificial tipo
Missouri en presencia de una yegua en celo. Se obtuvieron un total de 18 eyaculados.

Para la congelacion, el esperma fresco fue diluido en INRA96 y centrifugado durante 10
minutos a 600 x g. El pellet de espermatozoides fue resuspendido en INRA96 con 2,2%
de glicerol. El esperma fue refrigerado a 5°C durante 1 hora, y a continuacion fue
envasado en pajuelas, las cuales se congelaron a 2,5 cm sobre la superficie del nitrogeno
liquido (LN2) durante 5 minutos. Posteriormente, se introdujeron en un tanque de LN2,
donde se mantuvieron hasta su valoracion.

Para la vitrificacion el esperma en fresco fue diluido en INRA96 y centrifugado durante
10 minutos a 600 x g. Tras la centrifugacion, el pellet de espermatozoides fue
resuspendido en el medio para vitrificacion con 0,02M de sacarosa + 1% de albimina
sérica bovina (BSA) en INRA96. El esperma se refrigerd 1 hora a 5°C. A continuacion,
se introdujeron directamente en nitrogeno liquido (LN2) 5 alicuotas de 30 pL del
esperma diluido en el medio para vitrificacion. Las esferas se desvitrificaron
sumergiéndolas en 2 mL de INRA a 42 °C.

El movimiento espermatico se valoré mediante un sistema de andlisis automatico de
esperma, Sperm Class Analyzer. Se toman 2 gotas 5 puL del esperma diluido a 25 x 106,
tomando 6 campos de forma aleatoria, incluyendo un minimo de 200 espermatozoides.
La trayectoria de cada espermatozoide fue analizada con el software de SCA obteniendo
el movimiento total (MT, %) y progresivo (MP, %).
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Figura 1. Evaluacion de la integridad de la membrana plasmadtica

La integridad de la membrana plasmatica fue valorada mediante el kit comercial Vital-
Test® que consta de los fluorocromos ioduro de propidio y naranja de acridina. Se toma
una alicuota de 10 pl de la muestra y se afiade 1 pl de ambos fluorocromos.
Posteriormente se visualizan al menos 200 espermatozoides utilizando un microscopio
de fluorescencia. Se registré el porcentaje de espermatozoides que emiten fluorescencia
verde, es decir, con la membrana plasmatica integra (MP1,%). Los espermatozoides con
la membrana plasmatica fragmentada emiten fluorescencia roja (Figura 1).

Resultados

Tabla 1. Resultados de los parametros espermaticos valorados tras la congelacion o

vitrificacion de los eyaculados de los caballos (N=6)

Parametro | Congelacion GLY Vitrificacion
S20+BSA1

™ 35,411+2,96° 55,67+2,99°
PM 14,42+1,80° 38,3243,05°
MPI 49,16+2,60° 66,61+2,69°

GLY= Diluyente control glicerol 2,2% en INRA96; $20+BSA1= Sacarosa 0,02M + 1%
Albumina Sérica Bovina en INRAY96; MT= Movimiento Total %; MP=Movimiento
Progresivo %; MPI= Membrana plasmatica integra %. Los valores estin expresados

en media + error tipico. Letras distintas entre tratamientos indican diferencias
significativas (P<0,05) .

Conclusion

La técnica de vitrificacion empleando el diluyente con 0,02 M de sacarosa y 1% BSA
presentd valores significativamente superiores en los pardmetros espermaticos de
movimiento total, progresivo e integridad de la membrana plasmatica en comparacion
con la congelacion convencional usando glicerol. Por tanto, la vitrificacion de esperma
de caballo empleando esta concentracion de sacarosa y BSA podria ser una alternativa a
la congelacion convencional.
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Resumen

La urolitiasis canina es una patologia muy comun en la clinica de pequeios animales.
Para un manejo clinico adecuado es importante conocer los factores de riesgo que
predisponen a padecerla asi como la composicion mineral de los distintos urolitos. Por
tanto, los objetivos del presente estudio retrospectivo se basaron en la descripcion de los
principales factores de riesgo y en una estimacion de la prevalencia de los distintos tipos
de urolitiasis en nuestra zona. Para ello, se estudié una poblacion formada por 34 perros,
de los cuales se extrajeron quirargicamente urolitos de distintas zonas de las vias
urinarias: uretra (n=18), vejiga (n=17), rifion (n=2) y uréter (n=1). La urolitiasis mas
frecuente fue la producida por calculos de oxalato calcico (n=12), seguida de la
urolitiasis por urato (n=7), estruvita (n=6), silice (n=5), xantina (n=2) y cistina (n=2). La
raza mas prevalente fue la raza Yorkshire Terrier, la edad media de presentacion fue de
6,63%0,49 anos y los machos no castrados fueron mas susceptibles. La obesidad fue la
enfermedad concomitante mas comunmente diagnosticada (n=8) seguida de 1 caso de
shunt portosistémico y 1 caso de hiperadrenocorticismo.

Introduccion y fundamentos

La urolitiasis se define como la formacion de célculos en cualquier localizacion de las
vias urinarias. La urolitiasis canina es una patologia muy comun en la clinica de
pequeios animales, suponiendo aproximadamente el 18% de las consultas veterinarias
en perros con afecciones del tracto urinario inferior [1]. En su fisiopatologia intervienen
factores genéticos, ambientales y dietéticos. Entre las causas genéticas mas relevantes
relacionadas con determinadas razas destacan la cistinuria, xantinuria e hiperuricosuria.
Otras causas asociadas a litiasis son las infecciones del tracto urinario, malformaciones
de vias urinarias, obesidad, farmacos (alopurinol) y enfermedades tales como shunt
portosistémico o hiperadrenocorticismo [2,3]. En perros, los minerales que se
encuentran con mayor frecuencia son el fosfato amoénico magnésico (estruvita), el
oxalato cdlcico, el urato amoénico y la cistina. Otros tipos menos frecuentes son el
fosfato célcico, la xantina y los silicatos [4]. El conocimiento de los distintos factores de
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riesgo implicados y la identificacion de la composicion mineral de los urolitos son clave
en el manejo clinico de esta patologia [1]. Por tanto, los objetivos y fundamento del
presente trabajo se basaron en la descripcion de los principales factores de riesgo y en
una estimacion de la prevalencia de los distintos tipos de urolitiasis en nuestra zona.

Metodologia

El presente estudio retrospectivo incluyd 34 perros con diagnéstico de urolitiasis
remitidos al Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Cordoba entre los afios
2011 y 2017. A los animales se les realiz6 una anamnesis y examen fisico completo,
hemograma y bioquimica sanguinea, y pruebas de imagen. El urianalisis completo s6lo
estuvo disponible en 23 casos, dado que un nimero importante de animales fue
intervenido quirtirgicamente de urgencia o porque al tratarse de un estudio retrospectivo
estos datos no estuvieron disponibles. En aquellos casos con sedimento urinario activo
se realizo cultivo y antibiograma.

Los urolitos fueron extraidos mediante cirugia y remitidos al Minnesota Urolith Center
(Estados Unidos) para su analisis cuantitativo. Las técnicas quirtrgicas llevadas a cabo
fueron: cistotomia, retrohidropulsion + cistotomia, uretrotomia, ureteretomia y
nefrectomia.

La mayoria de las evaluaciones realizadas en este estudio son de tipo descriptivo mas
que puramente estadistico. No obstante, para algunas variables tales como edad, peso y
pH urinario el estudio estadistico se realiz6 mediante el programa SPSS version 15.0.
Los resultados estan expresados como media + error estandar. Para la comparacion de
medias de variables continuas entre mas de dos grupos se utilizo un ANOVA de una via
seguido de un test post hoc DMS. P<0.05 fue considerado estadisticamente
significativo.

Resultados

En los animales incluidos en este estudio se han identificado 14 razas distintas y 4
perros mestizos, siendo la raza Yorkshire Terrier la méds predominante con un 29,41%
(n=10). La edad media de los animales se situ6 en 6,63+0,49 afios. Del total de los 34
casos, el 73,53% fueron machos (n=25) mientras que el 26,47% fueron hembras (n=9).
Hubo un mayor numero de animales enteros (n=23, 67,65%), en comparacion a los
animales esterilizados (n=11, 32,35%). El peso medio fue de 13,14+1,85 Kg. Las
patologias concomitantes diagnosticadas fueron: obesidad (n=8), shunt portosistémico
(n=1) e hiperadrenocorticismo (n=1). Ademas, 2 animales estaban recibiendo alopurinol
de manera prolongada como tratamiento para la leishmaniosis.

Se pudo estimar el pH urinario por cada tipo de urolitiasis en 23 animales (Tabla 1). Se
evidencido hematuria microscOpica en 7 animales y leucocituria en 6, realizandose
cultivo urinario en 4 de ellos. Se encontraron cristales en 6 animales y en la mayoria de
los casos (n=5) la morfologia de los mismos predijo el tipo de célculo.
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En aquellos casos en los que el manejo dietético no fue efectivo en la disolucion de los
calculos se programo la cirugia para extraerlos. Igualmente, hubo animales que tuvieron
que ser intervenidos de urgencia. La cistotomia fue la técnica méas comuinmente
realizada (n=17), seguida de cistotomia + retrohidropulsion (n=10) y uretrotomia (n==8).
La nefrectomia se realiz6 en 2 casos y la ureteretomia en 1.

Los resultados del andlisis cuantitativo de los urolitos resultaron en una dominancia de
los urolitos de oxalato célcico representando el 35,29% (n=12) seguido por los urolitos
de urato, siendo el 20,59% (n=7); el 17,65% (n=6) estuvo representado por los calculos
de estruvita; los céalculos de silice supusieron el 14,71% (n=5); los célculos de cistina y
xantina se presentaron en igual porcentaje (5,88%; n=2, en ambos tipos).

Tabla 1. Principales variables asociadas a cada tipo de urolitiasis en el grupo de
perros bajo estudio. M: macho; H: hembra; C: castrado, E: entero; TUS: tracto
urinario superior; TUI: tracto urinario inferior, P: puro; Mx: mixto. Los valores estan

expresados como media + error estandar

Tipo de ~ Peso Estado N Localiz'aci() Composicié
caleulo Sexo (M/H) Edad(afios) (Kg) sexual (C/E) pH urinario | n anatémica | n
(TUS/TUI) (P/Mx)
Oxalato 8/4 8,83+0,67 | 6,83£1,60 | 4/8 6,86£0,22 | 0/12 12/0
calcico
Urato 5/2 4,90+1,21 18,96+4,42 1/6 6,80+0,41 1/7 7/0
Estruvita 3/3 6,67+0,42 7,10+3,01 2/4 7,55+0,34 1/5 5/1
Silice 5/0 4,60+0,98 23,46+4,16 Ya 6,83+0,44 1/4 5/0
Cistina 2/0 4,50+0,50 19,00+12,00 1/1 6,40+0,10 0/2 2/0
Xantina 1/1 6,50+2,50 11,10+£2,10 2/0 6,50+0,50 0/2 2/0
Conclusiones

La urolitiasis por oxalato cdlcico fue la més prevalente con un 35,29%, seguida de la
urolitiasis por urato y estruvita (20,59% y 17,65%, respectivamente).Las razas de talla
pequena fueron las mas susceptibles a la formacion de célculos urinarios, siendo la raza
Yorkshire Terrier la mas predispuesta. Por otro lado, los machos no castrados fueron
mas susceptibles a padecer esta patologia. En la urolitiasis por oxalato célcico los
animales tuvieron mayor edad, en contraste con la urolitiasis por cistina, donde se
encontrd la edad media mas baja. Aunque no significativo, la urolitiasis por estruvita
presentd un pH urinario alcalino en comparacion con los demas tipos de calculos. Por
ultimo, enfermedades como obesidad, shunt portosistémico o hiperadrenocorticismo y
la administracién de farmacos como el alopurinol estuvieron ligados al desarrollo de
urolitiasis, siendo la obesidad la mas prevalente en los animales estudiados.
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Resumen

Las citocromo b5 reductasas son una familia de flavoproteinas que transfieren
equivalentes de reduccion desde NADH al citocromo b5. La isoforma CYB5R3 anclada
a membrana es un componente del sistema redox en membranas extramitocondriales,
donde lleva a cabo la reduccion de quinonas como el coenzima Q. Se ha demostrado
que la sobre-expresion de la CYBSR3 mejora diversos parametros metabolicos,
aumenta la longevidad y reduce las alteraciones asociadas al envejecimiento. El
coenzima Q en su forma reducida es un importante antioxidante presente en todas las
membranas celulares y, debido a su influencia sobre el control de la homeostasis
celular, se propone que los efectos positivos ejercidos por la CYB5R3 podrian estar
parcialmente mediados por este antioxidante. Empleando un modelo de sobre-expresion
transitoria de CYBS5R3 en hepatocitos murinos, se observd un descenso en los niveles
de colesterol y de coenzima Q9 y Q10, sin variaciones en el ratio coenzima Q9/Q10. El
estudio de proteinas implicadas en la ruta del mevalonato revel6 una disminucién en los
niveles de FDPS. Nuestros resultados sugieren que la CYBS5SR3 podria regular
negativamente la actividad de la HMG-CoA reductasa, enzima clave en la ruta del
mevalonato.

Fundamento y presentacion de resultados

La restriccion calorica es la intervencion no genética mejor caracterizada que contribuye
a aumentar la longevidad y a disminuir la aparicién de alteraciones asociadas a la edad,
habiéndose observado que, en tales condiciones, la proteina CYB5R3 se encuentra
sobre- expresada [1]. Por otra parte, se conoce que la sobre-expresion in vivo de esta
proteina en animales transgénicos produce una serie de beneficios relacionados con el
estado metabdlico, la esperanza de vida y el envejecimiento saludable [2]. Uno de los
sustratos de la CYB5R3 es el coenzima Q (CoQ), y ambos elementos forman parte del
sistema redox transmembrana de la membrana plasmatica (Ilustracion 1) confiriendo
proteccion frente a oxidantes extracelulares [3]. El CoQ desempefia funciones
esenciales en el correcto funcionamiento celular y se ha observado que existe una
disminucién para este compuesto con la edad. Por tanto, se pretende estudiar si los
efectos beneficiosos de la sobre-expresion de CYB5SR3 pueden estar mediados, al
menos parcialmente, por el sistema del coenzima Q.
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El CoQ es una molécula liposoluble compuesta por un anillo benzoquinonico,
conectado a una cadena lateral isopreonoide que deriva de la ruta del mevalonato,
siendo la enzima COQ?2 la encargada de condensar ambos componentes. La longitud de
la cadena isoprenoide varia en funcion del organismo que consideremos, dando lugar a
las distintas isoformas del CoQ. Tanto humanos como roedores presentan dos
isoformas, el coenzima Q9 y el coenzima Q10, siendo la isoforma de 9 isoprenos la que
predomina en roedores y la de 10 isoprenos en humanos. El ratio CoQ9/CoQ10 también
muestra variabilidad entre tejidos, lo que indica que la magnitud de este ratio presenta
ciertas implicaciones fisiologicas [4].

Ascorbato =] Estrés oxidativo

1

Radicales
libres

Radical de ascorbato

a-tocoferol

CYB5R3

NADH NAD*

llustracion 1. Esquema simplificado del sistema redox transmembrana de la membrana
plasmatica. Se destaca el papel de la CYB5R3 en la reduccion del coenzima Q

La ruta del mevalonato es una via metabolica que participa en la sintesis de un gran
numero de moléculas bioactivas. El farnesil pirofosfato (FPP) puede considerarse el
intermediario central de la ruta del mevalonato, ya que es el compuesto de partida para
los diferentes productos que se generan por ramificacion de esta via. El FPP puede
condensarse con una molécula de isopentenilpirofosfato (IPP), dando lugar al geranil-
geranil-PP (GGPP). Estos dos intermediarios se emplean tanto en el proceso de
prenilacion de proteinas como en la sintesis de la cadena isoprenoide del CoQ [5].

Para evaluar la posible implicacion del sistema del CoQ en los efectos beneficiosos
observados para la sobre-expresion de CYB5R3, en primer lugar, los esfuerzos se
centraron en establecer un modelo celular que sobre-expresase la proteina de interés,
para después, en dicho modelo, determinar los niveles de algunos lipidos celulares y de
algunas proteinas implicadas en la ruta del mevalonato.

La extraccion de lipidos se realizd con solventes organicos, y el andlisis de los mismos
se llevdo a cabo mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) acoplada a
deteccion electroquimica en el caso del CoQ y a deteccion UV para el colesterol. Por su
parte, el analisis de proteinas se llevd a cabo mediante la técnica de Western Blot.

Para este estudio se ha empleado la linea Hepa 1-6, una linea celular inmortalizada de
hepatocitos de raton. Para sobre-expresar la CYB5R3 se empled como vector de
expresion un plasmido provisto de la secuencia codificante de esta proteina, y como
control, un pldsmido carente de dicha secuencia. Tras la amplificacion de los plasmidos
en bacterias Escherichia coli DH5a, se comprobo la presencia de sendos vectores en las
bacterias mediante la técnica de PCR. A continuacion, se llevo a cabo la purificacion de
ambos vectores de expresion empleando un kit comercial de aislamiento de ADN
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plasmidico. Finalmente, se comprobd mediante secuenciacion Sanger que la secuencia
de estos plasmidos habia permanecido inalterada durante la amplificacion.

Tras obtener los vectores de expresion purificados se trabajo en la obtencidon de una
linea estable Hepa 1-6 que sobre-expresara la CYB5R3. Sin embargo, tras dos intentos
fallidos en la estabilizacion de la transfeccion, se decidid trabajar con un modelo
transitorio de sobre- expresion a 48 h de la transfeccion. Este modelo, aunque presenta
ciertos inconvenientes, es una alternativa valida para estudiar, al menos a corto plazo,
los efectos de la sobre-expresion de CYBSR3.

En este modelo se determinaron los niveles de CoQ, observandose una disminucion
significativa respecto al control en los niveles de ambas isoformas, por lo que los
niveles totales de CoQ también se vieron disminuidos con la sobre-expresion.
Asimismo, se calculéd el ratio CoQ9/CoQ10 y se observé que este no varia con la sobre-
expresion. El andlisis del colesterol también reveld una disminucion en los niveles de
este compuesto (Ilustracion 2).

CoQg CoQio CoQ total Ratio Colesterol
P51 * 157 i 25+ 2 *
| e | — i 20+ e
20+ i =
2L g 15
o 1.01 8 151
151 E 2 15 5 2
10- E e E 10 g £
s 5]
5 5 ; 5
0- 0.0 04 0 0
Control CYB5R3 Control CYB5R3 Control CYB5R3 Control CYB5R3 Control CYB5R3

Hlustracion 2. Efecto de la sobre-expresion de la proteina CYB5R3 en los niveles de
CoQ y colesterol. Se observa una disminucion significativa (p < 0,05) para los niveles
de CoQ9, CoQ10, CoQ total y colesterol. El ratio CoQ9/CoQ10 no se vio alterado con
la sobre- expresion. Los valores representados se corresponden con la media + SEM (n

=6)

Puesto que tanto el CoQ como el colesterol son productos finales de la ruta del
mevalonato, quisimos evaluar la posible alteracion de algunas enzimas de la ruta. En
condiciones de sobre- expresion de CYBSR3 los niveles de la proteina farnesil difosfato
sintasa (FDPS) mostraron un descenso significativo. Sin embargo, estudios descritos
para la inhibicién directa de esta proteina [6,7] indican que el aumento de IPP que
ocurre como resultado de su inhibicion altera de forma diferencial la biosintesis de las
distintas isoformas del CoQ. Dichos resultados difieren de los obtenidos con nuestro
modelo, por lo que se planted que la disminucidon observada para la FDPS podria estar
produciéndose por una inhibicidon en reacciones previas de la ruta. Por su parte, no se
encontraron cambios significativos para las proteinas geranilgeranil difosfato sintasa
(GGDPS) y poliprenil 4-hidroxibenzoato transferasa (COQ2) con la sobre-expresion de
CYBS5R3 en nuestro modelo.
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Con los resultados obtenidos, proponemos que la sobre-expresion de CYB5R3 en
nuestro modelo de sobre-expresion a corto plazo podria estar provocando la inhibicion
de la B- hidroxi-p-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa). Puesto que esta
enzima cataliza una de las reacciones limitantes de la ruta, su represion explicaria que
algunos de los productos finales se vean disminuidos. Ademads, al emplear NADH como
sustrato, la sobre-expresion de CYB5R3 produce un aumento del ratio NAD+/NADH,
el cual estd relacionado con un incremento en la actividad de la proteina AMPK,
regulador negativo de la HMG-CoA reductasa [8]. Por otra parte, la CYB5R3 favorece
la sintesis de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga [2] y estd descrito que la
HMG-CoA reductasa se inhibe a altos niveles de estos acidos grasos. Asimismo, en
nuestro grupo se ha comprobado que el tratamiento de células Hepa 1-6 con lovastatina,
un compuesto inhibidor de la HMG-CoA, provocan efectos similares sobre el CoQ a los
observados con nuestro modelo [7]. Todo lo anterior apoyaria nuestra hipdtesis sobre la
inhibicion de esta diana en la ruta del mevalonato. No obstante, en futuras
investigaciones seria interesante estudiar si la CYB5R3 podria estar afectando a otras
dianas implicadas en la biosintesis del CoQ.
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Resumen

El Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) es una de las principales
causas de pérdidas econdmicas en los sistemas de produccion porcina a nivel mundial.
El macrofago alveolar porcino (MAPs) es la principal célula diana del PRRSV, siendo
el receptor CD163 fundamental para la internalizacién del virus. Por su parte, la
molécula CD107a es considerada un marcador de degranulaciéon y macrofagos
activados. Este estudio compara la distribucion, expresion y cinética del receptor
CDI163 y la molécula CDI107a en pulmon y tonsila de cerdos infectados
experimentalmente con tres cepas de diferente virulencia del PRRSV-1. Los animales
infectados con la cepa SUl-bel presentaron mayor intensidad en las lesiones a nivel
pulmonar y mayor numero de macréfagos CD163+ a los 35 dpi en tonsila y pulmon. La
molécula CD107a se expreso principalmente en el citoplasma de MAPs y macrofagos
septales. En conclusion, la virulencia de las cepas del PRRSV-1 provoco cambios en la
cinética de expresion del receptor CD163, sugiriendo que la cepa SUl-bel provoca
mayor predisposicion de estos animales a sufrir futuras reinfecciones con el PRRSV.
Asimismo, el nimero de células CD107a+ aument6 independientemente a la virulencia
de la cepa, sugiriendo un papel importante de esta molécula en la activacion de
macrofagos.

Fundamentos y Metodologia
1. Disefio experimental, animales y cepas del virus

Un total de 73 cerdos de 5 semanas de edad negativos a PRRSV, Circovirus porcino
tipo 2 y Mycoplasma hyopneumoniae mediante PCR y ELISA; se distribuyeron
aleatoriamente en 4 grupos independientes: un grupo control inoculado por via
intranasal con 1,5 ml de PBS estéril; animales inoculados por via intranasal con 1,5 ml
de 105 TCID50de la cepa Lelystad virus (LV), considerada de baja virulencia; animales
inoculados por via intranasal con 1,5 ml de 105 TCID50 de una cepa altamente
patdgena del PRRSV (SU1-bel); y animales inoculados por via intranasal con 1,5 ml de
105 TCIDS50 de una cepa de campo britanica de baja virulencia (215-06) [1]. Todos los
animales fueron monitorizados diariamente para evaluar los signos clinicos y
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determinar la temperatura rectal [2]. A los 3, 7 y 35 dpi se sacrificaron animales de cada
uno de los grupos evaludndose la extension de las lesiones a nivel macroscopico y
tomando muestras de pulmon y tonsila, las cuales se fijaron en formol tamponado al
10% y sales de Zinc, para su estudio posterior.

2. Andlisishistopatoldgico: caracterizacionlesional

A partir de las muestras fijadas en formol tamponado al 10% del pulmén y de la tonsila
de los cuatro grupos se llevd a cabo un estudio histopatologico para identificar las
principales lesiones, estableciéndose en cada caso una escala o sistema de puntuacién
que permitio llevar a cabo un analisis semicuantitativo de las lesiones [3].

3. Expresion de receptores del virus del PRRS en funcion de la cepa estudiada

A partir de las muestras fijadas en sales de Zinc se evalud la distribucion de los
receptores CD163 y CD107a en cada uno de los 6rganos estudiados. Para llevar a cabo
el estudio, se puso a punto una técnica inmunohistoquimica para detectar los diferentes
receptores antes mencionados.

4. Analisisestadistico de losresultados

Todos los valores estan expresados como la media + SD. Para realizar el andlisis
estadistico se utilizo el programa GraphPadPrism 5, CA.

Resultados
1. Caracterizacion de las lesiones macroscopicas y microscopicas

Lobulo apical

El grado de lesion en el 16bulo apical de los animales infectados fue mayor a los 7 dpi
para las tres cepas del PRRSV. Las lesiones microscopicas en el lobulo apical del
pulmoén se caracterizaron por un engrosamiento de los septos alveolares con incremento
en el nimero de células inflamatorias de tipo mononuclear (macrofagos y linfocitos) en
el intersticio, hiperplasia e hipertrofia de los neumocitos tipo II, y la presencia de restos
celulares y macrofagos en el interior de los alveolos.

Tonsila

En la tonsila se observo hiperplasia de los centros germinales presentes en los foliculos
linfoides con incremento del namero de figuras mitodticas y linfoblastos. El grado de
lesion a nivel microscopico no presentd diferencias estadisticamente significativas

(P<0,05) entre las diferentes cepas y dpi.

2. Expresion de los receptores CD163 y CD107a en el pulmon y la tonsila
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La expresion del receptor CD163 en el 16bulo apical del pulmon se observo
principalmente en el citoplasma y la membrana citoplasmética de MAPs y de
macrofagos septales, siendo significativamente mayor en los primeros. Los animales
infectados con la cepa SU1-bel presentaron mayor niimero de macréfagos CD163+a los
35 dpi (Figuras la y Ic). Aunque la expresion de CD163 fue relativamente constante en
los distintos grupos experimentales a lo largo del estudio, los animales infectados con la
cepa SU1-bel se observdo mayor expresion a los 7 y 35 dpi con respecto a los 3 dpi,
estos resultados se resumen en la figura la-1c.En la tonsila la expresion del receptor
CD163 se observd mayoritariamente en los macrofagos situados en las inmediaciones
de las criptas, siendo muy baja en el tejido linforreticular de este mismo o6rgano.
Teniendo en cuenta la totalidad de la tonsila, la cepa SUl-bel presentd un numero
significativamente mayor de células que expresaban el receptor CD163 a los 35 dpi. La
expresion del marcador CD107a se observo indistintamente en el citoplasma de los
MAPs y macrofagos septales del pulmon. Los grupos infectados presentaron mayor
numero de células que expresaban CD107a a lo largo del estudio en comparacion con
los animales control (Figura 3a-3c). Estos resultados se resumen en las figuras 3a-3c.
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Figura 1. Recuento de células positivas a CD163 en lobulo apical de cerdos infectados

con 3 cepas diferentes del PRRSV (Sul-bel, LV y 215-06) y en el grupo control (a-c)
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Figura 2. Recuento de macrofagos positivas a CD163 en la tonsila de cerdos infectados

con 3 cepas diferentes del PRRSV-1 (Sul-bel, LV y 215-06) y en el grupo control (a-c)

Conclusiones

e Lacepa SUl-bel provocamayor intensidad en las lesiones a nivel pulmonar.

e La expresion del receptor CD163 en citoplasma y membrana citoplasmatica de
MAPs con respecto a macrofagos septales, reafirma el papel de estas células
como principal diana para la replicacion del PRRSV.

e La tonsila presenta mayor nimero de macrofagos CD163+, sugiriendo una
mayor predisposicion para la persistencia del virus en este 6rgano linfoide.
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Figura 3. Recuento de células positivas a CD107a en lobulo apical de cerdos

infectados con 3 cepas diferentes del PRRSV (SUI-bel, LV y 215-06) y en grupo control
(a-c)

e La cinética de expresion del receptor CD163 varia en funcién de la cepa que
infecte al animal, por tanto, un aumento del numero de macréfagos
CD163+sugiere mayor predisposicion a sufrir infecciones o reinfecciones por el
virus, mientras que una disminucion de macrofagos CD163+ favorece el
desarrollo de infecciones secundarias.

e [a molécula CD107a se expresa en el citoplasma de MAPs y macréfagos
septales. Las cepas del PRRSV-1, independientemente de su virulencia,
provocan un aumento del nimero de macréfagos pulmonares CD107a+ a lo
largo de la infeccion experimental, sugiriendo un posible papel de esta molécula
como marcador de activacion macrofagica.
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Resumen.

La relacion entre la dieta y la salud humana ha sufrido un interés creciente por parte de
la comunidad cientifica. La cerveza, la tercera bebida mas consumida en el mundo,
forma parte de este interés; a pesar de ello, el registro epidemiologico relacionado con el
cancer es limitado y con frecuencia contradictorio. Durante este proyecto se evaluaron
las actividades biologicas de la Cerveza negra y algunos de sus componentes (Lupulo
Saazer e Iso-alfa humulona), mediante ensayos in vitro e in vivo, para determinas sus
propiedades quimiopreventivas y protectoras del ADN. Los ensayos in vitro de
citotoxicidad, dafo en ADN y determinacion del estado de metilacion se realizaron en
la linea celular de leucemia humana HL-60, y los ensayos in vivo de toxicidad,
genotoxicidad y longevidad se realizaron en el organismo modelo Drosophila
melanogaster. Los ensayos in vitro mostraron la actividad citotoxica y la modificacion
del estado de metilacion de la linea celular HL-60. Los ensayos in vivo probaron la
seguridad y las propiedades genoprotectoras de estas sustancias; sin embargo, mostraron
una influencia negativa en los ensayos de longevidad. Tras los resultados obtenidos,
podemos sugerir la Cerveza negra y el Lupulo Saazer como sustancias nutracéuticas y
terapéuticas, a dosis determinadas.

Fundamento y Metodologia.

Un alimento es considerado nutracéutico cuando proporciona algin beneficio médico o
resulta beneficioso para la salud, incluyendo la prevencion y/o el tratamiento de una
enfermedad, ademads de resultar segura o no ser toxica [1].

La cerveza es la bebida alcohdlica méas consumida en el mundo, y la tercera incluyendo
las bebidas no-alcohdlicas [2], ademas de presentar un amplio rango de efectos
beneficiosos para la salud, capacidad antioxidante y efectos fisioldgicos beneficiosos,
entre otros [3]; de entre ellas, la Cerveza negra es la menos estudiada, resultando muy
limitada la informacién que existe sobre su potencial nutracéutico. De entre los
componentes de la cerveza, el Lupulo es el que mas atencion ha recibido debido a sus
propiedades preservativas, aroma y su acidez, asi como sus capacidades
bacteriostaticas; propiedades que se deben principalmente a los a-dcidos y a los B-
acidos [4], donde entre los primeros encontramos la Iso-alfa humulona como
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constituyente principal, y un ingrediente clave es la estabilidad de la espuma de la
cerveza y su preservacion [5]. Para la evaluacion se usé Drosophila melanogaster como
organismo modelo en los ensayos in vivo de toxicidad y genotoxicidad, y de longevidad
segin los procedimientos habituales de nuestro laboratorio [6]; y se utilizé la linea
celular de leucemia humana HL-60 para los ensayos in vitro de citotoxicidad, dafio en
ADN vy determinacion del estado de metilacion, segun los métodos perfeccionados en
nuestro laboratorio [6, 7].

Resultados.

En la Figura 1 se muestran los resultados del ensayo de toxicidad y antitoxicidad, donde
podemos apreciar la ausencia de efecto toxico de nuestros compuestos, y su capacidad
protectora frente al compuesto toxico peroxido de hidrogeno, excepto en las
concentraciones mas altas de cerveza y las més bajas de lapulo. En la Tabla 1 se puede
ver que ninguna sustancia resulto genotoxica, y que ademas, resultaron genoprotectoras
frente a la genotoxina peréxido de hidrogeno. En los ensayos de longevidad la Cerveza
negra y la Humulona mostraron una disminucién significativa en la vida media de
Drosophila; por otra parte, la Cerveza negra indujo una mejora significativa en la
calidad de vida, el Lupulo Saazer indujo una disminucion significativa en la calidad de
vida para la menor concentraciéon ensayada, y la Humulona una disminucion
significativa para casi todas las concentraciones.

Tabla 1. Ensayos in vivo de genotoxicidad y antigenotoxicidad

Compuesto Clones totales 1P (%)
H,O 38 0.158 (6)
H,0, 40 0.400 (16) +

Genotoxicidad

Cerveza negra (mg/ml)

3,125 42 0.238 (10) A
50 44 0.273 (12) A
Lupulo Saazer (mg/ml)

0,000625 38 0.263 (10) A
0,01 38 0.210(8) A
Humulona (mM)

2,414 40 0.150 (6) A
77,25 40 0.250 (10) A

Antigenotoxicidad

Cerveza negra (mg/ml)

3,125 40 0.200 (8) B 50,00
50 44 0.159 (M B 60,25
Lipulo Saazer (mg/ml)

0,000625 38 0.131 (5) B 67,25
0,01 40 0.100 4 B 75,00
Humulona (mM)

2,414 38 0.342 (13) B 14,5

77,25 38 0.289 (1) B 27,75
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Figura 1. Ensayos in vivo de toxicidad (A, C y E) y de antitoxicidad (B, D y F)

En los ensayos in vitro (Figura 2), todos los compuestos mostraron efectos citotdxicos,
en las células de leucemia humana, con una relacion positiva dosis-efecto (Figura 2A) y
con unas IC50 de 4,14 mg/ml para la Cerveza negra, 0,001 mg/ml para el Lapulo Saazer
y 1,95 mM para la Humulona. Se observo fragmentacion del ADN internucleosomico,
con el caracteristico patron de bandas en escalera en el gel de agarosa, en las dos
concentraciones inferiores de cerveza que corresponden a 15,125 y 31,25 mg/ml, y en
las dos superiores de Humulona, que corresponden a 19,31 y 38,62 mM (Figura 2B). En
el ensayo del cometa (Figura 2C), utilizado para evaluar las roturas de simple y doble
cadena en la estructura del ADN que es capaz de inducir un compuesto, la cerveza
presentd un valor del parametro “Momento de la cola” superior a 20 en todas las
concentraciones ensayadas, por lo que se puede concluir que su capacidad citotdxica se
debe a un mecanismo apoptdtico [8, 9]; por su parte, el lapulo y la Humulona mostraron
un “Momento de la cola” relativamente bajo, por lo que seguirian un mecanismo
necrdtico en la citotoxicidad de células de leucemia humana [8, 9]. El estado de
metilacion (Figura 2D) es estudiado en tres secuencias repetitivas (Alu-M1, LINE-1 y
Sat-a); la cerveza mostr6 una hipermetilacion generalizada en la minima concentracion
para todas las secuencias estudiadas, y en Sat-o también para la maxima concentracion;
con el lupulo podemos ver una hipermetilacion significativa, para todas las secuencias,
en la maxima concentracion; y por su parte, la Humulona exhibié una hipometilacion de
todas las secuencias a todas las concentraciones estudiadas. Actualmente, la metilacion
en las secuencias repetitivas del genoma se considera preventivo del dafio epigenético
del ADN, ya que previene que las secuencias repetitivas endoparasiticas salten por el
genoma [10].
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Figura 2. Ensayos in vitro de citotoxicidad (A), fragmentacion internucleosomica del

ADN (B), cometa (C) y de estado de metilacion (D)

Conclusiones.

Durante este proyecto se ha determinado la seguridad y la capacidad genoprotectora de
la cerveza en el organismo modelo D. melanogaster, debido a su ausencia de toxicidad y
genotoxicidad, y por su actividad antitoxica y antigenotdxica; y su actividad
quimiopreventiva, inductora de fragmentacién pro-apoptética del ADN y daiio en el
ADN a nivel de células individuales, asi como su papel en la modulacion del estado de
metilacion in vitro en la linea celular HL-60. Por ello, sugerimos el consumo moderado
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de Cerveza negra y de Lupulo Saazer como sustancias terapéuticas, anti-oncogénicas y
quimiopreventivas.
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Resumen

Los polimeros de coordinacion son un tipo de materiales hibridos organicos-inorganicos
que estan formados por ligandos orgéanicos y nodos metalicos. La posibilidad de
incorporar ligandos organicos quirales en sus estructuras es particularmente interesante
porque proporcionaria materiales capaces de actuar como adsorbentes quirales y como
catalizadores enantioselectivos. En este trabajo, los ligandos orgédnicos han sido acido
malico, acido tartdrico y acido dibenzoil tartarico, mientras que los nodos metalicos
consistian en zirconio. Todos los polimeros de coordinacion sintetizados fueron amorfos
como se revela por DRX. Aquellos formados por acido malico y acido dibenzoil
tartarico exhibieron las mejores propiedades texturales. Precisamente, estos materiales
fueron activos en la reaccion de cianosililacion de benzaldehido, dando lugar a un
pequeio exceso enantiomérico.

Fundamento

La quiralidad es una de las caracteristicas mas importantes de la naturaleza, ya que, en
una misma molécula podemos encontrar diferente comportamiento en respuestas
biologicas o farmacologicas. La separacion de estos enantidmeros siguen siendo un
desafio, ya que tienen las mismas propiedades fisicas y quimicas dentro de un ambiente
aquiral. Atendiendo a esto, las investigaciones cientificas se centran en la busqueda de
métodos y nuevos materiales que puedan resolver esta problematica. De ahi han surgido
las diferentes estrategias que se han ido siguiendo para la separacion enantioselectiva de
este tipo de sustancias.

Los polimeros de coordinaciéon son un tipo de materiales hibridos que han recibido una
gran atencion en los ultimos afios. Estos materiales pueden mostrar diversas
propiedades que pueden modularse mediante una seleccion adecuada de nodos
metalicos y conectores organicos funcionales [1]. Debido a la importancia de las
sustancias enantiopuras en la industria farmacéutica, agroalimentaria y cosmética, entre
otras, las estructuras metal-organicas quirales se estdn aplicando en reconocimiento
quiral y para la separacion de enantiomeros puros a partir de mezclas racémicas.
Ademas, estos materiales podrian utilizarse en catalisis asimétrica [2]. No obstante, la
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sintesis de estos materiales representa un enorme desafio. Una de las aproximaciones
mas sencillas para obtener estos materiales es emplear ligandos organicos enantiopuros,
como ha sido el caso de aminoacidos [3]. En este trabajo se han utilizado productos
naturales sencillos como ligandos organicos quirales capaces de coordinar cationes
metalicos, concretamente zirconio. El objetivo es preparar diferentes polimeros quirales,
caracterizarlos mediante diferentes técnicas y evaluarlos como catalizadores
enantioselectivos en la reaccion de cianosililacion del benzaldehido.

Presentacion de resultados

Las diferentes variables que afectan en el proceso de formacion del polimero fueron
optimizadas llevando a cabo métodos de sintesis via solvotermal con la utilizacion de
autoclaves. Para ello, se seleccionaron como ligandos orgéanicos quirales diferentes
productos naturales sencillos: el acido malico, un 4cido dicarboxilico que posee un
carbono asimétrico confiriéndole caracter quiral; el 4cido tartarico, también un acido
dicarboxilico con dos centros quirales; y el acido dibenzoil tartarico, derivado del acido
tartarico, pero con los grupos hidroxilos esterificados por acido benzoico. Se ha
empleado como sal metdlica el oxicloruro de zirconio octahidratado y diferentes
solventes (agua, dimetilformamida). El tiempo de reaccion, estequiometria y
temperatura son variables que también han sido estudiadas. Los materiales obtenidos se
han nombrado siguiendo la nomenclatura: L-M-T-A (L: Ligando, M: Metal, T:
Temperatura, A: Autoclave). La caracterizacion de los distintos polimeros de
coordinacion sintetizados se ha llevado a cabo utilizando diferentes técnicas
instrumentales. Los resultados extraidos de cada una de ellas se detallan a continuacion:

. Caracterizacion estructural: Difraccion de rayos X (DRX)

Los polimeros formados por acido malico se sintetizaron a diferentes temperaturas (110,
150 y 180 °C) con el fin de comprobar si existia alguna relacion entre cristalinidad y
temperatura de sintesis.

En los difractogramas correspondientes a los tres materiales, no se han encontrado
diferencias en cuanto a las sefiales de difraccion, por lo que se concluye que estas
estructuras no presentan cristalinidad, independientemente de la temperatura de sintesis.
Los difractogramas de rayos-X de los polimeros sintetizados con éacido tartarico y acido
dibenzoil tartarico mostraron un pico ancho a 8° (20) que también demostrd la ausencia
de ordenamiento estructural en estos materiales.

. Caracterizacion textural: Porosimetria de adsorcion-desorcion de N2

Todos los materiales obtenidos presentaron isotermas de tipo IV, correspondientes a
solidos con mesoporos distribuidos practicamente en todos los tamafios. El material con
mayor superficie especifica fue el polimero Mal-Zr-110-A, con 192 m2/g.

. Analisis termogravimétrico (ATG)

Los analisis termogravimétricos se realizaron con el objetivo de observar la estabilidad
térmica de los polimeros de coordinacién cuando son sometidos a temperaturas entre 30
y 900 °C en atmosfera oxidante. Todos los materiales mostraron tres etapas comunes de
pérdida de peso. La primera se encontré entre 30-100 °C, siendo menor del 10 %, y
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correspondiéndose con la eliminacion del agua adsorbida por el material y del
disolvente retenido en los poros. La segunda etapa comprendida entre 200-600 °C y
cuyo porcentaje de pérdida se encontrd entre el 20-30 %, se ha atribuido a la
degradacion de los ligandos organicos quirales coordinados al metal. En la Gltima etapa,
entre 550 y 650 °C, se producen pérdidas de peso menores, por la pérdida de los tltimos
restos de los ligandos, dando lugar a la formacién de 6xido de zirconio, estable a
elevadas temperaturas.

. Espectroscopia Raman

En los espectros Raman de todos los polimeros de coordinacion, se observd una senal
de baja intensidad por debajo de 3000 cm-1, la cual se ha asignado a la banda de tension
C-H (sp3) correspondiente a la parte hidrocarbonada de los ligandos coordinados al
centro metalico. En el caso del acido dibenzoil tartarico, aparecié adicionalmente la
banda de tensiéon =C-H aromatica que indicaba la presencia de los anillos aromaticos,
confirmando asi la adecuada coordinacién del conector quiral al centro metélico de
zirconio.

. Actividad catalitica
Se estudiod la actividad catalitica de todos los materiales sintetizados en la reaccion de
cianosililacion de benzaldehido con trimetilsilanocarbonitrilo (Figura 1):

HsC, /CH3
Si-CHg

Figura 1. Reaccion de cianosililacion de benzaldehido

Inicialmente se analiz6 la reaccion en blanco para estudiar todos los pardmetros de esta
reaccion, seleccionando un tiempo de reaccion de 14 horas en el que se obtenia un 18 %
de conversion al producto (cianohidrina). Posteriormente, se evaluaron todos los
polimeros de coordinacion en dicha reaccion. Se analiz6 la conversion al producto, asi
como el exceso enantiomérico. En la Tabla 1 se exponen todos los resultados:

Tabla 1. Resultados de conversion y exceso enantiomérico (%)

Polimeros de Temperatura (°C) Tiempo (h) Conversion (%) Exceso
coordinacion enantiomerico (%)
Mal-Zr-110-A RT 14 96 2.9
Mal-Zr-110-A -10 20 55 5.8
Mal-Zr-150-A RT 14 95 2.7
Mal-Zr-180-A RT 14 94 2.1
Tart-Zr-110-A RT 14 17 1.2
Dibtart-Zr-110-A RT 14 67 <1
Dibtart-Zr-110-A -10 20 26 3
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Conclusiones.

Se han obtenido estructuras metal-organicas utilizando acido L-tartarico, acido L-
malico y acido dibenzoil-L-tartdrico como ligandos organicos quirales y zirconio como
nodo metélico. Los polimeros Mal-Zr-110-A y DibTart-Zr-110-A poseen propiedades
quimicas y texturales adecuadas para su uso como catalizadores. De hecho, se ha
comprobado que muestran actividad catalitica y una pequefia enantioselectividad en la
reaccion de cianosililacion de benzaldehido.

Agradecimientos.

Los autores agradecen las ayudas concedidas por el Ministerio de Economia y
competitividad (Proyecto MAT2013-44463-R), Fundacion Ramoén Areces, Consejeria
de Educacion y Ciencia de la Junta de Andalucia (grupo FQM-346) y Fondos Feder.
J.A-G. agradece al Ministerio de Educacion, Cultura y Deporte (MECD) por la
concesion de la Beca de Colaboracion 2016-17 y a la SECAT por la concesion en 2017
de una “Beca SECAT para Proyectos Fin de Méster en Catalisis”.

Bibliografia.

[1] S. Furukawa, J. Reboul, S. Diring, K. Sumida, S. Kitagawa, Chem. Soc. Rev. 43,
(2014), p. 5700-5734.

[2] M. Yoon, R. Srirambalaji, K. Kim, Chem. Rev. 112, (2012), p.1196-1231.

[3] V. Schurig, J. Chromat. A. 906, (2001), p. 275-299.

42




Seccion 2. Ciencias exactas y naturales - Capitulo 9. Caracterizacion
electroquimica de Monocapas Autoensambladas (SAMs) de etilenglicoles sobre

superficies 2D de oro

Autora: Miriam Chavez Peraza, Directora: Teresa Pineda Rodriguez

Capitulo 9. Caracterizacion electroquimica de Monocapas
Autoensambladas (SAMs) de etilenglicoles sobre superficies 2D de oro

Universidad de Cordoba. Instituto de Quimica Fina y Nanoquimica. Departamento de
Quimica Fisica y Termodinamica Aplicada. Direccion: Campus Rabanales, Ed. Marie
Curie 2° Planta, E-14014 Cordoba, Espana. E-mail: z52chpem@uco.es

Resumen

Las monocapas autoensambladas (SAMs) son sistemas moleculares formados por la
adsorcion espontanea de moléculas desde una disolucién en un sustrato solido. Estas
moléculas se organizan en dominios ordenados de mayor o menor tamafio,
constituyendo las formas mas elementales de peliculas delgadas de material organico a
escala nanométrica. Son muchos los factores experimentales que afectan la estructura
resultante asi como a la velocidad de formacion (disolvente, temperatura, concentracion
de adsorbato, tiempo de inmersion, etc.). En la actualidad, sin embargo, se conocen bien
las condiciones experimentales para la obtencion de interfases organicas reproducibles y
que exhibanel comportamiento funcional deseado. En el caso particular de que los
materiales se pretendan orientar al campo de la BioNanoMedicinadeben presentar la
propiedad de la biocompatibilidad. Por tanto, es necesario disefiar nuevas estrategias
que, entre otros parametros, permitan minimizar los defectosy maximizar el orden
supramolecular. Recientemente, existe un gran interés en los estudios de
funcionalizacién superficial de sustratos de oro (tanto poli- como mono-orientados
(111)) con polimeros tiolados basados en etilenglicol (HS-EGn) debido a las
propiedades anti-incrustantes que presentan estos materiales, en particular frente a la
adsorcion de proteinas. En este trabajo se presentan resultados de la caracterizacion de
EGn-SAMs utilizando técnicas electroquimicas (voltametria ciclica (VC) vy
espectroscopia de impedancia (EIS)), espectroscopicas (FT-IRRAS y XPS) y por
medidas de dngulo de contacto.

Fundamento y presentacion de resultados

A partir de los trabajos pioneros sobre EGn-SAMs preparadas a partir de derivados que
contienen una cadena de alcano conectando al grupo oligoetilenglicol terminal con el
grupo tiol reactivo [1-3], se ha producido un gran interés en el estudio de este tipo de
ensamblajes debido, fundamentalmente, a sus grandes aplicaciones en el campo de la
BioNanoMedicina. Aunque se ha discutido extensamente el origen del caracter bio-
inerte de estas interfases, el mecanismo a través del cual se produce este efecto no se
conoce con claridad.

La combinacién de la versatilidad y robustez de las SAMs sobre Au con las propiedades
anti-incrustantes de los EGs ha propiciado numerosos estudios. La intercalacion de una
cadena de entre 2 y 15 unidades metilénicas se ha considerado necesaria para conseguir
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un cierto grado de organizacion en las peliculas [4] ya que estos segmentos dirigen la
organizacion del resto de la molecula después de su adsorcion superficial. Se ha
encontrado que la adsorcién de proteinas depende de la naturaleza del sustrato, dado
que ¢éste es el que determina la densidad de moléculas de tiolato que forman la
monocapa. Cuando la SAM se forma sobre Ag, ésta resulta mas densamente
empaquetada que cuando se forma sobre Au y este parametro se puede correlacionar
con la afinidad por adsorcion de proteinas[4,5]. Existen evidencias de que los tramos
EGn adoptan una configuracion todo-transcuando se adsorben sobre Ag, mientras que,
en el caso de Au,el segmento EGn de la monocapa formada adopta una conformacion
helicoidal. Estos resultados estan apoyados por estudios teoricos[4] que sugieren que las
moléculas de agua penetran en la pelicula y son atrapadas por los 4&tomos de O de los
grupos EG via enlace de H. Otros estudios en los que sistematicamente se cambia la
hidrofilicidad de los grupos terminales asi como el nimero de unidades EG, encuentran
que la resistencia a proteinas esta gobernada por la densidad de empaquetamiento, es
decir, por la capacidad de las moléculas de agua de acomodarse en la porcion EG de la
SAM. Se ha sugerido que la capa de agua se comporta como una barrera fisica que
impide el contacto directo entre la proteina y la interfase al encontrarse fuertemente
adherida a la SAM y que la existencia de una interaccion electrostatica repulsiva de
largo alcance con proteinas cargadas negativamente se debe a una capa de iones
hidroxido fuertemente unidos que se produce por la adsorcion preferente de estos iones
en comparacion con los iones hidronio desde la disolucion acuosa [6]. La cadena de
alcano en estas SAMs se encuentra inclinada 30° con respecto a la normal a la
superficie, con los grupos terminales formando una fase amorfa liquida o semicristalina
con las porciones de EG perpendiculares a la superficie [4]. Estas estructuras afectan a
su interaccion con las moléculas del entorno, definiendo asi sus propiedades
funcionales.

Las EGn-SAMs objeto del presente estudio, difieren en muchos de los aspectos
comentados en el parrafo anterior, a pesar de las similitudes estructurales. En particular,
las peliculas se forman a partir de HS-EGn donde la cadena polimetilénica de
intercalacion estd ausente. Las EGn-SAMs en condiciones ambientales coexisten como
una mezcla de dos estados conformacionales: helicoidal, en el que se asume una
conformacidn cercana a la hélice 7/2, y un ordenamiento plano, que se conoce como
todo-trans. La relacion entre las dos conformaciones es funcion de factores tales como
los niveles de hidratacion [7,8], el sustrato donde se anclan[4,6], el recubrimiento
superficial y un largo etcétera. Ya que la capacidad de adsorber proteinas de manera
inespecifica podria depender de su capacidad de asociarse con moléculas de agua, lo
que a su vez se relaciona con la orientacion, orden y conformacion de las cadenas de EG
es muy importante caracterizar estas SAMs en diferentes condiciones experimentales.
En este sentido se han estudiado SAMs de diferentes derivados EGn (n = 7, 18, 45)
utilizando técnicas espectroscopicas (FT-IRRAS y XPS) asi como electroquimicas (VC
y EIS)[7,9,10], obteniéndose interesantes resultados, que se sintetizan a continuacion.

Se ha encontrado que todas las moléculas EGn estudiadas forman SAMs sobre sustratos
de Au a través de la union mediante el enlace S-Au. Las caracteristicas de estas SAMs
dependen del tiempo de modificacion. A tiempos de modificacion cortos, las moléculas
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EGn reconocen las diferentes facetas de un sustrato de oro poliorientado como cabe
deducir de la existencia de estructura fina en los VCs del proceso de desorcion reductiva
(DR) de las SAMs y de la coincidencia de los potenciales de pico con los que se
obtienen en sustratos monocristalinos (Figura 1). Asimismo, la organizaciéon de las
cadenas es funcion tanto del tiempo de modificacion como de la longitud de la cadena.

Los procesos de oxidacion de la monocapa a altos potenciales s6lo se observan de
forma significativa en EGn con n = 18 y 45. Este efecto es una medida indirecta de las
interacciones inter-cadena que perduran después del proceso DR y provocan que al
alcanzarse estos potenciales se observe la oxidacion de los grupos S- desorbidos que
permanecen proximos a la interfase. Asimismo, de los estudios de desorcion oxidativa
directa se extrae que todas las SAMs formadas presentan un efecto protector de la
superficie del sustrato metalico frente a su propia oxidacion (Figura 2).
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Figura 1. VCs del proceso DR de EG7-SAM-Au(p) en disolucion 0.1 M KOH

A partir de la carga involucrada en el proceso DR se pueden determinar las areas
moleculares resultando de 33, 40 y 43 A” para EG7, EG18 y EG45 respectivamente.
Estos valores, aunque mayores que los correspondientes a alcanotioles, estdn de acuerdo
con la compacidad en las peliculas y con la de existencia de interacciones
intermoleculares.

Py
o
o

o
o
T

J/uA - em?
o

&
o
T

-1.2 -0.8 -0.4 0.0 0.4
E/V

Figura 2. Desorciones oxidativas de las SAMs formadas a partir de los diferentes EGs

en disolucion 0.1 M KOH a diferentes tiempos de modificacion

La inhibicién de la transferencia electrénica de la sonda electroquimica (Fe(CN)6)3'/ *es

completa en presencia de la EG7-SAM. En cambio, las EG18- y EG45-SAMs no
muestran este grado de inhibicion. Este efecto podria estar relacionado con la menor
organizacion de las cadenas de mayor longitud en comparaciéon con EG7 y con el

45




Seccion 2. Ciencias exactas y naturales - Capitulo 9. Caracterizacion
electroquimica de Monocapas Autoensambladas (SAMs) de etilenglicoles sobre

superficies 2D de oro

diferente grado de hidratacion de las mismas. Por otra parte, las EGn-SAMs son
permeables a las sondas (Ru(NH;)e)*"** y ferrocenometanol.

Los estudios sobre la integridad y la capacidad de conduccion idnica de las EGn-SAMs
ponen de manifiesto que la presencia de la pelicula sobre el sustrato le confiere cierto
caracter “ideal”, no permitiendo la entrada de iones de manera significativa en la region
de potenciales de estabilidad de la SAM.

El grado de orden de las EGn-SAMs se puede describir mediante Espectroscopia FT-
IRRAS. Asi, la EG7-SAM alcanza un grado de organizacion en forma de hélice 7/2
cuando se forma en un tiempo de modificacion de 1 h. La presencia de esta estructura
organizada se pone de manifiesto por la presencia de un conjunto de bandas de
absorcion (serie A;) como se observa en la Figura 3.

A,6)

1000 1200 1400
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Figura 3. Espectro FT-IRRAS registrado para una EG7-SAM en Au(111)

El comportamiento observado indica que la organizacion aumenta con el tiempo de
modificacion hasta 1 h y, a partir de ahi, se produce una pérdida de orden en funcion del
tiempo para la EG7-SAM. Sin embargo, en el caso de EG18 y EG45, la organizacion
mejora con este parametro, pero no se llega a obtener una unica conformacion,
coexistiendo regiones helicoidales con otros tipos de estructura.

Los espectros XPS de las EGn-SAMshan puesto de manifiesto que las moléculas de
EGn se unen al sustrato mediante el enlace S-Au y que estas capas atenuan la sefal del
Au en proporcion a la longitud de su cadena. Por ultimo, hay que sefialar que las
peliculas presentan un grado de hidrofobicidad que aumenta con el tiempo de
modificacion. Este efecto indicaria que las estructuras menos organizadas exponen los
grupos polares. Sin embargo, ya que poseengrupos terminales apolares, estos
terminarian exponiéndose conforme aumenta la organizacion de las cadenas y asi,
aumenta el grado de hidrofobilicad.
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Resumen

Los ureidos alantoina y alantoato son moléculas claves en el transporte y
almacenamiento de nitrégeno en leguminosas ureidicas. El metabolismo de nucledtidos
tiene un papel excepcional en este tipo de plantas cuando crecen en condiciones de
fijacion de nitrdgeno, ya que los ureidos proceden del catabolismo de los nucledtidos de
purina. Los nucleotidos pueden proceder de la sintesis de novo o del reciclaje. Enzimas
cruciales en la relacion entre ambas rutas son las nucleosidasas (nucledsido hidrolasas)
que catalizan la hidrolisis del nucledsido hasta la base nitrogenada y la ribosa. En la
leguminosa ureidicaP. vulgaris se han identificado cuatro genes que codifican
nucleosidasas (PvNSHI1, PvNSH2, PvNSH3 y PvNSH4). En este trabajo se ha
analizado mediante qRT-PCR, Western blot y ensayo de actividad enzimatica, la
expresion de las nucleosidasas de judia en distintos organos de plantas bajo dos
regimenes nutricionales: dependencia de la fijacion bioldgica (FBN) y fertilizacion con
NO3. El analisis mostrd6 mayor expresion y actividad de nucleosidasas en nodulos,
organos en los que se lleva a cabo la sintesis de novo de ureidos, mientras que en el
resto de tejidos no se detectaron diferencias significativas en los niveles de
nucleosidasas entre plantas que fijaban nitrégeno y plantas fertilizadas con NO3.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

Las leguminosas son plantas que establecen una relacién simbidtica con bacterias
formadoras de nodulos en la raiz tales como Rhizobium, que son capaces de fijar N2
atmosférico. El nitrogeno asi fijado se transporta a las partes aéreas de las plantas como
amidas (asparragina, o glutamina) o como ureidos (alantoina y alantoato), lo que
permite clasificar a las leguminosas como amidicas o ureidicas, segin el compuesto que
utilicen para la movilizacién del N. La nucleosidasa (nucledsido hidrolasa) cataliza la
hidrolisis de los nucledsidos para dar lugar a la base nitrogenada y la pentosa. Esta
actividad se ha postulado como una enzima clave en el control de la relacion entre el
reciclaje y la degradacion de nucledtidos [1]. Ademas, en leguminosas ureidicas como
la judia, el catabolismo de purinas tiene un papel esencial, ya que es el punto de partida
para la sintesis de ureidos [3]. En judia, se han identificado cuatro genes que codifican
posibles nucleosidasas (PvNSH1, PvNSH2, PvNSH3 y PvNSH4) (Galvez-Valdivieso et
al., datos no publicados). Con objeto de estudiar si el papel de las nucleosidasas esta
relacionado con el tipo de nutricion nitrogenada que recibe la planta, se ha estudiado la
expresion de las nucleosidasas en distintos 6rganos de judia tanto en condiciones de
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fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN) como de fertilizacion con nitrato. Dicho estudio
se ha realizado a nivel de mRNA, de actividad y de acumulacion de proteina.

El analisis de la expresion mediante qRT-PCR de los genes que codifican nucleosidasas
en P.vulgarismostrd unos niveles de expresion de PNSH1 mucho mas elevados que los
de PvNSH2 (Fig. 1), mientras que PvNSH3 y PvNSH4 fueron indetectables. La mayor
cantidad de transcrito se detectd en nodulos activos, Organos especializados en la
sintesis de novo de ureidos y, por tanto, donde la nucleosidasa tiene un papel
fundamental. La unica diferencia significativa entre las plantas cultivadas en
condiciones FBN vy las fertilizadas con NO3 se encontrdéen hojas en desarrollo, en las
que la expresion fue mayor en las plantas fertilizadas con NO3.

La inmunodeteccion de nucleosidasas con anticuerpos policlonales anti-PvNSH1en los
mismos tejidos y condiciones mostrd una mayor acumulacion de nucleosidasa en los
noddulos (Fig. 2), lo que coincide con los niveles elevados de mRNA de PvNSH1 y 2 en
estos organos (Fig. 1).
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Figura 1. Expresion relativa de PvNSH1(A) y PvNSH2 (B) en distintos tejidos de judia,
y distinta nutricion nitrogenada
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Figura 2. Inmunodeteccion mediante Western blot de las nucleosidasas en diferentes

tejidos de judia y distinta nutricion nitrogenada

Se ha determinado la actividad nucleosidasa en extractos crudos de judia tanto con
xantosina como con uridina, los dos sustratos con los que la enzima recombinante
PvNSH1mostré6 mayor actividad [2]. Coincidiendo con el andlisis de expresion y la
inmunodeteccion, la actividad nucleosidasa fue superior en nodulos, y en todos los
casos, la actividad con xantosina doblo6 la actividad con uridina (Figura 3).
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Los ureidos también pueden estar involucrados en procesos de movilizacion de
nitrogeno entre Organos fuente y sumidero, por lo que se ha analizado la actividad
nucleosidasa en cotiledones y ejes de plantulas durante la germinacion y el desarrollo
postgerminativo. En cotiledones (Fig. 4A), la actividad nucleosidasa aumenta
linealmente a partir del dia 2. La actividad nucleosidasa en ejes aumenta ligeramente el
dia 2, pero se mantiene bastante constante durante el desarrollo postgerminativo (Fig.
4B).
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Figura 3. Actividad nucleosidasa en distintos tejidos de judia y distinta nutricion
nitrogenada. (A) actividad degradadora de xantosina. (B) Actividad degradadora de
uridina
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Figura 4. Actividad nucleosidasa en cotiledones (A) y ejes (B) de judia durante la

germinacion

Anteriormente, se habia caracterizado la actividad nucleosidasa de la enzima
recombinante PvNSH1 con varios nucledsidos, a excepcion de timidina, por lo que, para
completar este estudio, se ensayo la actividad con dicho nucledsido. Los resultados
mostraron que PVNSH1 no presenta actividad con timidina.
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Resumen

El pH juega un papel clave en la patogénesis del hongo Fusarium oxysporum. Pmal,
una bomba de protones de la membrana plasmatica, es esencial para la supervivencia
siendo el principal regulador del pH intracelular en hongos. Para el estudio de Pmal en
F. oxysporum se han creado cepas portadoras del gen pmal controladas por el promotor
inducible nitl, en fondo silvestre y en un transformante que expresa la proteina
indicadora de pH, pHluorina. El analisis Southern blot confirmo6 la sustitucion del
promotor nativo de pmal por el Pnitl. Ademas, se ha observado una parada de
crecimiento en presencia de glutamina, represor del Pnitl, demostrando que pmal es
esencial. Para crecer las cepas obtenidas en medio liquido, diferentes condiciones fueran
ensayadas para inducir o reprimir del Pnitl. En las diferentes condiciones, se ha
observado la formacion de aglutinaciones y fusiones de hifas en los transformantes
obtenidos y cepa silvestre. Esto ha imposibilitado la obtencion de muestras homogéneas
dificultando la evaluacion de la funcion de Pmal en el control del pH intracelular. Para
seguir llevando a cabo este estudio se deben optimizar las condiciones de crecimiento
de forma que se obtenga un crecimiento similar a la cepa silvestre en condiciones no
limitantes.

Fundamento y presentacion de resultados

Fusarium oxysporum es un patégeno de plantas capaz de infectar a mas de 120 cultivos
diferentes y personas inmunodeprimidas [1]. El pH es un factor fundamental en el
crecimiento, la fisiologia y la diferenciacion celular dentro de los hongos patogenos
como es F. oxysporum. Uno de los principales mecanismos del regulacion del pH
intracelular de este hongo es la H+-ATPasa Pmal de la membrana citoplasmatica [2].
Pmal es una proteina esencial para la célula, que se activa en respuesta a la
acidificacion externa o a la glucosa, expulsando el exceso de protones del citoplasma y
manteniendo asi la homeostasis del pH intracelular [3].

El objetivo del presente trabajo fue la creacion de cepas de F. oxysporum con expresion
condicionada del gen pmal bajo el control del promotor inducible nitl para el estudio
de su funcidn en la homeostasis del pH intracelular y en el desarrollo del hongo.

51




Seccion 2. Ciencias exactas y naturales - Capitulo 11. Analisis genético y

bioquimico de l1a H+-ATPasa Pmal en el hongo patogeno Fusarium oxysporum

Las dos cepas de F. oxysporum, una obtenida a partir de la cepa silvestre y otra a partir
de un transformante con la proteina pHluorina, se obtuvieron transformando
protoplastos del hongo para que se produzca la sustitucion del promotor nativo de pmal
por el Pnitl, mediante la recombinacion homoéloga de las construcciones obtenidas para
el proceso (Figura 1). Esta estrategia se trata de una herramienta novedosa y complicada
que permite la manipulacion de un gen esencial, siendo la primera vez en llevarse a
cabo en nuestro grupo.
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Figura 1: Sustitucion del promotor nativo de pmal por el promotor nitl en la estirpe

silvestre y la estirpe con la pHluorina

Una vez obtenidos los transformantes, aislados y analizados mediante PCR de
confirmacion y Southern blot, se observaron problemas en el crecimiento. En primer
lugar se observo que los transformantes eran incapaces de crecer en el medio rico PDB.
Esto se debe a la presencia de la glutamina, un inhibidor de Pnitl. De esta manera, se
tuvo que buscar un medio alternativo de crecimiento, siendo el elegido el medio
minimo. Este medio se suplementd tanto con nitrato como con amonio, inductor y
represor de Pnitl respectivamente, y se observd como el crecimiento era mayor en
nitrato (Figura 2), siendo un indicativo de que el sistema podria estar funcionando
correctamente.

wt Pnit1-pmal  wtipHluorina Pnitl-
#S pmal#64

NaNO, 25 mM

s

Figura 2: Crecimiento de las cepas obtenidas en medio minimo suplementado con
nitrato o amonio

El medio minimo se trata de un medio menos rico en el cual las cepas obtenidas
tardaban como minimo una semana en crecer y generaba un nimero mucho menor de
esporas. Esto hizo que se sustituyese el medio minimo por el medio minimo Puhalla, un
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medio con una concentraciéon de nutrientes un poco mas elevada que el utilizado
anteriormente, lo que hizo que se hubieran producido un mayor numero de esporas
aunque visiblemente inferior a la cepa silvestre. (Figura 3)
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Figura 3: A) Comparativa del numero de esporas en MM y MM Puhalla del
transformante silvestre B) Comparativa en MM Puhalla del transformante y estirpe

silvestre

A pesar de obtener el incremento de la cantidad esporas, el medio minimo Puhalla
gener6 problemas de aglutinamiento y de crecimiento que imposibilitd abordar
correctamente la puesta a punto del estudio del papel de Pmal en la homeostasis del pH
intracelular. En estudios en levadura, se observo que la represion de pmal mediante un
promotor regulable producia una disminucion del pH citosolico [4]. En nuestro trabajo
no se pudo llevar a cabo el estudio del pH intracelular debido a que no se obtuvo la
suficiente cantidad de germinulas para llegar a la densidad Optica necesaria. A una
densidad optica 0,1 no se obtenian los cambios de fluorescencia necesarios entre las
cepas silvestres (autofluorescencia) y las cepas del fondo pHluorina (fluorescencia que
permite medir los cambios del pH intracelular). Por otro lado, al aumentar la densidad
optica si que se producian los cambios (figura 4), lo que indicaba que no se debia el
problema a la sustitucion del promotor si no a la baja cantidad de muestra.
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Figura 4: Fluorescencia a 395 nm y 475 nm de las diferentes cepas

A raiz de estos resultados nos preguntamos como explicar la dificultad del crecimiento
en los transformantes obtenidos. La primera dificultad encontrada durante el aislamiento
de los transformantes positivos resulto ser el crecimiento retardado. Se sospeché que la
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necesidad de cambiar el medio PDB por un medio minimo suplementado con nitrato
afectaba al crecimiento de los transformantes. Esta suposicion fue aceptada debido a
que la cepa silvestre no presentaba cambios significativos de crecimiento en
comparacion con el PDB. Ademas, se descartd la hipotesis de que el medio minimo
utilizado no fuese bueno para el crecimiento de F. oxysporum. También se descarté que
la concentracion de nitrato pudiese ser la causante del retardo del crecimiento, debido a
que un aumento de concentracion no producia mejorias. Asi, los resultados obtenidos
parecen sugerir que el promotor nitl incluso en la presencia de nitrato en el medio no
han resultado en la expresion de pmal esperada. A pesar del alto nivel de expresion de
genes bajo el control del promotor nitl descrito previamente, la expresion de pmal bajo
el control de este promotor parece ser mas baja que el promotor nativo. Para poder
contestar a esta pregunta seria necesario comparar el nivel de transcrito del gen pmal
bajo la regulacion de su promotor nativo (cepa silvestre) y bajo la regulacion del
promotor nitl a través de RT-PCR. Debido a los problemas de optimizacién y
manipulacion este experimento no pudo llevarse a cabo.

En este trabajo se puede concluir que pmal es un gen esencial en F. oxysporum debido
a que los transformantes con pmal bajo el control del promotor nitl no crecen en
medios con la fuente represora glutamina y presentan un crecimiento retardado en
comparacion con la cepa silvestre. En futuros experimentos, para la determinacion del
papel que juega Pmal en el control del pH intracelular en F. oxysporum necesitan
optimizarse las condiciones experimentales en que la aglutinacion de hifas no ocurra y/o
los niveles de expresion de pmal sean similar en las cepas obtenidas a los de la cepa
silvestre.
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Resumen

Los ureidos se acumulan de forma natural en leguminosas fijadoras de N2, pero no en
leguminosas cultivadas con nitrato. Sin embargo, en estas ultimas los ureidos si se
acumulan bajo condiciones de estrés hidrico. La acumulacion de ureidos se ha
relacionado con la sensibilidad a la sequia y la inhibicion de la fijacién simbiotica. Sin
embargo, los ureidos podrian ofrecer proteccion frente a la sequia por medio de la
regulacion de sintesis de acido abscisico (ABA), que regula las cascadas de
transduccion de senales de resistencia al estrés hidrico. En este trabajo se analiz6, en
plantas de judia cultivadas bajo fijacion simbidtica y plantas fertilizadas con nitrato, la
influencia del estrés hidrico en la regulacion de sintesis de ABA y ureidos. También, se
determino la pérdida de agua en el tejido foliar y la biomasa de plantas control y en
sequia, y se investigd el origen de los ureidos acumulados durante la sequia en plantas
con aporte de nitrato. Los resultados reflejaron que, al contrario que en plantas con
nitrato, las plantas fijadoras no sufrian pérdida del contenido hidrico foliar ni de
biomasa durante la sequia y tenian una mayor expresion del gen PYNCED3, responsable
de la sintesis de ABA.

Fundamento

Las leguminosas ofrecen una gran ventaja agricola ya que tienen la capacidad de fijar
nitrogeno atmosférico, lo que permite reducir el uso de fertilizantes nitrogenados y
aumentar la fertilidad del suelo [2, 5, 7]. El nitrogeno derivado de la fijacion simbidtica
de N2 es usado para producir ureidos en las llamadas leguminosas ureidicas. Sin
embargo, los ureidos solo predominan cuando las leguminosas estan realizando la
fijacion simbidtica del nitrogeno atmosférico. El aporte de nitrato durante el riego y la
sequia son factores que inhiben la fijacién simbidtica. A pesar de esto, se ha observado
un aumento en los niveles de ureidos durante el estrés hidrico, tanto en leguminosas
fijadoras de N2 como en leguminosas con aporte de nitrato [1, 4]. Ademas, se ha
demostrado que los mayores incrementos en los niveles de ureidos se dan en los
cultivares mas sensibles a la sequia que en los tolerantes [3].
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La sequia inhibe la fijacion de N2 en leguminosas, pero también induce mecanismos de
proteccion frente a la falta de agua en la planta, como la sintesis de ABA y de ureidos.
De manera que, la hipotesis de este trabajo es que las plantas de judia cultivadas bajo
condiciones de fijacion de N2 deberian ser mas tolerantes al estrés hidrico, y que esta
tolerancia estaria mediada por los ureidos que se sintetizan naturalmente en estas
plantas a partir del nitrégeno fijado en los nddulos. Dichos ureidos ejercerian su papel
protector a través de la regulacion de la sintesis de ABA que participa en diversos
mecanismos de resistencia al estrés. Por tanto, el objetivo principal de este trabajo es
determinar si la fijacion de N2 atmosférico regula la sintesis de ABA, asi como
investigar cudl es el origen de los ureidos acumulados durante la sequia tanto en las
plantas en simbiosis como en las fertilizadas con nitrato.

Metodologia

Para llevar a cabo el estudio se cultivaron plantas de Phaseolus vulgaris bajo fijacién
simbiotica de N2 y plantas con aporte de 10 Mm nitrato durante el riego. En ambos
casos se dividieron en dos grupos, unas fueron sometidas a sequia durante 7 y 14 dias, a
21 y 28 dias de crecimiento. A continuacion, se llevo a cabo un andlisis fisiologico en el
que se observo el efecto del tratamiento sobre la biomasa de la raiz y la parte aérea de
cada planta, y también se determiné el contenido relativo hidrico (RWC) del tejido
foliar. Ademas, se analizé la concentracion de ureidos en el tejido foliar de plantas
fijadoras de N2 y plantas con nitrato sometidas a sequia. Finalmente, se llevd a cabo un
analisis de expresion a nivel transcripcional de los genes PvXDH, PvPRAT3 vy
PvHGPT, relacionados con las rutas de sintesis de ureidos, y de los genes PvNCED y
PvMYC, relacionados con la sintesis de ABA y la respuesta dependiente de ABA
respectivamente, en plantas fijadoras y con nitrato sometidas a sequia.

Presentacion de los resultados

1. Analisis fisiologico

En este trabajo se observd que la biomasa de raiz no se veia afectada por la sequia ni en
plantas de fijacion ni de nitrato. En cambio, si que se observd una reduccion
significativa de la biomasa aérea de plantas con nitrato, sometidas a 7 y 14 dias de
sequia con respecto a su control. Esto coincide con el hecho de que las células vegetales
frenan su expansion rapidamente, sobre todo en las hojas, como consecuencia de la falta
de agua. Curiosamente, las plantas en condiciones de fijacién de N2 no variaron su
biomasa aérea con respecto a su control tras el tratamiento de sequia. En cuanto a la
determinacion del RWC, se observo que las hojas de plantas fijadoras mantenian el
contenido hidrico estable durante la sequia, al contrario que las hojas de plantas tratadas
con nitrato.

2. Determinacion de ureidos

Como ya se ha dicho con anterioridad, el aporte de nitrato durante el riego inhibe la
fijacion simbiodtica y los ureidos se ven parcialmente sustituidos por aminoacidos. Esto
concuerda con los resultados obtenidos, en los que se aprecidé que las plantas tratadas
con nitrato acumulaban menor cantidad de ureidos que las plantas fijadoras. Este hecho
podria relacionarse con la conservacion del contenido hidrico en el tejido foliar durante
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la sequia en plantas fijadoras y sugeriria que los ureidos existentes antes del estrés
ayudarian a proteger a las plantas fijadoras de la pérdida de agua durante la sequia, bien
actuando como osmolitos, o a través de otros mecanismos.

Varios estudios han relacionado la acumulacion de ureidos durante la sequia con la
sensibilidad a dicho estrés. Por tanto, una menor acumulacion de ureidos podria
traducirse en mayor tolerancia a la sequia. Durante la determinacion de ureidos se
observo que, aunque tanto en plantas fijadoras como con aporte de nitrato habia un
aumento en los niveles de ureidos, dicho aumento era mayor en las plantas con aporte
de nitrato.

3. Analisis de expresion génica
3.1. Anadlisis de expresion de los genes relacionados con la sintesis de ureidos

Durante el andlisis de expresion de los genes PvXDH, PvPRAT3 y PvHGPT en el tejido
de raiz no se apreciaron diferencias significativas. En cambio, en el tejido foliar se
observo una induccion significativa en la expresion del gen PvXDH tanto en plantas con
aporte de nitrato como fijadoras, durante los 7 y 14 dias de sequia. La induccién del gen
PvXDH, relacionado con el catabolismo de las purinas, indicaria que los ureidos
sintetizados durante la sequia proceden mayoritariamente de la degradacion de los
acidos nucleicos y no de las rutas de sintesis de novo, ni de las de reciclaje de los acidos
nucleicos con las se relacionarian los genes PVPRAT3 y PvHGPT, respectivamente.

3.2. Analisis de expresion de los genes relacionados con la expresion de ABA
De todas las proteinas que participan, la NCED es la que media la etapa clave en la
sintesis de ABA [6]. Mediante una PCR semicuantitativa se comprobo que, de las
cuatro isoformas codificantes de dicha proteina, solo la PvNCED3 era la que
principalmente se expresaba en el tejido foliar durante el estrés hidrico.

Como PvNCED3 mostrd una respuesta mayor al resto de isoformas, se analizd su
expresion mediante qPCR en respuesta al estrés hidrico en las plantas fijadoras y de
nitrato. Los resultados de este andlisis mostraron que tanto en raices como en hojas
habia una clara induccidn de la expresion de PvNCED?3 en plantas con nitrato a 7 y 14
dias de sequia. En cambio, las plantas fijadoras no mostraron diferencias significativas
con respecto su control, A pesar de esto, si que se aprecid una mayor expresion de
PvNCED?3 en el control de plantas fijadoras con respecto el control de plantas con
nitrato. Esto sugiere que habria una mayor expresion de ABA en plantas fijadoras que
en plantas tratadas con nitrato durante las condiciones de riego y, por tanto, las plantas
fijadoras podrian reaccionar mas rapido ante la falta de agua.

Finalmente, el anélisis de la expresion del gen PvMYC2 relacionado con las respuestas
dependientes de ABA de proteccion frente a la sequia, mostréd que en hoja habia una
mayor expresion a 7 dias de sequia con respecto el control y disminuia a 14. Esto
ocurria tanto en plantas con nitrato como fijadoras. Ademads, este gen mostraba niveles
mas elevados en los controles de fijacion que en los de nitrato, por lo que, parece que la
respuesta al ABA se encuentra ya activada en plantas fijadoras de judia. Esto coincidiria
con el efecto de la alantoina descrito en Arabidopsis [9,8], y confirmaria que los ureidos
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que sintetizan las plantas fijadoras las hacen mas resistentes a la pérdida de agua en
condiciones de sequia.

Conclusiones

En el presente trabajo se ha demostrado que las plantas de P. vulgaris crecidas bajo
fijacion simbiotica de nitrogeno retienen mas agua y son menos afectadas por la sequia
que las plantas fertilizadas con nitrato. El alto nivel de expresion del gen de biosintesis
de ABA, PYNCED3, en hojas de plantas simbioticas durante el riego podria explicar la
mayor capacidad de retencion de agua en sus hojas. Ademas, los ureidos acumulados
bajo estrés hidrico en P. vulgaris no se producen a partir de purinas sintetizadas de
novo, ni por vias de salvamento nucleotidicas, sino por el aumento del metabolismo de
acidos nucleicos y la induccion del catabolismo de las purinas.

En consecuencia a lo citado anteriormente, se puede decir que la simbiosis con rizobios
parece promover la tolerancia a la sequia, a pesar de la conocida sensibilidad a la sequia
de la fijacion de nitrogeno.
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Resumen

Los endocannabinoides son sustancias endogenas pertenecientes a una familia de
lipidos mediadores implicados en multitud de procesos fisiologicos y patologicos. Los
endocannabinoides se detectan en matrices complejas como biofluidos y tejidos a bajas
concentraciones, dificultando su cuantificacion. Por ello, el analisis de
endocannabinoides supone un reto para los investigadores que tienen que implementar
herramientas analiticas para alcanzar altos niveles de sensibilidad y selectividad. En esta
investigacion se ha desarrollado un método analitico basado en extraccion en fase solida
acoplada en linea a cromatografia de liquidos con espectrometria de masas en tdndem
(SPE-LC-MS/MYS) para la determinacion cuantitativa de endocannabinoides en suero
humano. Los analitos de interés fueron las aciletanolamidas (N-palmitoil, N-estearoil,
N-oleoil, N-araquidonoil, docosatetraecnoil y docosahexaenoil etanolamida), las N-
acildopaminas (N-palmitoil, N-estearoil, N-oleoil y N-araquidonoil dopamina) y otros
derivados del acido araquidonico como los araquidonoil gliceroles (2-araquidonil
glicerol y 2-araquidnoil glicerol éter) N-araquidonoil glicina y O-araquidonoil
etanolamina. La conexion en linea entre SPE y el analisis mediante LC-MS/MS
permiti6 automatizar completamente el proceso analitico con la reduccion de los tipicos
errores asociados a la preparacion de muestra. Con este enfoque propuesto se
obtuvieron limites de cuantificacion (LOQs) entre 10—-150 pg mL—1, mientras que los
limites de deteccion (LODs) oscilaron entre 3—45 pg mL-1. El método SPE-LC-
MS/MS se compar6 con un método de precipitacion de proteinas y con SPE en formato
discontinuo para la retencion selectiva de glicerofosfolipidos. El método propuesto
ofreci6 mejores resultados en términos de sensibilidad debido al alto factor de
preconcentracion alcanzado y a la eliminacion de compuestos supresores de la
ionizacion gracias a la SPE en linea.

Fundamento y presentacion de resultados

Desde su descubrimiento, los endocannabinoides han adquirido un gran interés
cientifico ya que intervienen en multitud de procesos fisiologicos y patolégicos [1,2]. El
analisis de endocannabinoides supone un gran reto debido a la variedad de biofluidos y
tejidos [3,4] en los que se pueden determinar, ademas de la baja concentracion a la que
han sido detectados.
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Se han propuesto diferentes métodos para el analisis de endocannabinoides, la mayoria
de ellos con determinacion por LC-MS/MS y GC-MS. Las diferencias entre ellos se
centran en la preparacion de muestra, principalmente basada en precipitacion de
proteinas [5], extraccion liquido—liquido [6] y extraccion en fase soélida (SPE) [7]. Los
endocannabinoides mas determinados en muestras bioldgicas han sido N-araquidonoil
etanolamida (AEA) y 2-araquidonoil glicina (2-AG) y, en el caso especial del plasma,
también se han determinado N-oleoil etanolamida (OEA), N-palmitoil etanolamida
(PEA), 2-araquidonoil glicerol éter (2-AG ether) y O-araquidonoil etanolamida (O-
AEA) [8].
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Figura 1. Cromatogramas obtenidos mediante el método SPE—-LC—MS/MS (4),
mediante precipitacion de proteinas seguida de LC—MS/MS (B) y mediante SPE en
modo convencional utilizando un cartucho para la retencion selectiva de
glicerofosfolipidos seguida de LC—MS/MS (C).

Este trabajo ha permitido el desarrollo de un método analitico capaz de cuantificar 14
endocannabinoides en suero mediante SPE-LC-MS/MS. Con el acoplamiento en linea
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entre SPE y LC se consigue la automatizacion completa del proceso analitico que
permite reducir los posibles errores derivados del tratamiento de muestra. Ademas, el
acoplamiento SPE-LC permite inyectar un alto volumen de muestra (100 pL), no
compatible con el andlisis directo mediante LC-MS/MS. De esta forma se consigue
aumentar la sensibilidad de manera notable.

El método propuesto consiste en la descongelacion de la muestra en hielo para evitar
posibles degradaciones de los analitos en el suero debido al choque térmico. Una vez
descongelada, la muestra se centrifuga a 20200 x g durante 10 minutos para separar
posibles particulas en suspension en el suero, y seguidamente es filtrada mediante un
filtro de nylon con un tamafio de poro de 0.2 um. Se toman 200 uL del filtrado y se
introducen en un vial opaco con inserto que se introduce en el automuestreador del
sistema SPE termostatizado a 4°C para su analisis. El protocolo SPE consiste en primer
equilibrado del cartucho con 10 mL de metanol, y un segundo equilibrado con 1 mL de
metanol, seguido de dos pasos de solvatacion consecutivos con 1 mL de ACN al 25%
en agua (v/v) que contiene 0.7% (v/v) de 4cido féormico. A continuacion, se llenan los
100 pL del bucle de muestra, que rapidamente se cargan en el cartucho con 1.5 mL de la
disolucion de solvatacion, quedando asi retenidos los analitos en el sorbente del
cartucho y eliminando la matriz de la muestra. Los analitos son eluidos por la fase
movil cromatogréfica, siendo el tiempo de elucion de 1 minuto y 30 segundos. La etapa
de SPE finaliza con una purga del cartucho con agua, metanol, agua, 30% ACN (v/v) en
agua, y agua, consecutivamente.

Las condiciones cromatograficas iniciales son de 70% de ACN al 0.1 % (v/v) de éacido
féormico, como agente ionizante, a un flujo constante de 800 pL min—1, manteniéndose
constantes durante el primer minuto de cromatografia, a partir del cual se aplica un
gradiente hasta el 80% ACN hasta llegar a los 5 minutos de cromatografia. Entre los
minutos 5 a 13 se aplica un nuevo gradiente para alcanzar un 88% ACN, y durante los
30 segundos siguientes hay un gradiente hasta alcanzar un 100% ACN. Estas
condiciones se mantienen constantes hasta el final de la cromatografia, que acaba a los
17 minutos. Se necesitan 8 minutos para restablecer las condiciones cromatograficas
iniciales con el fin de iniciar el andlisis de la siguiente muestra. La temperatura de la
columna cromatografica se mantiene constante durante todo el proceso a 15°C.

Para llevar a cabo el estudio de preparacion de este método analitico se ha evaluado la
influencia de todos los parametros implicados tanto en la deteccidon por espectrometria
de masas como en la preparacion de muestra. La deteccion por espectrometria de masas
se realizd6 mediante SRM (del inglés "Selected Reaction Monitoring") por lo que fue
necesario optimizar el ion precursor y los iones producto para cada analito, asi como las
variables implicadas en la ionizacion. Respecto a la preparacion de la muestra se estudid
la capacidad de retencion de 3 sorbentes con diferentes mecanismos de retencion y la
eficiencia en la eliminacion de interferentes. Una vez seleccionadas las condiciones
optimas del método para cada sorbente, se evalud la eficiencia de extraccion,
seleccionandose el sorbente que mejor resultados presentd, realizandose una
caracterizacion completa del método con dicho sorbente en términos de sensibilidad,
precision y exactitud (Tabla 1). Finalmente, se llevo a cabo un estudio de reusabilidad
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para comprobar cuantas veces se puede usar un mismo cartucho sin que se pierda
capacidad de retencion de los analitos, resultando un nimero maximo de 2 usos.

El método optimizado se ha comparado con otras dos alternativas de preparacion de
muestra como son la precipitacion de proteinas y la SPE en modo convencional
utilizando un cartucho selectivo para la retencion de glicerofosfolipidos (interferentes
potenciales en la ionizacion de los analitos). El método propuesto ofrecid mejores
resultados en niveles de sensibilidad mediante el andlisis de muestras de suero
procedentes de 5 individuos voluntarios en los que se detectaron 7 endocannabinoides
(Figura 1): AEA, PEA, 2-AG, OEA, N-estearoil etanolamida (SEA), docosatetraenoil
etanolamida (DEA) y docosahexaenoil etanolamida (DHEA). EI método propuesto por
tanto representa una alternativa muy competitiva para llevar a cabo el andlisis de
endocannabinoides en suero y, teniendo en cuenta, su capacidad de eliminar

interferencias asociadas al efecto matriz, pudiéndose adaptar al andlisis de otros
biofluidos.

Como conclusion, se ha desarrollado un método automatico mediante SPE-LC-MS/MS
para el analisis cuantitativo de 14 endocannabinoides, proporcionando una rapida
separacion cromatografica de los endocannabinoides, ademas de la separacion total de
dos endocannabinoides que presentan igual masa y similar estructura, AEA y O-AEA.
El método disenado para la cuantificacion en muestras de suero presenta una etapa de
extraccion en fase solida online, permitiendo la preconcentracion de los
endocannabinoides y la eliminacion de las interferencias que causan supresion de la
ionizacidn, lo que se traduce en una mejora de la sefial analitica a pesar de los bajos
niveles en muestras bioldgicas, del orden de pg mL-1. Se consigue reducir
considerablemente el proceso de tratamiento de muestra, evitando las etapas de
extraccion con disolventes organicos o mezclas, de precipitaciéon de proteinas, y de
preconcentracion mediante evaporacion del disolvente; evitdndose asi, los errores
asociados a estas etapas del proceso analitico, por lo que, la comparativa del método
propuesto basado en SPE—online, con un método basado en SPE—offline y otro con una
simple desproteinizacion de las muestras mostré que los mejores resultados se
obtuvieron con la SPE—online.
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Resumen

Los niveles de energia de un dtomo confinado son diferentes de los niveles del atomo
libre. Este trabajo estudia la evolucion temporal de un 4tomo de hidrégeno confinado
por una barrera esférica e infinita de potencial cuando desaparece el confinamiento.
Consideramos que el cambio del sistema se produce en un tiempo muy pequeiio en
comparacion con la escala de tiempo asociada a la dindmica del sistema, por lo que
usamos la aproximacion repentina para el analisis de la situacion.

Calculamos las probabilidades de ionizacion del &tomo de hidrogeno partiendo de
distintas situaciones de confinamiento. Analizando la distribuciéon de probabilidad de
ionizacion en funcién de la energia para distintos estados de partida del atomo
confinado, observamos en cada caso un maximo principal para un valor de energia
similar al del estado de partida, asi como una serie de maximos secundarios incluso para
grandes valores de energia.

Fundamento

Para analizar la evolucioén temporal de nuestro sistema vamos a utilizar la aproximacion
repentina [1].

Inicialmente consideramos que el atomo de hidrégeno estd confinado y, por tanto, el
Hamiltoniano del sistema es

—

H,=- v2-l+v ®. (D
C r C .

N —

V.es el potencial de confinamiento que, en nuestro caso, tomamos como una barrera
esférica e infinita de potencial. De esta forma, los valores de energia y autoestados
iniciales seran los del atomo de hidrogeno confinado. Dichos autoestados se pueden
expresar como

(Fye ) =RLM) Y1 (0,0), (2)

donde nlm son los nimeros cuanticos del estado inicial del sistema (n indica el nivel de
energia y los indices 1 y m corresponden a los niimeros cuanticos para el momento
angular orbital del &tomo y su componente z, respectivamente).
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Haciendo uso de la funciéon de onda radial reducidaqﬁzl(r) =rR},;(r),tenemos el problema
monodimensional [1]
&6

a0 2
e (v

1(0+1)

=) ¢, (1)=2E¢°, (). (3)

Esta ecuacidn debera satisfacerse con las condiciones de contorno
o2, (0)=0, ¢, (R)=0. (4)

Una vez se produce el cambio abrupto del Hamiltoniano, no teniendo por qué ser la
diferencia entre ambos Hamiltonianos necesariamente pequefa, se tiene el dtomo de
hidrégeno libre, problema cuya solucion analitica es bien conocida y puede consultarse
en la referencia [1].

Finalmente, la probabilidad de transicién entre estados estacionarios del atomo de
hidrégeno libre y confinado se calcula como

2
P=[{y¢, Jvi ) (5)

Para poder alcanzar los objetivos marcados en este trabajo referentes a la estabilidad del
atomo de hidrégeno tras abandonar el confinamiento, hemos de resolver la ecuacion de
Schrodinger (3). Para ello, utilizamos el Método de Prolongacion Analitica Sucesiva
(MPAS) [2,3], que nos permitird obtener las funciones de onda. El método se puede
describir como sigue: dada una ecuacion diferencial y un mallado no necesariamente
equiespaciado en un intervalo de interés, se aproxima la solucién en un entorno de cada
puntor;mediante un desarrollo en serie de la forma

6®=) a(r5), ©)

y se conectan todos exigiendo continuidad en la funcién y en su primera derivada, de
forma que se obtiene una solucion continua en todo el intervalo.

En el caso del espectro discreto (estados ligados), la ecuacion de Schrodinger solo tiene
soluciones fisicamente admisibles para unos valores de energia determinados. Por tanto,
se trata de resolver una ecuacion de autovalores. Para la obtencion de estos valores
aplicamos un método de disparo [4]. En nuestro caso, integramos desde los extremos
del intervalo considerado hacia el interior e imponemos la continuidad de la derivada
logaritmica en un punto intermedio. Para cada valor de energia resolvemos la ecuacion
(3) mediante el MPAS [5].

Sin embargo, para el espectro continuo hay solucion fisicamente admisible para
cualquier valor de energia, por lo que se aplica directamente el MPAS para la resolucion
de la ecuacion (3) con el valor de energia deseado [5].

66




Seccion 2. Ciencias exactas y naturales - Capitulo 14. Probabilidades de ionizacion

de un atomo de hidrogeno fuera de confinamiento

Presentacion de resultados

Para el 4&tomo de hidrogeno confinado hemos considerado los 10 primeros estados
ligados para 10 radios de confinamiento distintos, mientras que para el atomo de
hidrégeno libre hemos tenido en cuenta hasta 500 estados del espectro discreto y hasta
10000000 de estados del espectro continuo. Para la aplicacion del MPAS se ha
realizado un desarrollo en serie hasta polinomios de orden 20.

Analizamos las distribuciones de probabilidad de ionizacion en funcién de la energia
para cada estado inicial del &tomo confinado y para cada radio de confinamiento. Como
ejemplo, vamos a centrarnos en el estado confinado 4s para un radio de confinamiento
de 3 u.a. El resultado para los otros estados es similar. En la figura (1) apreciamos una
serie de maximos para determinadas energias, representando cada uno de esos maximos
una mayor probabilidad de que el electron se ionice con esa energia cinética tras
abandonar el atomo el confinamiento. El maximo principal se localiza para una energia
similar a la del estado inicial confinado (la energia de este es 7.48564 u.a. y el méximo
principal se sitia en 7.13476 u.a.). A su vez, en la gréafica apreciamos también minimos
proximos a 0 que representan estados de energia en los que es muy improbable que se
encuentre el electron.

Estado confinado 4s. R = 3 u.a.
0.25 T T

iy

0.15 1

C2(E)

0.05 - 1

Figura 1: Distribucion de probabilidad de ionizacion frente a la energia para el estado

confinado 4s y R=3 u.a.

La figura (2) representa las funciones de onda radial reducida de los estados inicial y
final en la regién de confinamiento y su producto para distintas energias.

Vemos que el maximo principal de la figura (1) se debe a que las funciones radiales de
los estados inicial y final en la region de confinamiento se solapan practicamente por
completo: estan en fase y se produce una interferencia constructiva, tal y como podemos
ver en la figura (2). Asimismo, al aumentar la energia de los posibles estados del
espectro continuo, aumenta la frecuencia y con ello el nimero de onda, de manera que
la funcion del estado final se va desfasando respecto a la inicial y se produce una
interferencia destructiva que origina una probabilidad practicamente nula para ciertos
estados, como apreciamos para E=12.34823 u.a.
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Estado confinado 43, R, =3 uw.a. Estado continuo E = 7.13476 wa.

Estado confinado 43, R, =3 uw.a. Estado continuo E = B.45566 w.a.
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Estado corfinada 45, R, =3 u.a. Estado continua E = 10.45700 ua.
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Estado corfinedo 4=, R, =3 u.a. Estado continuo E = 1234823 un.

Figura 2: Funciones de onda radial reducida del estado confinado 4s para R=3 u.a. y

del estado libre del espectro continuo y su producto para distintos valores de energia.

Esta sucesion de interferencias destructivas y constructivas entre las funciones de onda
de los estados confinado e ionizado se va a ir repitiendo segun se varie la energia,
obteniéndose asi la sucesion de méximos y minimos en la distribucion de probabilidad
de ionizacidn en funcion de la energia del electron.
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Resumen

El trabajo se enmarca dentro de las lineas de trabajo del grupo de Investigacion BIO-
216 y del proyecto BFU2015-63598-P, titulado: “Funcién de las Peroxirredoxinas en la
homeostasis celular como antioxidantes y en sefializacion”. El punto de partida del
proyecto ha sido la continuacion de una linea de trabajo ya iniciada por el grupo que
consiste en la clonacion, expresion y purificacion a gran escala de la proteina
recombinante humana, peroxirredoxina 6 (Prdx6). Ya habia sido clonada y expresada en
E. coli BL-21 pero formaba cuerpos de inclusion. Por tanto, el objetivo principal de este
trabajo es poner a punto un método que nos permita expresar, solubilizar y purificar
dicha proteina recombinante en E. coli BL-21 a gran escala. Una vez purificada la
Prdx6, las siguientes fases del proyecto van encaminadas a su caracterizacion
enzimatica, poniendo a punto ensayos enzimaticos de las distintas actividades descritas
para las Prdxs de 1 cisteina, estudios de oligomerizacion in vitro y de modificacion de la
proteina recombinante mediante glutationilacion, nitrosilacion y/o fosforilacion.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

1* Fase.- Preparacion de un cultivo a gran escala del clon de expresion seleccionado. Se
preparo6 un cultivo de E. coli BL21(DE3)/pET22b/PRDX6 en 500 ml LB + ampicilina, a
25 °C y con agitacion. Cuando se alcanz6 una DO600 = 0.5 se afiadié 0.5 mM IPTG y
se continuod incubando a 25 °C una noche. Se recolectaron las células por centrifugacion
y se disolvieron en 25 ml Tris-HC] 20 mM, pH 8§, 0.1 M NaCl (tampoén A), con 15 mg
de lisozima y 30 mg de DNasa I. Se sonic6 durante 30 min en frio y se centrifugo6 a
10000xg durante 30 min a 4°C.

2* Fase.- Purificacién mediante cromatografia de afinidad con Ni de la proteina
recombinante con cola de histidina. El sobrenadante se filtro y se pas6 a través de una
columna TALON equilibrada con tampén A. Seguidamente se lavo con 50 ml de
tampoén A con 5 mM de imidazol. Después, se eluyd con tampén A con 100 mM
imidazol y se recogieron fracciones de 1 ml, alas que se le midi6 la A280. EI perfil de
elucion fue el siguiente:
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A280
;%]

0 - ~ =
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Fraccion

Figura 1. Perfil de elucion de la proteina recombinante PRDX6

3% Fase.- Analisis mediante SDS-PAGE. Se tomaron alicuotas de las fracciones 5-13, las
cuales contenian la mayor elucion de proteina recombinante PRDX6 y se realizo una
SDS-PAGE 12% para determinar que realmente se trataba de la proteina de interés.

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 2. SDS-PAGE 12% de las fracciones de elucion 5-13. El simbolo “*” indica el
marcador de 25 kDa, proximo a las bandas correspondientes a la proteina

recombinante PRDX6

4* Fase.- Cuantificacidon de la proteina purificada, determinaciéon de la actividad
enzimatica probando distintos sustratos y condiciones. Se reunieron las fracciones 3-12
y se dializ6 frente a 1 litro de Tris-HC1 20 mM, pH 8, 0.1 M NaCl. La muestra PRDX6
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presentd entonces una A280 = 3,025, por lo que su concentraciéon es 134 mM o 3,5
mg/ml (Coef.extinc. = 22522; 1 mg/ml = 0,869; datos Protparam). A continuacion, se
realizaron ensayos de actividad peroxidasa dependiente de Trx y de Grx.

———

——

% - —

Figura 3. SDS-PAGE. El simbolo “*” indica el marcador de 25 kDa. La banda
proxima a este marcador en el siguiente carril corresponde a la proteina recombinante

PRDX6

Ensayo con TRX: 250 uM NADPH, 500 uM GSH, 0,5 uM Trr2p, 5 uM Trx3p, 5 uM
PRX, 100 uM H202 en tampén HEPES 50 mM pH 7. El ensayo de actividad con la
Prx1p como control fue como de costumbre, con un consumo de NADPH de 10 uM
min-1. Sin embargo, los ensayos con PRDX6 no mostraron actividad ni de éste modo ni
cambiando los siguientes pardmetros:

e Reduciendo el peroxido a la mitad

e Reduciendo el peréxido a la mitad y sin GSH

e Reduciendo el perdéxido a la mitad, sin GSH y con 20 uM DTT

e Cambiando el tampdn a Tris-HCI 20 mM, pH 8§, 0.1 M NaCl

Ensayo con GRX: 250 uM NADPH, 500 uM GSH, 1 U/ml GR (yeast, Sigma), 5 uM
GRX, 5 uM PRX, 100 pM t-BOOH en tampon Tris-HCI 20 mM, pH 8§, 0.1 M NacCl. El
ensayo de actividad con Prx1 como control también fue positivo, rindiendo un consumo
de NADPH de 10,8 uM min-1. Sin embargo, los ensayos con PRDX6 no mostraron
actividad ni de este modo ni cambiando lo siguiente:

e Cambiando la Grx2p por una Grx de rata (concentracién desconocida)

e Cambiando el pH del ensayo a 7 aproximadamente (con grx de levadura o rata)

5* Fase.- La proteina recombinante se ha empleado para hacer estudios de
oligomerizacién v modificaciones postraduccionales in vitro. Actualmente esta ultima
fase se encuentra en desarrollo y se disponen de algunos resultados preliminares.
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Conclusiones
1. Se ha llevado a cabo la purificacion de la proteina recombinante PRDX6 hasta
homogeneidad.

2. Se ha determinado que la proteina purificada se trataba de la proteina de interés
mediante comprobacion de su tamafio por SDS-PAGE y western blot con
anticuerpos especificos frente a dicha proteina.

3. Se han puesto a punto distintos ensayos de actividad para PRDX de 1-cys, sin
embargo la proteina recombinante PRDX6 presentaba poca actividad.
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Resumen

La funcion reproductora esta bajo el control de una gran variedad de sefiales, entre ellas,
las Kisspeptinas, neuropéptidos producidos por las neuronas Kissl, uno de los
elementos mas importantes en el control del eje reproductor. Asi pues, el desarrollo de
herramientas que permitan la manipulacion de la actividad de estas neuronas repercutird
positivamente en el estudio de la funcion de éstas y su interaccion con otras sefiales. En
este contexto, el objetivo de este trabajo fue la puesta a punto de un protocolo para la
activacion de la poblacion de neuronas Kissl localizada en el nucleo arcuato (ARC),
que controla la secrecion pulsatil de GnRH/LH. Para este objetivo, usamos herramientas
virogenéticas-farmacogenéticas dirigidas a la expresion del DREADDs (del inglés,
Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) activador hM3Dq en el
ARC vy su posterior estimulacion mediante el ligando especifico clozapina-n-6xido
(CNO). Nuestros resultados demostraron que la sobre-expresion de hM3Dq en el ARC
consigue la expresion de este receptor en un pequefio porcentaje de neuronas Kiss1, el
cual fue variable dependiendo del animal. Sin embargo, la activacion de hM3Dq con
CNO produjo un incremento significativo de la secrecion de LH que fue proporcional al
numero de neuronas Kiss1 que co-expresaban hM3Dq.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones
Fundamentos.

Las neuronas Kiss1 se encuentran en el hipotdlamo y secretan Kisspeptinas, una familia
de neuropéptidos que actuan estimulando la secrecion de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) por parte de las neuronas GnRH [1]. La liberacion de dicho
neuropéptido, estimula a su vez la secrecion de las gonadotropinas, Hormona
Luteinizante (LH) y Hormona Foliculo-estimulante (FSH) por parte de la hipofisis, que
viajan por la circulacion sistémica para estimular en las génadas, por un lado, la
produccion de gametos (gametogénesis) y, por otro lado, la secrecion de hormonas
gonadales de naturaleza peptidica y esteroidea. Estas hormonas cierran el ciclo
mediante circuitos de retroalimentacién tanto negativa como positiva por mecanismos
que implican a las neuronas Kissl. Existen dos poblaciones de neuronas Kiss1: una en
el nucleo anteroventral periventricular (AVPV), que estd presente Unicamente en
hembras, y que interviene en la induccion de la ovulacion. Y otra en el ARC
responsable de la secrecion tonica de GnRH/LH [2, 3].
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Objetivo.
En este contexto, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un método para la activacion

farmacogenética de las neuronas Kissl del ARC que nos sirva como herramienta para
avanzar en la caracterizacion del papel de esta poblacion neuronal en el control del eje
reproductor.

Metodologia.
Para la consecucion de dicho objetivo, se emplearon herramientas virogenéticas-

farmacogenéticas encaminadas a la expresion de un DREADD [4] acoplado a una
proteina Gq (hM3Dq) en neuronas del ARC, ntcleo donde reside una poblacién de
neuronas Kissl que ha sido implicada en el control de la secrecion pulsatil de LH.
Concretamente, se utilizaron virus adeno-asociados (AAVs, del inglés Adeno-
associated viruses) del serotipo 8 debido a su mayor difusion en el tejido cerebral
respecto a otros serotipos. Estos AAVs fueron inyectados mediante estereotaxia en el
ARC de ratones macho adultos que expresan GFP bajo el promotor de Kissl (Kissl-
GFP). Tras un periodo de 3 semanas posterior a la inyeccion, que asegura una expresion
efectiva de hM3Dq, se realizaron distintos ensayos de cara a evaluar el efecto de la
activacion in vivo de dicho receptor sobre la secrecion de LH. A posteriori, se
realizaron ensayos de colocalizacion entre hM3Dq y neuronas Kissl para intentar
correlacionar el grado de respuesta secretora de LH con el numero de neuronas Kissl
que expresan hM3Dq en cada animal evaluado.

Para la activacion del receptor hM3Dq se administro, via intraperitoneal (ip), una dosis
de CNO de 0.3 mg/kg y se tomaron muestras de sangre antes (0-min) y a los 15, 30, 60
y 90 min de la inyeccidon para monitorizar el efecto de la activacion de hM3Dq sobre la
secrecion de LH. Para conocer el efecto de la activacion de hM3Dgq, en términos de
incremento de la secreciéon de LH sobre la masa secretora basal de esta hormona, se
procedid a la repeticion de este mismo protocolo inyectando salino (0.9% NacCl) ip a los
mismos animales, tras las recuperacion total de éstos de la manipulacioén anterior. El
efecto neto de la activacion de hM3Dq sobre la secrecion de LH se calculé como el area
bajo la curva (AUC) de la respuesta a CNO durante el periodo analizado menos la
respuesta a salino durante este mismo periodo.

Todas las muestra de sangre (volumen 4 pL) se tomaron tras una pequeia incision en la
cola del animal, sometido a una ligera anestesia inhalatoria. Las muestras de sangre
fueron diluidas en 46 puL. de PBS-T (0.1M PBS, 0.05% Tween 20, pH 7.4) y
almacenadas a -80°C hasta su uso posterior para la determinacion hormonal de LH
mediante ELISA (del inglés Enzyme-Linked InmunnoSorbent Assay). Tras la
recuperacion de los animales del ultimo ensayo, los cerebros de éstos se perfundieron
con paraformaldehido (PFA 4 %) para posteriores analisis de colocalizacién entre el
receptor hM3Dq (asociado a la proteina reportera mCherry) y las neuronas Kissl
(asociadas a la proteina reportera GFP), mediante inmunohistoquimica. Esto nos
permitio cuantificar el porcentaje de neuronas Kissl que co-expresan hM3Dq y
correlacionarlo con la respuesta de LH a la inyeccion de CNO.
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Resultados.

Los analisis inmunohistoquimicos para la evaluacion de la colocalizacién entre el
receptor hM3Dq y las neuronas Kissl revelaron que el grado de coexpresion entre
ambas proteinas, tras la inyeccion viral, es variable (Figura 1). En este sentido, en los
animales evaluados se detectd un grado de colocalizacion que vari6 desde el 0% (no
colocalizacion) hasta el 16%.

Figura 1. Fotografias representativas mostrando el nuicleo ARC de cerebros con
diferentes grados de colocalizacion entre hM3Dq y neuronas Kiss1. En la fotografia de
la esquina inferior izquierda se muestra una zona ampliada indicando con flechas
ejemplos de los diferentes tipos de neuronas que podemos encontrar: en rojo, neurona
Kiss1-positiva que colocaliza con el receptor hM3Dgq; en azul neurona KissI-negativa

que expresa hM3Dgq; y en verde, neurona Kiss1-positiva que no colocaliza con hM3Dgq

Asimismo, los andlisis de secrecion neta de LH en respuesta a CNO (Figura 2) muestran
que el grado de respuesta de LH a la activacion del receptor hM3Dq por CNO es
variable en funcion del raton.

Curiosamente, la comparacion entre el grado de colocalizacion de hM3Dq con neuronas
Kissl y el incremento de la secrecion neta de LH en respuesta al CNO, mostrd una
relacion lineal entre ambas variables (Figura 3).
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Figura 2. Estimulacion de la secrecién de LH en respuesta a CNO. Esta se representa
como la masa neta secretada (AUC) resultante de sustraer el AUC del perfil basal al
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Figura 3. Representacion del grado de colocalizacion entre hM3Dq y neuronas Kiss 1.
La regresion lineal con un R2 = 0.87 revela la dependencia de la secrecion de LH en

respuesta a CNO con el grado de colocalizacion

Conclusion

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran la validez del empleo de
herramientas virogenéticas-farmacogenéticas para la manipulaciéon de las neuronas
Kissl del ARC y consecuentemente, del eje reproductor.
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Resumen

Se presenta por primera vez el uso de nanoparticulas (NPs) magnéticas recubiertas de
Ag como sorbentes para la extraccion en fase sélida dispersiva de B-lactoglobulinas,
caseinas y albumina de suero bovino, como analitos modelo, previamente a su
determinacion mediante CL répida en fase reversa. Para la separacion cromatografica,
se ha utilizado por primera vez para la separacion de estos analitos, una columna C18
con tecnologia “core-shell”, especifica para la separacion de péptidos y proteinas. Los
relativamente cortos tiempos de retencion han proporcionado una buena velocidad de
muestreo. La deteccion fotométrica se realiza a 214 nm, donde absorben los enlaces
peptidicos de las proteinas. Los limites de deteccion obtenidos son iguales o inferiores a
0.5 pg mL-1 y los valores de precision son aceptables, segun las directrices europeas
para la validacion de nuevos métodos. Los resultados obtenidos en la extraccion de
estandares de proteinas de leche, mediante el uso de las NPs magnéticas recubiertas de
plata son prometedores, ya que se obtienen valores de recuperacion superiores al 75%.
Esta metodologia puede ser también de interés para el perfilado quimico de las especies
macromoleculares, fuentes principales del N orgénico presentes en residuos
alimentarios y su disponibilidad como fuentes de N.

Fundamento

Las caseinas y otras proteinas de la leche, que pueden originar respuestas alérgicas en
algunas personas, se determinan normalmente utilizando distintas metodologias
analiticas, tales como métodos inmunoquimicos, electroforéticos y de cromatografia de
liquidos. Los métodos inmunoquimicos presentan la principal ventaja de poder detector
de forma selectiva una proteina en presencia de otras. Existen diversos inmunoensayos
descritos para la determinacion de -caseina [1-3], aS1-caseina [4] and B-lactoglobulina
[5]. En algunos de estos métodos, la nanotecnologia ha sido utilizada para disminuir los
limites de deteccion obtenidos mediante el uso de nanoparticulas de oro (AuNPs) [2],
particulas magnéticas [3] o ambas simultaneamente [1] debido a su elevada relacion
superficie volumen. La utilizacion de métodos electroforéticos, tales como la
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE), es especialmente til en estudios de
adulteracion de muestras de leche [6,7]. Esta técnica ha sido de utilidad para determinar
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la adulteracion de leche de oveja y de cabra con leche de vaca, midiendo la intensidad
de las bandas de B-lactoglobulina bovina mediante PAGE nativa [6]. Esta proteina se
utilizé también como marcador de adulteracién en un método que utilizo SDS-PAGE
con medidas densitométricas para determinar la potencial adulteracién en quesos [7]. Se
han descrito diversas determinaciones para la separacion de proteinas lacteas mediante
HPLC en fase reversa. La naturaleza de las columnas utilizadas es crucial para la
separacion de las proteinas y sus subunidades. Se ha utilizado, por ejemplo, una
columna Jupiter C4 de 25-cm de longitud y particulas de 5 um de didmetro para la
separacion de las subunidades asl y as2 de caseina [8], consiguiéndose esta separacion
con el uso de columnas monoliticas [9]. En dichos métodos, los tiempos requeridos para
la separacion fueron relativamente largos.

La consecucion de los niveles requeridos de sensibilidad es un aspecto crucial para
realizar la determinacién de los analitos de interés a nivel de trazas. Las técnicas de
extraccion constituyen una herramienta util para mejorar la sensibilidad de un sistema y
para alcanzar limites de deteccion relativamente bajos. El enorme avance de la
nanotecnologia en los ultimos afios ha permitido el desarrollo de una gran variedad de
nanomateriales que pueden utilizarse como sorbentes en procesos de extraccion. Se ha
descrito, por ejemplo, que se pueden utilizar nanoparticulas de Ag (AgNPs) para la
extraccion de proteinas con alto contenido en residuos cisteina [10], mediante una
interaccion reversible. No obstante, la utilizacion de las AgNPs puede ser problematica
para conseguir una separacion adecuada del sorbente y del sobrenadante del extracto
proteico. La utilizaciéon de NPs con nucleos magnéticos puede permitir su facil
separacion, por lo que en este trabajo se ha procedido a la sintesis de NPs magnéticas
recubiertas de Ag.

Metodologia

Las investigaciones realizadas se han centrado en diferentes aspectos de la sintesis de
las nanoparticulas y de la optimizacion del método cromatografico, tales como: 1)
Sintesis de NPs magnéticas recubiertas de Ag, 2) Estudio de la interaccion entre las NPs
y las proteinas, 3) Estudio de variables quimicas para la separacion cromatografica (pH,
concentracion de TEA y concentraciéon de TFA), 4) Optimizacion de variables
hidrodindmicas (tipo de gradiente, caudal y volumen de inyeccion), 5) Obtencion del
intervalo lineal de trabajo y 6) Analisis de muestras reales.

Resultados

1. Sintesis de las NPs magnéticas recubiertas de Ag
Se realiz6 siguiendo un procedimiento relativamente de coprecipitacion hidrotermal
relativamente simple, que permite obtener cantidades elevadas de sorbente, por lo que
su coste es relativamente bajo en comparacion con otras NPs comerciales.

2. Optimizacion de las condiciones de la separacion cromatografica
Para ello, se analizaron varias variables hidrodindmicas y quimicas empleando un
método univariante, es decir, cambiando una variable y manteniendo constante las otras.
Se ensayo la influencia de las variables hidrodinamicas sobre la separacion y
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comparando distintos programas isocraticos y lineales para conseguir una buena
separacion de los analitos. Los mejores resultados se obtuvieron con programas que
comenzaban con un gradiente lineal y posteriormente se necesitaba una etapa isocratica
debido a la similitud en el comportamiento cromatografico de las proteinas de leche
ensayadas. La influencia del caudal se ensay¢ en el intervalo de 0,4 - 1,5 mL min-1 y se
encontro que el uso de velocidades de flujo superiores a 0,5 mL min-1 dificult6 la
separacion de las proteinas. También se ensayd el volumen de inyeccidon, ya que
volimenes mayores pueden proporcionar los métodos con mejor sensibilidad, pero los
efectos de ensanchamiento de pico pueden ser muy significativos. La inyeccion de 100
pL, el volumen maximo del inyector automatico tuvo un efecto positivo en la
sensibilidad con minimos problemas de resolucion. En relacion con las variables
quimicas, se comprobo la influencia del TFA (para la formacion de pares idnicos y
conseguir reducir su cola y mejorar la resolucion), del pH en los dos componentes de la
fase movil, y del TEA (agente bloqueante de grupos silanol residuales de la columna
para evitar la interaccion fuerte de los analitos cargados positivamente) (Tabla 1).

Tabla 1.- Variables quimicas estudiadas para la optimizacion la fase movil acuosa

VARIABLE DE | INTERVALO DE VALOR
ESTUDIO ESTUDIO OPTIMO
pH 2,1-3 2,5
[TEA] 0-3% 1.5 %
[TFA] 0—0.025 % 0.025 %

Los intervalos lineales obtenidos estuvieron comprendidos entre 2 y 75 para la mayoria
de las proteinas ensayadas y sus limites de deteccion fueron iguales o inferiores a 0.5 pg
mL-1.

3. Interaccion de las NPs y extraccion de las proteinas

Una vez sintetizadas las NPs, se optimizo su interaccidon, comprobando que las
proteinas se retenian sobre las NPs a pH proximos a la neutralidad y se utilizé un medio
acido que incluia TFA y TEA para conseguir la elucion de las proteinas. Esto se logra
mediante el uso de NPs magnéticas recubiertas de Ag y variando las condiciones de pH
ya que la carga y la conformacion de las proteinas dependen del mismo. Se ha realizado
un estudio de recuperacion del proceso de extraccion obteniendo valores superiores al
75%. Su aplicacion a la determinacion en extractos lacteos ha proporcionado resultados
satisfactorios.

Conclusiones

El trabajo aqui presentado describe el uso de NPs magnéticas recubiertas con Ag para la
extraccion de caseinas y otras proteinas alérgenas. El método permite utilizar cantidades
pequeiias de NPs, lo que reduce los costes de extraccion. El método de extraccion en
fase solida dispersiva es una etapa previa a la separacion mediante LC rapida en fase
reversa, que se ha desarrollado y optimizado para la determinacion de caseinas, BSA, -
lactoglobulina, soja y gliadina. La separacion se realiza en aproximadamente 10
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minutos, aunque se requieren algunos minutos mas para equilibrar la columna para el
comienzo de un nuevo andlisis. Los tiempos de retencion relativamente bajos permiten
un menor consumo de disolventes, lo que, en combinacidn con los limites de deteccion
obtenidos, hacen de este método una buena alternativa para la deteccion y
determinacion de proteinas alérgenas y su extension al perfilado de compuestos
proteicos, ricos en N en otros extractos proteicos.
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Resumen

Hoy en dia, las ciencias han quedado relegadas a s6lo dos materias dentro del
curriculum educativo de Educacién Primaria en la mayoria de nuestros centros, pero
(deberia ser esto asi? El proyecto “Ciencia-Escuela Primaria” trata poner en valor estas
materias, situdndolas como piezas clave a partir de las cuales trabajar el curriculo de la
etapa en su conjunto. Este proyecto tiene como objetivo principal mejorar el proceso de
ensefianza-aprendizaje en general y de las ciencias en particular. Para ello se pretende
potenciar la investigacion, incentivando a aquellas escuelas que cumplan con los
requisitos de calidad necesarios para recibir el marchamo de Ciencia-Escuela. Dichos
requisitos de calidad estan relacionados tanto con la formacion del profesorado, como la
existencia en el centro de instalaciones adecuadas para la experimentacion, un numero
minimo de horas de uso de las mismas, la creacion y puesta en practica de protocolos de
experimentacion adaptados a la etapa educativa, etc.

A través de este proyecto de colaboracion se pretendia sentar las bases para realizar un
proyecto piloto de puesta en practica de la idea de Ciencia-Escuela en centros de
Educacion Primaria. A lo largo del curso pasado, se realizaron dos experiencias en un
centro de la capital cordobesa, cuyos resultados se muestran en el desarrollo.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

A menudo, los alumnos encuentran dificultad en el aprendizaje de ideas expuestas en
las clases de ciencias. En ocasiones, el profesorado emite una idea que el alumnado
acepta. Sin embargo, el alumnado piensa diferente y, por tanto, lo entiende a su manera,
creandose asi un gran nimero de confusiones.[2]. Una manera de paliar este problema
es ensefiar desde la practica, desde la experimentacion.

La idea de este proyecto es que las ciencias tengan un nuevo valor dentro de nuestros
centros educativos, hacer que el aprendizaje sea mas significativo para el alumnado a
través de la manipulacion y el descubrimiento por si mismos, a través de la
curiosidad[1]. Autores, como Mellado [3]piensan que motivar al alumnado a través de
sus intereses es de vital importancia para conseguir un mejor proceso ensefianza-
aprendizaje y con este proyecto perseguimos llegar al alumnado a través de algo que
suele llamar mucho la atencion a los mas pequeios: la manipulacion y Ila
experimentacion.
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A través de investigaciones como la realizada por Costa &Dorrio [1], queda demostrado
que los nifios que han sido instruidos de forma exclusivamente verbal se han encontrado
dificultades en la comprension de ciertas actividades. Sin embargo, esta misma
investigacion demuestra que los nifios que aprenden a través de actividades
manipulativas adquieren todas las competencias de forma habil y sencilla. [4].

La ciencia es una actividad eminentemente practica, por lo que la ensefanza de las
ciencias debe promover la adquisicion de una serie de procedimientos y habilidades de
esta indole, partiendo de las més bésicas hasta alcanzar las mas complejas por lo que la
importancia de los trabajos practicos como actividad de aprendizaje es bastante
destacable [5].

El objetivo principal de este proyecto es conseguir sentar las bases para la generacion de
un programa “Ciencia-escuela primaria” que sirva para mejorar el proceso de
enseflanza-aprendizaje de las ciencias, ademds de provocar un acercamiento del
alumnado a las ciencias y del propio profesorado a un aprendizaje manipulativo y mas
significativo.

Metodologia

Para la puesta en marcha del proyecto, se han realizado unas pruebas en un centro de la
capital cordobesa con alumnado de primero de Primaria, cuyo profesorado se mostro
interesado en la propuesta que se les presento.

Para el desarrollo de las experiencias, se prepararon tres puestos diferentes en los que
los nifios trabajarian con nosotros y en compaiiia del profesorado del propio centro. Para
el primer puesto, se llevd una lupa con la que los nifios podrian ver las diferentes partes
que componen el cuerpo de diferentes bichos gracias a una coleccion que llevamos
también para la visita. En el segundo puesto, el alumnado podria observar diferentes
muestras con el microscopio, asi como aprender como funciona y para qué sirve este
objeto que, en un principio, era desconocido para ellos. Por ultimo, llevamos un
experimento en el que moveriamos un pequefio barquito de papel rompiendo la tension
superficial del agua con una gota de jabon.

Se dividio al alumnado en tres grupos para que fueran pasando por cada uno de los
puestos a lo largo de las dos sesiones en las que se desarroll6 la actividad. Cada alumno
tuvo la oportunidad de formular hipotesis acerca de lo que iba a ocurrir en cada puesto,
y se les dejo manipular y ayudar en la preparacion de lo que cada uno iba a ver o
experimentar. En el puesto de la lupa, cada alumno escogioé en insecto o animal que
queria ver a través de ella, y se hizo una breve explicacion de la diferencia entre
animales vertebrados e invertebrados, de manera que el alumnado crease su propio
aprendizaje a través de preguntas y respuestas que se iban formulando. En el puesto del
microscopio, el alumnado tuvo la oportunidad de dar rienda suelta a su imaginacion
para intentar adivinar qué estaban viendo a través de este instrumento nuevo que habian
aprendido. En el puesto del barco, se explicé el concepto de tension superficial de forma
representativa. El alumnado debia simular ser pequefias particulas que, unidas, apenas
se movian, mientras que en el momento que se separaban un poco, tenian mayor
movilidad. Después, se realizO el mismo experimento, pero esta vez de forma
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“abstracta” haciendo que un barquito de papel se moviese son una sola gota de jabon
sobre el agua.

Una vez todos los nifios hubieron pasado por todos los puestos, volvieron a sus sitios
para realizar una ficha que nos facilitara la recogida de datos para una posterior
investigacion. En ella debian escribir qué es lo que mas les habia gustado, qué habian
aprendido y hacer un sencillo dibujo de la experiencia.

Analisis de datos

Gracias a las fichas que el alumnado realiz6 al finalizar la experiencia, se han podido
analizar de forma independiente las dos preguntas en las que podian darnos “feedback”
para posteriores visitas, y datos que recoger para una posterior investigacion.

Decidimos analizar de forma independiente los datos recogidos para la primera pregunta
“;,Qué es lo que mas te ha gustado?”, de manera que pudiesen recogerse en diferentes
categorias los datos acerca de qué es lo que més habia gustado al alumnado y
representarse en un grafico de forma mas explicita. Dicha representacion de datos puede
observarse en la figura 1.

Figura 1. Andlisis datos "¢Qué es lo que mas te ha gustado?

45% 8%

12%

= Lupa Barco Microscopio
Bichos Lupay Barco Lupa y Microscopio

Barco y Microscopio = Todo Barco, lupa y microscopio

Figura 1. Frecuencia de las categorias de respuesta del alumnado a la pregunta “;Qué

es lo que mas te ha gustado?”

Como se puede observar, todos los alumnos contestaron de manera positiva a la
pregunta que se les formul6. Igualmente, se puede observar como una gran parte del
alumnado encuestado respondio que le habia gustado todo lo que se habia realizado en
la experiencia (45% Barco, lupa y microscopio y 6% Todo). Sin embargo, el resto de
alumnos, prefirieron comentar qué puesto les habia gustado mas de forma especifica.
Del mismo modo se analiz6 la pregunta “;Qué has aprendido?”. Se establecieron una
serie de categorias para sacar conclusiones de forma mas sencilla y se representaron en
un grafico al igual que en la pregunta anterior (Figura 2).

Al igual que en la pregunta anterior, todas las respuestas fueron afirmativas, con lo que
podemos decir que el alumnado aprendié nuevos conceptos o afianzo lo que ya tenia a
través de las distintas actividades que se realizaron. En esta pregunta, se han dado
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grandes diferencias entre las respuestas de los nifios. Hemos podido ver desde
respuestas tan simples como “Barcos” a otras mas elaboradas como “Que el barco se
mueve rompiendo las bolitas del agua”. Ante una misma experiencia, algunas de las
respuestas denotan la elaboracion de un pensamiento complejo. En la categoria “Otras”,
encontramos respuestas de diversa indole como por ejemplo “A tener cuidado con las
cosas de la ciencia”. Esto también nos permite concluir que mediante esta actividad se
adquieren contenidos procedimentales.

Figura 2. Andlisis datos "¢ Qué he aprendido?
2%
6% 12% 10%
18%
12%

36% 4%
Otras Barco
(lupa/mi pio) Bichos
Experimentos = Barco y bichos
Experimentos y bichos Instrumentos y bichos

Figura 2. Frecuencia de las categorias de respuesta del alumnado a la pregunta

“;Qué has aprendido?”

Los experimentos son esenciales para la ensefianza de las Ciencias, haciendoque los
nifios y nifias muestren una mayor motivacion y curiosidad por lo que estdn
aprendiendo. Para un aprendizaje significativo es necesario partir de las ideas previas
del alumnado, que los experimentos sean atractivos, a la vez que sencillos y cercanos.
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Resumen

Pretendemos con este trabajo, fruto de una Beca Semillero II, aval de nuestro Trabajo
Fin de Master, estudiar la vida cotidiana de la sociedad cordobesa coctanea al cardenal
Salazar como avance en la redaccion de su biografia. Si con el Trabajo Fin de Grado
desvelamos sus relaciones con su cabildo catedral durante tres afos de su obispado, con
esta investigacion nos planteamos estos objetivos: conocer y discernir culturas material
e inmaterial de la Coérdoba del cardenal Salazar para el afio guia 1700 -tanto por la
ingente cantidad de documentacion recogida en los archivos a este respecto como por
encontrarnos en plena maduracion de su pontificado, con todo lo que ello implica en
conocimiento de tradiciones, costumbres y mentalidad, usos, interiorizacion o
aplicacion social y significados de la sociedad cordobesa de aquel tiempo-, valorar
dichas expresiones o manifestaciones culturales sobre las bases de una prolija
documentacion notarial, centrada monograficamente en cartas de dote e instrumentos
ultima voluntad, de la que hemos tratado desentrafiar relevancia y sentido de objetos
indicativos de cotidianidad y examinar desde la Historia Social cultura material e
inmaterial segiin determinados factores como sexo y nivel socioprofesional y de renta.

Fundamentos

Dada la ingente cantidad de documentacion consultada, lo que en principio concebimos
como un estudio diacrénico de este campo en tres anos testigos como son 1690, 1700 y
1710, ha pasado a ser el referido analisis y estudio patrimonial de la Cordoba del
cardenal Salazar para el afio tipo de 1700 precisamente como afio bisagra entre el
Seiscientos y el Setecientos, y en la madurez de la prelatura del mencionado
eclesidstico. En consonancia con ello, los fundamentos de este trabajo se resumen en:
radiografiar rasgos que por lo general pasan inadvertidos de la estamental sociedad
cordobesa de comienzos del siglos XVIII teniendo como enmarque indispensable de
contexto su cotidianidad, diferenciar entre los elementos conformantes de cultura
material e inmaterial y patentizar su incidencia en comportamientos y devenir de la
sociedad cordobesa de tiempos del cardenal Salazar y desentrafiar a través de dichos
elementos mentalidades y actitudes ante la familia, los amigos, la Iglesia, la muerte, el
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sexo, lo trascendente, lo banal, lo extraordinario y lo cotidiano como manifestaciones,
expresiones y contenidos culturales para el estudio de la Historia Moderna.

Metodologia

La metodologia empleada en la elaboracion de este trabajo se ha regido por criterios
cuantitativos y cualitativos -porque la documentacion notarial es muy seriada y seriable,
lo que permite agrupar por series y cuantificar para establecer regularidades-, o dicho de
otro modo, dos son los pilares en los que este estudio se basa: fuentes primarias y
secundarias, con su pertinente analisis.

Dentro de la primera categoria, tan fundamental para esta investigacion archivistica
inédita, estan los protocolos notariales circunscritos al afio 1700, conservados en el
Archivo Histérico Provincial de Cordoba, recopilados y fotografiados desde diciembre
de 2016 hasta julio de 2017. Estos seran debidamente citados tanto en el cuerpo del
trabajo como en su pertinente seccion. De ellos incidiremos en dos clases de
documentos como enmarques indispensables de contexto para la reconstruccion de la
vida cotidiana en la Cdérdoba del Setecientos cuales son cartas de dote y documentos de
ultima voluntad. Diseccionando dichos protocolos desde una perspectiva global, vemos
que es mayor el nimero de testamentos que de cartas de dote y, grosso modo, ambas
tipologias documentales se estructuran en:

1. Una introduccion, en la que, tras las debidas invocaciones religiosas que
obedecen a la arraigada mentalidad religiosa del momento, se presentan los
otorgantes de dote y los testantes. En algunos documentos se escribe también en
esta parte el nombre del notario pero no es lo mas habitual, en tanto que esto
aparece al final. También se puede hacer alusion a lugar y fecha en que el escrito
se redacta y firma pero lo mas frecuente es, igualmente, que estos datos consten
al final.

2. Un cuerpo textual donde se procede a la redaccion de las cartas dotales o bien de
los testamentos. En el caso de las primeras, lo que inicialmente se ve es quién
otorga la escritura -no olvidemos que para que la mujer pueda hacer en la Edad
Moderna esta clase de escritos, debe contar con autorizacidn ya sea de su padre
ya sea de su marido- y después se procede a relatar los objetos que la mujer
aporta al matrimonio o al convento -pues las dotes son imprescindibles tanto
para el casamiento como para la profesion religiosa-, estableciéndose, como
veremos mas adelante, diversas categorias clasificatorias de dichos bienes y
objetos. En lo concerniente al segundo se comienza con clausulas declaratorias -
que abarcan todo el preambulo hasta la mortaja y que son menos sensibles a los
factores sociales del sexo y del nivel socioprofesional y de renta- y decisorias o
dispositivas -desde la mortaja en adelante, incluyendo clausulas religiosas y
profanas y la parte mas reactiva a los factores diferenciales del sexo, nivel
socioprofesional y de renta y también de la evolucion a lo largo del afio de 1700
dado el caracter sincronico de nuestro trabajo-.

3. Una parte final en la que se data y firma el documento en cuestion tanto por el
notario como por los otorgantes. En determinados casos se sella, pudiendo
suponer un encarecimiento del coste de la escritura.
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En la segunda categoria se adscribe bibliografia general y especifica del tema que nos
ocupa. La primera nos ha permitido contextualizar el tema que investigamos de la mano
de autores como Aranda Doncel o Dominguez Ortiz y la segunda nos ha revelado
importantes claves de las escrituras a analizar y su relevancia dentro de las Historias
social, mental y cultural -Aranda Doncel, Chaunu, D’Aumard, Dominguez Ortiz,
Garrido Flores, Gomez Navarro o Sarti-.

Resultados

La vida cotidiana en la Edad Moderna es un tema tan fascinante como amplio por
abarcar areas de conocimiento como Historia de las Mentalidades y Costumbres,
Sociologia, Psicologia, entre otros ejemplos, todo lo cual estd enfocado a reconstruir
desde su pertinente ambito tan compleja como sugerente teméatica que, de la mano de
nuestro Trabajo Fin de Master se concreta, como ya hemos sefialado en examen y
explicacion de como vive e interactia en el dia a dia la sociedad cordobesa en el
ecuador del pontificado de don Pedro de Salazar y Arciniega y Gutiérrez de Toledo,
mas conocido como el obispo - cardenal Salazar, que vive a caballo entre dos siglos
como son el XVII y el XVIII y que ejerce su prelacia en Cérdoba entre 1686 y 1706.
Pese a encontrarnos en pleno proceso de redaccion de nuestro referido Trabajo Fin de
Master, titulado Cultura material e inmaterial en la Cordoba del cardenal Salazar desde
la Historia Social-, los resultados que en la actualidad podemos desvelar son los
siguientes, a saber:

1. Escasa representatividad de las cartas de dote frente al grueso de protocolos
notariales del Archivo Histérico Provincial de Coérdoba. Si para el ano de 1700
las 43 notarias cordobesas registran un total de 5518 escrituras (100%), de ese
total 151 (2,74%) son cartas dotales. La presencia de los escritos de ultimas
voluntades es bastante mayor -de 5518 escrituras (100%), 216 (3,91%) dada la
arraigada nocidén que en la sociedad moderna se tenia sobre la muerte,
materializandose esto en el desempefio de una serie de actitudes,
comportamientos y acciones dentro de los que se incluyen la generacion de
escritos de esta clase.

2. De las cartas de dote, oscilacién en la tasacion de los objetos que en ellas
constan en virtud de la posicion socioecondémica de la dotante, lo que se hace
notar también en la variable extension de dichos documentos. Algunas cartas de
esta naturaleza escritas en 1700 abarcan 11 folios frente a otras, paupérrimas,
que no llegan ni a 2, lo que creemos es bastante ilustrativo de lo que acabamos
de comentar.

3. Mayor volumen de cartas de dote de mujeres con vistas de casarse que para
entrar de religiosas, lo que no es sindnimo de escasez de monjas -pues abunda la
ciudad en conventos-, sino, quiza, de una menor presencia de esta tipologia de
cartas en los libros de protocolos notariales civiles. Con independencia a que las
dos grandes categorias de cartas de dote ya sea para la mujer poder casarse o
ingresar en un convento, se pueden encontrar otros escritos que tienen que ver
con esta tematica como son devoluciones dotales con consiguiente cancelacion
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matrimonial o renuncias a las mismas, si bien es verdad que son muy
infrecuentes de encontrar este tipo de documentos.

4. Concepcion de los testamentos como una forma de contemplacién de la muerte
amén de considerarse una cadena de accion -reaccion y un ritual a cumplir que
debe tenerse en mente y valorarse no solo en su redaccion sino también en
sentimiento, expresion y comprension en la imagen global que el individuo
forma en su mente ante la evidencia de su fin. Esto no podria entenderse si no es
por la arraigada mentalidad sacra existente en la sociedad del momento y la
férrea concienciacion que en ella se tiene de la muerte, lo que la Iglesia
alimenta.

5. Diversidad de estados de la persona a la hora de testar. Es raro que el testamento
se redacte en salud, pero se puede hacer, asi como ante un viaje largo e incierto.
Lo mas légico es que se haga estando la persona enferma y a las puertas de la
muerte. En cualquier caso el testador debe estar en posesion de sus plenas
facultades mentales de cara a la validez de lo que escriba.

Conclusiones

La primera consideracion final a tener presente es la consideracion de cartas dotales y
escritos de ultimas voluntades como fuentes de gran relevancia del estudio de la
Historia Social y de las Mentalidades, y por ende de una interesante parcela de la
Historia Moderna. La segunda es la necesidad de ahondar en la reconstruccion de
modos de vida y costumbres de la sociedad cordobesa de 1700 como factor de vital
importancia para comprender actitud, forma de pensar y labor episcopal del cardenal
Salazar. Como probamos en nuestro Trabajo Fin de Grado, al cabildo catedralicio
cordobés acuden personas de los distintos estamentos sociales que exponen una serie de
problemas que el cabildo en connivencia con su prelado debe solucionar. Tales
problemas son, indudablemente, fruto palpable de mentalidad y cotidianidad de aquel
tiempo y, a raiz de lo que a lo largo de los afios quien escribe estas lineas ha podido
comprobar, su solucion estd en muy buena medida en el enfoque y capacidad de
comprension que la Iglesia cordobesa con su obispo a la cabeza trata de ejecutar.
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Resumen

Este trabajo tiene por propdsito analizar los interrogantes que plantean las interacciones
entre el Derecho de Defensa de la Competencia y la Competencia Desleal. En primer
lugar se realizan unas consideraciones previas con una finalidad de fijacion del marco
conceptual. Posteriormente, se aborda la aplicacion del art. 3 de la Ley de Defensa de la
Competencia. En ésta materia, se ofrece el encuadre de dicho ilicito en nuestro actual
Ordenamiento a modo de introduccidon. Seguidamente se expone la problematica de los
elementos que conforman su estructura tipologica: comision de un acto de competencia
desleal, falseamiento de la libre competencia y afectacion del interés publico. Todo ello
a la vista de recientes pronunciamientos de las autoridades antitrust. Mas tarde,
encontramos una tercera cuestion que versa sobre el art 15.2 de la Ley de Competencia
desleal. Se tratard la interpretacion doctrinal mayoritaria a la par que sus obstaculos y
una alternativa interpretativa. A continuacion se aborda su relacion con las conductas de
menor importancia y la posibilidad de servir de presupuesto para la comision del
falseamiento de la libre competencia por actos desleales. Finalmente, se exponen una
serie de conclusiones que supondran una valoracion del trabajo realizado.

Fundamento

Lasconexiones que presentan las leyes de la competencia son: Por un lado el art. 3 de
Ley de Defensa de la Competencia (LDC), que liga con la deslealtad por ser
precisamente la comisioén de un acto de competencia desleal uno de sus presupuestos. Y
por otro el art. 15.2 de la Ley de Competencia Desleal (LCD), que enlaza deslealtad y
ley antitrust en tanto que la misma se considera norma concurrencial cuya violacion
entraia un ilicito de deslealtad.

En primer lugar respecto del art. 3 LDC -falseamiento de libre competencia por actos
desleales-, se han de buscar 3 requisitos en el ejercicio de subsuncion: comision de un
acto de competencia desleal, falseamiento de la libre competencia y afectacion del
interés publico.

Paraestudiar la comision de un acto de competencia desleal se debe acudir a la LCD
porque la legislacion antitrust no establece un concepto propio. No obstante, eso no
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implica que el articulo sea una mera intencion de otorgar legitimidad al Consejo, como
es sefalado en las resoluciones LOOMIS PROSEGUR o ENDESA ICP. Sin embargo,
sendas resoluciones contradicen expresamente el modus operandi del propio Consejo,
pues segun sus propias palabras, “el 6érgano de instruccion debe analizar, antes que
nada, la concurrencia del presupuesto de la afectacion al interés ptblico.” Lejos de esto,
analiza primero y exclusivamente la concurrencia de un acto de competencia desleal.
Con esta praxis alcanza mas sentido que nunca concibir la deslealtad como un posterius
y no como un prius, ya que “todo acto con fines concurrenciales que falsee la
competencia y lesione el interés publico habria de ser calificado como desleal a la luz de
la LCD, y en particular, de la cldusula general de la buena fe” [1]. Con este
planteamiento la Comision Nacional de los Mercados y la Competenciaquedaria
liberada para actuar con absoluta independencia respecto de la Jurisdiccion ordinaria y
en concreto, respecto de la aplicacion que haga de la LCD. Se evitarian asi la
privatizacion del enjuiciamiento antitrust y los pronunciamientos contradictorios entre
Administracion y Tribunales. Ademas, no habria lugar a Resoluciones con diferentes
modus operandi, algo recomendable en pos de la seguridad juridica.

Pasando a analizar el falseamiento de la competencia, se encuentran dos
complicaciones: La primera es el hecho de que en ocasiones se presenta indiferenciado
de la afectacion del interés publico — convirtiendo ambos elementos del tipo en uno
solo— y la segunda, que a veces es requerido un cierto grado de intensidad del
falseamiento concurrencial. Esto es asi pese al cambio legislativo que el art. 3
experimentd con respecto al vetusto art. 7, por el cual se omite toda referencia a la
sensibilidad de la practica como elemento configurador del tipo. Ejemplo de la primera
complicacidon tenemos la resolucion APARATOS ELEVADORES en la que se observa
como los fundamentos para determinar la afectacion al interés publico son los mismos
que fundamentan el falseamiento de la competencia, mientras que en otras como
ENDESA SUR o IBERDROLA SUR si que se diferencian claramente. Por su parte,
como ejemplo de la segunda tendriamos la resolucion ENDESA ICP, en la que se
deduce que solo cuando las consecuencias sean graves se podra hablar de falseamiento
de la competencia. Para solventar ambos problemas existe una propuesta interpretativa
que parte de la base de que no todo acto desleal falsea la competencia [2]y de que
ademas no es casualidad que la supresion de un cierto grado de intensidad en el
falseamiento de la competencia coincida en el tiempo con la nueva configuracion de la
regla de minimis. Asi, el art. 3 LDC seria aplicable solo a aquellos casos en que si se
falsee la competencia y no en todos los demds, quedando bien diferenciado de la
afectacion del interés publico. Ademas, si atendemos al art 5 LDC vemos que éste seria
un filtro muy importante a la hora de sancionar conductas. El elemento cuantitativo
vendria definido ex art. 3 LDC por su relacion con el art 5 LDC y deberia ser enjuiciado
sobre la base del mismo, no como adjetivo calificativo del falseamiento[3]. Su
utilizacion en la aplicacion del art. 3 LDC traeria dos beneficios: Por un lado para el
operador juridico, pues sabria bien a que reglas acudir para valorar la significacion. Por
otro, para el propio concepto de conducta de menor importancia, pues el ser participe de
la casuistica del precepto ayudaria a su determinacion.
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Por ultimo sobre el art. 3 LDC, en lo que concierne a la afectacion del interés publico en
su delimitacion positiva, la Comision Nacional de los Mercados y la Competencia se
alejo de la pauta interpretativa del antiguo Tribunal de Defensa de la Competencia.
Ahora viene identificandola con situaciones concretas, como se observa en
IBERDROLA y ENDESA SUR, donde se traspasan contratos desde la
comercializadora de ultimo recurso hasta la comercializadora en mercado libre, sin
recabar el consentimiento expreso del consumidor. En ambas, la autoridad
administrativa atiende al momento especialmente sensible -la liberalizacion del
mercado-, y al bien afectado para decretar la afectaciéon al interés publico. En
IBERDROLA SUR el Consejo incluso la examina sobre la base del “contexto juridico y
econdmico en el que se produce la conducta imputada”. Curiosamente, estos aspectos
son utilizados en el Reglamento de Defensa de la Competencia en el art. 3 “como
criterio a tener en cuenta para determinar si las conductas son aptas para afectar de
manera significativa a la competencia”. Por otro lado, en la resolucion GAS NATURAL
2011 se sanciona el envio de cartas denigrantes a parte de sus clientes, con la finalidad
de disuadir cambios de suministrador. Ello afectd al interés publico habida cuenta de
quién la remite -el antiguo monopolista-, asi como su alcance millonario respecto de los
consumidores y competidores.

En segundo lugar respecto del art. 15.2 LCD —violacion de normas concurrenciales-, la
doctrina mayoritaria lo concibe como un ilicito mixto sujeto al control de la jurisdiccion
ordinaria y resalta su funcionalidad para reprimir conductas de menor importancia.
Desde esta perspectiva el art. 15.2 LCD seria reflejo del art 3. LDC. Sin embargo, segin
una interpretacion alternativa a diferencia de la LDC, ley especial que por dicho
caracter requiere de una norma como el art. 3 LDC, la LCD no necesita ninguna norma
para que el Juez pueda conocer de los comportamientos concurrenciales aunque estos
sean antitrust. Seria suficiente con acudir a los articulos delimitadores de su dmbito de
aplicacion para ver que los ilicitos antitrust entran en el mismo y que por tanto para tal
enjuiciamiento contaria el Juez con la clausula general del art. 4 LCD y las clausulas
especiales, exceptuada la del art. 15.2 LCD.Es sabido que los cambios legislativos
alteraron la naturaleza de las conductas de menor importancia, que pasan de ilicito
antitrust a comportamiento licito [4]. Como la posiciébn mayoritaria presupone que
dichas conductas infringian la normativa antitrust y ya no ocurre asi, no pueden ser
sancionadas via art. 15.2 LCD. Ello no implica indefension porque queda la cldusula
general y las especificas, dada la relacion existente entre la LCD y la LDC. Por otro
lado, ejercer de forma acumulada tipos especificos, como el articulo 15.2 LCD, con la
clausula general estd proscrito por nuestra doctrina jurisprudencial. Por ello es mas
recomendable enjuiciar la deslealtad mediante la LCD sin recurrir a la LDC. No hay
necesidad de suplantar el juicio de deslealtad por otro antitrust.

Por ultimo, en cuanto al ilicito desleal de la violacidon de normas concurrenciales como
presupuesto del falseamiento de la competencia por actos desleales, decir que cada vez
que se constata un ilicito de los art. 1 o 2 de la LDC, se esta constatando de facto el
primer requisito del art. 3 LDC. Ademas, si recordemos que a veces no se diferencia
con claridad la sensibilidad del falseamiento de la libre competencia o de la afectacion
del interés publico, dado que el comportamiento que es sancionado lo es por ser de
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mayor importancia —pues de lo contrario no hay ilicito antitrust—, los demas requisitos
se dan de forma casi automatica.

Presentacion de resultados

1. Las resoluciones de la autoridad antitrust no muestran unos criterios uniformes
que permitan alcanzar una interpretacion cerrada del precepto. En concreto, debe
hacerse hincapié en que el primer elemento a enjuiciar sea la afectacion del
interés publico.

2. La sensibilidad del falseamiento de la competencia ya no es una exigencia a
constatar en la subsuncién del supuesto de hecho en la norma, més bien su
ausencia supondria una circunstancia que motivaria la inaplicacion de la
prohibicion via art. 5 de la LDC.

3. Es pertinente mantener el art 3, aun en contra de parte de la doctrina, por cuatro
cuestiones: Su virtualidad tedrica como clausula de cierre del sistema de defensa
de la competencia, su caracter abierto que puede concebirse como una
oportunidad, su probado pragmatismo ya que se ha mostrado eficaz para
sancionar conductas llevadas a cabo en mercados sectorialmente regulados y por
ultimo, su coherencia con respecto al modelo econdmico constitucional, pues se
muestra respetuoso con la libre competencia inherente al liberalismo pero
también se preocupa por un aspecto mas social, en tanto que atiende a la
deslealtad como elemento configurador.

4. Carece de logica la automaticidad producida en lo que a violacion de normas
concurrenciales como presupuesto del art. 3 LDC se refiere. Para esto se
plantean dos soluciones: Diferenciar la sensibilidad de una conducta de los
requisitos del art. 3 LDC o reconocer la disfuncionalidad de concebir el art 15.2
COmMo mecanismo para sancionar comportamientos antitrust.

5. La relacion existente entre ley general y ley especial, desaconseja ver en el art.
15.2 LCD un reflejo del art 3. LDC. No es necesario crear un puente para
establecer la coherencia del Derecho de la competencia. Es necesaria una
carretera en un solo sentido, para que la autoridad antitrust pueda conocer de
supuestos que con origen desleal, tienen efectos antitrust. El Juez ordinario por
su parte ya cuenta con infraestructuras necesarias para llegar a buen destino,
pues siempre podra conocer de los supuestos antitrust que entrafien un desleal.
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Resumen

La investigaciébn que se presenta a continuacion, la cual se encuentra en proceso,
pretende validar y comprobar la eficacia de un programa de actividades, elaborado junto
a familias, profesorado y agentes sociocomunitarios, dirigido a prevenir y reducir los
prejuicios que, aunque incipientes, pueda mantener la poblacion infantil (8-10 afos) de
la ciudad de Coérdoba hacia el colectivo de origen marroqui y, por extension, hacia
cualquier otro grupo con rasgos culturales o étnicos diversos. En particular, en la
poblacién espaiiola se han mantenido durante siglos creencias estereotipadas y actitudes
de prejuicio hacia la poblacion 4rabe que, a causa de diversos factores (conflictos de
violencia colectiva, crisis socioecondmica, etc.), se estan intensificando, por lo que
resultan aun mas necesarias las actuaciones preventivas desde la escuela. Las
intervenciones educativas deberdn responder al principio de inclusion y ser previamente
evaluadas para verificar que pueden alcanzar sus objetivos. Este trabajo aporta una
metodologia cuasiexperimental y longitudinal para esta validacion.

Fundamentos

El problema de investigacion se asocia a la necesidad de analizar la coyuntura que
afecta a la sociedad espafiola y andaluza (concretamente cordobesa) ante la llegada de
poblacién inmigrante durante las dos ultimas décadas, y tratar de poner fin a todo lo que
se deriva de ello desde el ambito educativo (estereotipos, prejuicios, conductas
discriminatorias). Es decir, se parte del cambio sociologico de tendencia observado en
Espana desde finales de los afios 90, pasando de ser un pais emisor de emigrantes a ser
una potencia receptora de poblacion extranjera [1]. Entre los nuevos desafios que
plantea esta situacion queda implicado el de la atencion de la diversidad intercultural,
que deriva en un proceso incipiente e incesante de reflexion y busqueda de nuevas
soluciones a partir del principio mas basico que figura en la Declaracion de los
Derechos Humanos: “todos los seres humanos nacen libres e iguales en dignidad y
derechos y, dotados como estdin de razén y conciencia, deben comportarse
fraternalmente los unos con los otros” (art. 1).

Para entrar en detalles y analizar las circunstancias que envuelven esta trama, conviene
conocer la cifra actualizada de extranjeros y su principal procedencia. Esta asciende a
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4.549.858, de los que 699.502 y 678.467 proceden de Rumania y Marruecos,
respectivamente. Concretamente, la poblacion de referencia en nuestro estudio es la de
origen marroqui, cuyo numero de residentes en Andalucia es de 131.296, de los que
2.501 viven en Cérdoba [2]. Y precisamente conviene destacar que, del nimero total de
residentes en Andalucia, el 85,2% de nifios y nifias se forman en centros publicos. El
resto acude a centros concertados o privados. Las caracteristicas del colectivo exogrupal
(fisicas, culturas, religiosas...) percibidas como escasamente afines por el grupo
poblacional mayoritario, los actos aislados de violencia perpetrados por miembros del
exogrupo, las tensiones socioecondmicas, las noticias o rumores que se difunden a
través de los medios de comunicacion en beneficio del grupo mayoritario, los
comentarios despectivos realizados por agentes de socializacion de la poblacion infantil
(familia, profesorado y grupo de amigos), junto con otros fendmenos de esta naturaleza,
han creado el humus propicio para la proliferacion de actitudes negativas (estereotipos y
prejuicios) hacia la poblacion marroqui, que ocasionalmente derivan en
comportamientos discriminatorios, que finalmente perjudican la convivencia en el
conjunto de la sociedad. Todo ello se vive dia a dia en el ambito educativo junto a los
mas pequefios. De ahi surge el interés por analizar y diagnosticar el prejuicio y otras
variables que lo condicionan, tales como la empatia y los valores de equidad, respeto y
altruismo. En segundo lugar, el interés de la investigacion radica, en caso de encontrar
evidencia de categorizaciones y actitudes incipientes de prejuicio, aplicar un programa
piloto de prevencion y reduccion del prejuicio hacia dicho colectivo y, por extension, a
la diversidad étnico-cultural en general, dirigido a nifios y nifias de 2° ciclo de
educacion primaria (8-10). Entre los 3 y los 6 afios ya se detectan actitudes negativas
hacia las minorias. El debate en la literatura se establece entre dos opciones: la de
aplicar el programa cuando el prejuicio comienza a desarrollarse, o bien hacerlo a
edades intermedias cuando el menor va madurando como ser social. En este estudio nos
posicionamos en torno a la segunda opcion [3]. Si con la actuacion preventiva y
reductora del prejuicio se consigue establecer una relacion intergrupal equitativa con
metas comunes, se trabaja cooperativamente y se cuenta con el apoyo institucional y de
los profesionales [4], se avanzara de manera decidida por el camino de la inclusion e
igualdad de oportunidades.

Metodologia

Como toda investigacion se requiere de un planteamiento de objetivos, generales y
especificos, que guiara en todo momento el proyecto. Estos objetivos quedan definidos
asi: Ol. Diagnosticar la presencia de prejuicios hacia la poblacion inmigrante
procedente de Marruecos en distintos colectivos que forman parte de la comunidad
educativa (a. en el profesorado y b. en el alumnado). O2. Disefiar un programa para la
prevencion y reduccion del prejuicio (a. propuesta comunidad educativa y b. programa
piloto). O3. Validar un programa en términos de reduccion del prejuicio y mejora de la
convivencia escolar (a. comprobar efectividad y b. verificar estabilidad). Con el fin de
conseguir los objetivos previamente descritos surgen dos hipotesis que tienen que ver
directamente con los fines perseguidos. Estdn serdn comprobadas mediante disenos
diversos (Véase Figura 1).

97




Seccion 3. Ciencias sociales, econémicas y juridicas - Capitulo 21. Validacion de un
programa para la prevencion y reduccion del prejuicio étnico-cultural en

alumnado de segundo ciclo de Educacion Primaria

H2. Diseiio cuasiexperimental

3*FASE Hzb

H1. Diseiio descriptivo

1* FASE
Hl.a PROFESORADO

VD: Prejuicio implicito
|

AT (Implicit Association Test)

H1.b ALUMNADO

VD: Prejuicio explicito

Y
Pretest—X,—Postest] Postest2

Hza HIPOTESIS TECNICAS DE ESTADISTICA INFERENCIAL
Pretest— X, —~postest1 Postest2
l [ |

Hl.ayHLb t de Student o t-test

Valores
(Respeto, equidad,
altruismo)

Pnj Explll‘fro Empatia H2.a yH2.b ANOVA y comparaciones post-hoc de Bonferroni

Grupos de discusion

Adaptacion test Rony Berger
etal. (2016, p.64)

Adapiatio ;
Aptacion (€St » g, piacion TECA  Escala tipo
Berger et al. Lil
ikert

2* fase: Exploratoria-normativa

Figura 1. Elementos metodologicos y estrategias analiticas asociadas a las hipotesis

generales

Concretamente, la investigacion parte del paradigma positivista o cuantitativo,
empleando el método hipotético-deductivo-inductivo o racionalista. Se prevé un disefio
de carécter longitudinal, ya que se evaluaran los efectos de la aplicacion del programa
inmediatamente después de haber concluido su aplicacion y 6 meses después de esta
conclusiéon. Por ultimo, enmarcariamos el disefio en el paradigma de la evaluacion de
programas, planificando tres grandes fases para dicha evaluacidén: una descriptiva o
exploratoria con el objeto de llevar a cabo un diagnostico inicial en profesorado y
alumnado, una segunda exploratoria y normativa o de planificacion del programa piloto
junto a profesorado, familias y agentes sociocomunitarios, y una ultima
cuasiexperimental para la puesta a prueba de la efectividad del programa. Esta ultima
fase se aplicard sobre alumnado de segundo ciclo (8-10) de Educacion Primaria de un
centro de la ciudad de Coérdoba (Andalucia) financiado con fondos publicos, de nivel
socioecondmico medio-bajo y con un minimo de dos lineas por curso [5].

A continuacion, se mencionan las variables que seran analizadas, tanto en la primera
como en la tercera fase: dependientes (prejuicio, empatia y valores) e independiente
(programa especifico para prevenir y reducir el prejuicio). Para la medida de las
variables dependientes se utilizaran instrumentos adaptados de otros autores, tal como
queda reflejado en la Figura 1, asi como algunos de elaboracidn propia para validacion.

En la tercera fase, surgen dos programas (experimental y placebo) y dos grupos de
implementacién. Por un lado, sobre uno de los grupos (control), se aplicara un programa
de caracter general para la mejora de la convivencia. Por otro lado, un programa
especifico se aplicara unica y exclusivamente sobre el alumnado que forme parte del
grupo experimental (un grupo de 3° y otro de 4°). Para su disefio y planificacion se ha
tenido en cuenta la investigacion de Berger y sus colegas [6], aunque la adaptacion ha
sido sustancial dado que el contexto en el que trabajan estos autores difiere ampliamente
del espafiol y andaluz. Las actividades para este programa, al margen de que estas luego
se enriquezcan segun lo previsto en el objetivo general numero 2, se plantearan en torno
a seis ambitos o niveles de actuacion: el individuo, la familia, la pertenencia a un grupo,
el ambiente del colegio, la comunidad y la cultura [6], y deberan ser atractivas,
dinamicas, adaptadas al nivel psicoevolutivo y garantes de contacto con el exogrupo
(artisticas, dialogicas...). Cada intervencion tendrd lugar una vez a la semana durante un
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semestre con una duracion de 90 minutos. Cada sesion quedara organizada en torno a
una estructura basica de partida (véase Anexo B) que facilitara el trabajo de
coordinacién entre los profesionales implicados.

Resultados esperados

Una vez aplicado el programa, se prevén tanto implicaciones favorables como posibles
limitaciones. Una adecuada ejecucion de la propuesta, junto con los apoyos y recursos
necesarios, permitira la consecucion de los objetivos preestablecidos al inicio y la
verificacion o refutacion de las hipotesis correspondientes. Los resultados esperados se
hallaran referidos, fundamentalmente, a la sensibilizacion en materia de equidad,
respeto y altruismo hacia el colectivo vulnerable objeto de estudio (poblacion marroqui)
y, por extension, a la diversidad étnico-cultural en general. La repercusion mas
importante del estudio tendrd que ver con el proceso de transferencia, es decir, con la
posibilidad de que una vez que se valide el programa de intervencion, este pueda
difundirse y ser aplicado en otros centros de Educacion Primaria.

Por otro lado, como posibles limitaciones, tendremos que hacer frente a la posicion de
la Consejeria de Educacion de la comunidad de referencia en relacion con el estudio,
que podra autorizar o no su puesta en marcha. Aln serd mas importante la toma en
consideracion de las caracteristicas especificas del centro educativo seleccionado en la
fase 3, ya que estas podran sesgar la eficacia del programa. Asimismo, dada la
longitudinalidad del disefo, resultara crucial mantener la intensidad en la aplicacion de
todas las actuaciones del programa durante todo el periodo previsto, lo que incidira
sobre los beneficios del mismo a largo plazo.

Conclusiones

Programas como el que se han disefiado para validacion en este trabajo de iniciacion a
la investigacion pueden ser muy utiles para avanzar por el camino de la inclusion y la
equidad, eliminando barreras cognitivas, actitudinales y comportamentales que son
propias de representaciones y reacciones emocionales que se mantienen durante siglos
en nuestras sociedades, como es el caso de las que se mantienen hacia el colectivo
marroqui. Hay que ser conscientes de que se trata de una labor conjunta: la
investigadora es solo una dinamizadora del proceso, pero es el profesorado y también
las familias y otras agencias las que protagonizan la mejora educativa. Las aulas son
espacios en los que se puede empezar a luchar preventivamente contra estos fenémenos,
mejorando las actitudes y relaciones entre el profesorado y alumnado (autoctono o
marroqui) y, por extension, las relaciones cooperativas entre grupos étnica y
culturalmente diversos. Empezar a combatir este fendmeno desde el ambito educativo y,
en concreto, el escolar, permitird cuestionar creencias y actitudes negativas hacia la
diversidad cultural que, con el transcurso del tiempo, dard paso a una convivencia mas
armonica y pacifica en un mundo globalizado.
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Resumen

El presente trabajo de iniciacion a la investigacion se enmarca dentro de un Proyecto
Europeo (Programa Europa H2020) que tiene por objetivo reunir la opinidon de jovenes
de siete paises europeos diferentes para llevarla al Parlamento Europeo. Dicho proyecto
de investigacion, liderado desde Austria, recibe el nombre del Europa 2038: la voz de
los jovenes. El objetivo principal de este disefio de investigacion, paralelo al estudio
internacional, es conocer qué papel juega la educacion en la formacion de la identidad
europea de los nifios y nifias en la etapa de Educacién Primaria. Para ello, en primer
lugar, se hara una revision de la literatura para explicar qué tipos de identidad existen,
comenzando desde el nivel microcontextual hasta el macrocontexto. Posteriormente, se
disefia una intervencion con escolares de entre 10 y 12 afios para el desarrollo de la
identidad europea, evaluada a través de un pretest-postest con cuestionario de
autoinforme. Los docentes y la familia también participaran en el proceso. Teniendo en
cuenta investigaciones afines a ésta, los resultados muestran que la educacion ocupa un
lugar fundamental en las preocupaciones de los nifios y nifias europeos y que la
intervencion, en este sentido, aportaria una mejora significativa de la identidad europea.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

La educacién es un pilar fundamental que influye en la vida de todas las personas.
Primero son los padres y, mas tarde, la escuela se convierte en un agente socializador.
Por este motivo, este trabajo pretende investigar como el agente educativo incide en la
formacion de la identidad del alumnado, no s6lo a nivel microcontextual sino también
del macrocontexto, explorando asi la formacion de la identidad europea.

Tanto los rasgos individuales de una persona que conforman la identidad humana, la
imagen que se tiene de si mismo [1], como los de una colectividad, caracteristicas que
hacen a un grupo Unico, estan interrelacionados ya que los individuos estan anclados a
un medio al que pertenecen [4]. Dado que la construccion de la identidad de un sujeto
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requiere de lo colectivo, existe una estrecha relacion entre identidad y educacion porque
en este nuevo contexto los nifios y nifias interactiian con los docentes, los amigos, etc.
[4].En referencia al papel que le toca jugar a la educacioén con respecto a la formacion
de la identidad del propio alumnado, hay una serie de problemas derivados de las
transformaciones sociales a los que la escuela debe hacer frente.

Dependiendo del contexto en el que se enmarque, la identidad de grupo puede significar
identidad social, o bien, cohesion[2]. Pocas personas se sienten satisfechas con su
integracion en un determinado grupo, por lo que cualquier adolescente puede modificar
su conducta para ser integrado en uno de ellos. Esta identidad de grupos es llamada
identidad nacional [4].

La educaciéon ayuda a que un estado sea conocido como multicultural, con diferentes
lenguas, costumbres y religiones que componen la identidad nacional de un pais[1]. Por
este motivo, se incorporan en los contenidos curriculares, actividades educativas y
culturales de caracter nacional tanto formales como informales para promover la
identidad nacional. Se consigue asi, gracias también al bilingiiismo, una identidad
integrada y colectiva nitida [9].

Por otro lado, el término cultura también se encuentra ligado al de identidad ya que la
cimentacion de identidad es un proceso simultdneo material, social y cultural, en el que
los individuos se definen a si mismos en términos de ciertas categorias compartidas,
cuyo significado estd culturalmente definido, tales como religion, género, etnia,
sexualidad, etc.[6].

Ahora bien, la labor que desempefia la educacion en el correcto funcionamiento de los
sistemas democraticos es elemental dado que la sociedad es cada vez mas global. Este
hecho se deriva de dos acontecimientos paralelos, la globalizacién y la reafirmacion de
diversas identidades culturales [5]. De este modo, si se consigue desarrollar de manera
adecuada en los escolares la identidad europea, contribuiria a la facilitacion de la
apertura hacia un espacio mas plural y social donde prime el respeto hacia los demas. Se
ponen en marcha programas educativos con Europa en los que el objetivo principal es la
comprension de valores culturales de otros grupos y paises [7].

Participantes
El alumnado participante estd escolarizado en 4 colegios de diferente titularidad en

distintos puntos de la provincia cordobesa y su edad estard comprendida entre 10 y 12
anos ya que seran estudiantes matriculados en 5° y 6° curso de Educacién Primaria;
como minimo, contaremos con un total de 400 estudiantes. Ademads, los tutores y
tutoras de estos cursos formaran parte de la muestra también, al igual que los miembros
de los equipos directivos para contar con una vision mas global; por lo que, como
minimo, entrevistaremos a 25 docentes. Asimismo, contaremos con, al menos, 200
familiares.

Instrumentos

Para el analisis cualitativo de los elementos educativos que influyen en la formacién de
una identidad europea, se realizard una entrevista semiestructurada a los miembros de la
comunidad educativa.Ademds, también forma parte de este tipo de andlisis la
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observacion de los planes y proyectos de los colegios, al igual que de las
programaciones didacticas, para los que se utilizard como instrumento un registro de
elaboracion propia de observacion de los documentos que analizard en qué medida
quedan registradas diferentes categorias, tales como educacion global, biculturalismo,
numero de idiomas, etc.

Para el andlisis cuantitativo se realizard una encuesta anénima al alumnado que estara
compuesta por una bateria de cuestionarios. La primera parte del cuestionario serd de
indole personal donde cada nifo o nifia cumplimentard edad, sexo y curso en el que se
encuentra matriculado. En segundo lugar se encontrard el cuerpo del cuestionario, se
utilizard una version reducida del cuestionario adaptado por Vivas (1998) [10] que
estaba compuesto por 80 afirmaciones correspondientes a las escalas de
comportamiento, estatus intelectual y escolar, ansiedad, popularidad, aspecto corporal y
cualidades fisicas, felicidad y satisfaccion. Por otro lado, se utilizard parte del
cuestionario que usdé Herranz y Basabe (1999) [3] para estudiar la relacion de la
identidad cultural con la memoria colectiva.

Finalmente, para medir las variables de oportunidades y/o preocupaciones de futuro e
identidad europea, se realizard una adaptacion del cuestionario espafiol del proyecto
“Europa 2038: la voz de la juventud” utilizado por Ortega, Viejo, Gomez-Lopez (2016)
[8]. Este instrumento ha sido traducido y validado en siete paises de Europa.

Procedimiento

Los participantes prestaran colaboracion en horario escolar y de forma colectiva, previo
consentimiento por parte de la direccion del centro. Una vez obtenidos los datos, éstos
seran volcados a una matriz para su posterior analisis; mas tarde, se llevara a cabo en los
centros educativos una intervencion en forma de eventos de difusion ademds de
reuniones investigadoras en otros espacios para crear un efecto de multiplicadores. Una
vez hecho esto, se volvera a realizar el primer paso para analizar qué impacto ha tenido
la formacion en los participantes.

Resultados

Apoyandonos en estudios anteriores, se podrian formular una serie de hipdtesis o
resultados esperados para esta investigacion. Cabe esperar que los escolares que hayan
estado matriculados en la materia de Educacion para la ciudadania o en la actual de
Valores Sociales y Civicos tendran una mayor adquisicién de la identidad europea e,
igualmente, mas y mejores conocimientos de la realidad que rebasa sus fronteras, es
decir, internacional. Ademads, un bajo porcentaje de los estudiantes encuestados,
contaran con un alto nivel de valores sociales y civicos.

Se podria decir que los nifios y nifias de Educacién Primaria puede que, quizés, no
hayan pensado en cémo sera su futuro. En contraste, cuando realmente se les pregunta a
los jovenes acerca de las aspiraciones y preocupaciones de cara a su futuro, si que
aparece la educacion ocupando unos de los primeros puestos. Igualmente, puede ser que
vean la educacion como una oportunidad de movilidad y de visitar otros paises en los
que puedan optar por programas de intercambio con los que continuar sus estudios.
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Los fracasos y dificultades escolares pueden hacer que la educacion sea una
preocupacion en cuanto a las problematicas que le causan, pues pasan mucho tiempo en
la comunidad educativa; sin embargo, también puede ser vista como una oportunidad en
relacion a las puertas que, gracias a ella, pueden encontrarse abiertas en todos los
aspectos de su vida.

Por ultimo, cabria esperar que se obtuviera un impacto muy positivo en la formacion del
alumnado a largo plazo una vez concluida la intervencién, ya que el efecto de los
multiplicadores mantendria la accion en el tiempo.

Conclusiones

Por otra parte, a modo de conclusion se podrian rescatar las siguientes ideas: a) Gracias
al proceso necesario para la construccion de una identidad mas global, los estudiantes
adquieren una serie de valores civicos y sociales que hace que su relacion con los demas
no esté llena de prejuicios; b) la educacién se encuentra entre una de las mayores
preocupaciones de cara al futuro de los nifios y nifias, y la escuela como agente
educativo debe lidiar con distintas problematicas para educar bien a sus discentes; c)
como se ha sefialado anteriormente, la fase formativa es beneficiosa para todos los
participantes del proyecto; d) la actual materia de Valores Sociales y Civicos
implantada por la Ley Organica para la Mejora de la Calidad Educativa, participa
activamente en la construccion de una identidad europea. No obstante, no es suficiente,
puesto que se oferta como una asignatura alternativa a las ensefianzas religiosas.
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Resumen

La figura del facilitador de infracciones administrativas surgida en el seno del Derecho
de la Unién Europea, sobre todo en el ambito del Derecho de la competencia,tiene como
finalidad que se sancione, no solo a los autores de las infracciones, sino también a
aquellos sujetos que con su conducta facilitan su perpetracion. Ante tan loable finalidad,
las autoridades administrativas y judiciales espafolas no han dudado en adoptar dicha
figura comunitaria en sus pronunciamientos. Sin embargo, ello ha conllevado, en
algunas ocasiones, dejar de lado las garantias mas esenciales de nuestro ius puniendi,
basicamente, el principio de legalidad administrativa sancionadora, en su vertiente de
reserva de ley y de principio de tipicidad. Fue lo que ocurrid en el caso del cartel de los
vinos de Jerez, donde la Comision Nacional de la Competencia declard la
responsabilidad de la Junta de Andalucia, junto con la de otros operadores econdémicos,
por infringir el art. 1 LDC y el art. 101 TFUE. Como consecuencia se despert6 la alarma
de un sector doctrinal que no consideraba adecuado declarar la responsabilidad
sancionadora sin las garantias mas esenciales -la LDC no tipifica como infraccion la
conducta del facilitador- y que se preguntaba si una Administracion Publica podia ser
declarada infractora de Derecho de la competencia cuando actua en el mercado, no
como un operador econdémico, sino en ejercicio de potestades de imperium. Ante tal
panorama, se ha analizado la compatibilidad de la figura comunitaria del facilitador de
infracciones con el Derecho administrativo sancionador espafiol y se ha llegado a la
conclusion de que, en Espaiia, solo se podra sancionar al facilitador de una infraccion si
una Ley asi lo permite expresamente.

Fundamento

En una época de tendencia claramente europeista discutir el grado de acierto de las
decisiones de instancias europeas parece inusual. Sin embargo, cuando se trata de
defender las garantias mas esenciales de nuestro Estado de Derecho, en general, y de
nuestro Derecho Administrativo Sancionador, en particular, creo que no se debe dudar
en poner en entredicho la doctrina comunitaria que atente contra dichas garantias. Es lo
que ha ocurrido con la figura comunitaria del facilitador de infracciones administrativas
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y por ese motivo se ha procedido a estudiar el origen de la misma, su adopcion en
Espafia y su dudosa compatibilidad con el Derecho administrativo sancionador espafiol.

Fue con el caso Treuhand cuando la Comision de las Comunidades Europeas empezo a
aludir a dicha figura. Aunque, a priori, podia parecer que se trataba de una apreciacion
mas de entre las relativas a los sujetos responsables, en realidad constituia un auténtico
cambio de criterio que marcaria el camino a seguir por las autoridades europeas, y no
solo por ellas, sino también -como después se pudo comprobar- por las autoridades
administrativas y judiciales espafiolas. Y ello porque en los expedientes anteriores, los
sujetos sancionados por infringir la normativa de defensa de la competencia eran
empresas competidoras que realizaban practicas anticompetitivas junto con otras
empresas que operaban en el mismo mercado. Sin embargo, en el expediente relativo a
la sociedad AC-Treuhand, se sancionaba, junto a otros operadores econémicos privados,
a una sociedad asesora que nada tenia que ver con el mercado de referencia, pero que
habia coadyubado a la realizacion de la conducta tipificada como infraccion.

Las autoridades administrativas espafiolas vieron en la doctrina del facilitador de
infracciones una finalidad loable: perseguir a aquellos sujetos que con su conducta
facilitaban la perpetracion de infracciones administrativas. Consideraban que, de no
adoptar el cambio de criterio, en numerosos casos se seguiria sancionando unicamente a
los autores de las infracciones y no a los demads participantes en las mismas. Pues bien,
al igual que el caso Treuhand constituyo6 la primera ocasion en que la Comision de las
Comunidades Europeas sanciond a un sujeto por facilitar una practica anticompetitiva,
el caso del cartel de los productores de vino de Jerez ha supuesto la primera vez que la
Comision Nacional de la Competencia ha declarado responsable a un sujeto en concepto
de facilitador de infracciones administrativas. En este caso, la novedad no radicaba
unicamente en que se responsabilizaba al facilitador de la infraccion, sino que, ademas,
ese facilitador era una Administracion Publica, concretamente, la Consejeria de
Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia. Por ambos motivos, este caso de los vinos
de Jerez se ha convertido en el caso emblematico de la nueva via interpretativa que
parece estar adoptandose: que la responsabilidad sancionadora de los facilitadores de
infracciones no tiene que aparecer tipificada en la ley, sino que se deduce de la
prevision de la responsabilidad de los autores, y que los destinatarios de las normas de
defensa de la competencia no son s6lo las empresas, sino también las Administraciones
Publicas cuando actiian en el mercado como un operador econémico e incluso cuando
ejercen de forma inadecuada potestades de imperium.

Como consecuencia, se procedid a analizar con detalle el caso de los vinos de Jerez,
para asi inducir cudles han sido las razones juridicas que han llevado a las autoridades
administrativas y judiciales espafiolas a adoptar la figura comunitaria del facilitador de
infracciones en nuestro ordenamiento juridico.

Metodologia

Para la realizacion de este analisis juridico se ha acudido en primer lugar a las fuentes
primarias de informacion, es decir, a los pronunciamientos de la Comisiéon de las
Comunidades Europeas y de la Comision Nacional de la Competencia, asi como a las
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resoluciones judiciales dictadas al respecto, para asi extraer las razones juridicas que
han conducido a las autoridades europeas a elaborar la doctrina del facilitador de
infracciones y a las autoridades espaiolas a adoptarla en sus pronunciamientos.

Tras ello, se ha realizado un analisis doctrinal basado en examinar las diferentes
posturas que han surgido en Espafa a propdsito de la figura comunitaria del facilitador
de infracciones.

Para enriquecer la investigacion se ha acudido a aquellos foros de debate donde el tema
ha sido tratado por juristas y profesionales del mundo del Derecho, con la finalidad de
lograr una vision amplia y no sesgada del tema a raiz de la confrontacion de las
diferentes opiniones emitidas, no so6lo por administrativistas -vision con la que ya se
contaba dada el area de conocimiento donde la becaria ha desarrollado su trabajo-, sino
también por mercantilistas, jueces y abogados, pues todos ellos cuentan con una vision
particular del tema que puede ser crucial para mantener la nuestra propia o modularla en
ciertos aspectos.

Resultados

La figura comunitaria del facilitador de infracciones administrativas no esta exenta de
polémica, sino que, mas bien al contrario, despierta enfrentamientos entre sectores de la
doctrina espafiola.

Algunos autores, como REBOLLO PUIG sostienen que,si las normas que tipifican las
respectivas infracciones no contienen ningun precepto especifico sobre los responsables
de las infracciones, deben ser entendidas en el sentido de que s6lo son responsables los
que realicen la conducta tipificada. Es esto lo que ocurre con los responsables de las
infracciones de la LDC, pues su art. 61 considera sujetos infractores a las personas
fisicas o juridicas que realizan las acciones u omisiones tipificadas como infracciones
en la misma, y segun el art. 62, son infracciones el desarrollo o la realizacion de las
conductas tipificadas, pero nada mas, no su facilitacion. Por tanto, esta parte de la
doctrina concluye que no cabe concebir al facilitador de ilicitos como responsable, salvo
que una Ley recoja expresamente que la conducta propia de dicha figura constituye una
infraccion administrativa [6, 7].

Por el contrario, otros autores como COSTAS COMESANA, consideran que, aunque el
facilitador no forma parte del mercado afectado por el cartel, participa en la infraccion y
nada impide que su actuacidn, auxiliar pero esencial para que el cartel alcance su
objetivo anticompetitivo, sea perseguible. Y ello incluso sin que la ley tipifique
expresamente la conducta del facilitador de infracciones porque para que una conducta
caiga bajo la prohibicién antitrust es necesario y suficiente que tenga aptitud objetiva
para restringir la competencia [1, 2]. Por ello, en el caso del cartel de los productores de
vinos de Jerez, los autores defensores de esta tesis consideraban perfectamente
subsumible en el art. 1 LDC la conducta de la CAP de la Junta de Andalucia
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Conclusiones

En Espafia, la tipificacion de la figura del facilitador de infracciones es, ademas de
conveniente, perfectamente posible, pues el principio de legalidad prohibe que se
sancione al que no ha llevado a cabo la conducta tipificada, pero no impide la posible
responsabilidad por participar en la infraccioén de la que es autor otro, siempre que asi lo
prevea una Ley y se sancione al participe por su propia conducta.

Trasladar, sin mas, la figura del facilitador gestada en el Derecho comunitario al
ordenamiento juridico espafiol supone vulnerar las exigencias mas bdasicas de nuestro
Estado de Derecho: que nadie pueda ser sancionado por una determinada conducta sin
una Ley previa que asi lo disponga. Querer adaptarse rapido -y mal- a las exigencias de
la Union Europea conlleva destruir parte de la base de nuestro Derecho Administrativo
Sancionador, es decir, el cardinal principio de legalidad administrativa sancionadora y
todo lo que conlleva. Por no hablar de la escasa seguridad juridica que se transmite a los
ciudadanos cuando los organos administrativos y judiciales espafioles actian de esta
manera.

En nuestro pais, a diferencia de lo que parece suceder en la Unidon Europea, es necesario
recoger de forma precisa y clara en las Leyes todas las conductas y todos los sujetos
responsables que pueden ser sancionados, para que asi los ciudadanos sepan a qué
atenerse cuando actian. Es lo minimo que debe garantizar un Estado de Derecho.
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Resumen

Entre el conjunto de cambios, procedimientos de adaptacion y reestructuraciones
acaecidas en casi todos los ambitos de nuestra sociedad durante la ultima década, los
procesos de reforma llevados a cabo en el sistema financiero espafiol, en el cual se
incluyen las cooperativas de crédito, son, sin duda, uno de los que mayor importancia
han tenido, tanto por su especificidad como por la indudable necesariedad de los
mismos al tratarse de un sector transversal en los sistemas de economia de mercado.

Dada la vocacion con las que nacen las cooperativas de crédito en Espafia caracterizada
por la proximidad al socio y al cliente, la vinculacion territorial y sectorial y el
conocimiento del medio socioecondmico en el que despliegan su actividad; el andlisis
de las innovaciones llevadas a cabo para adaptarse a la reestructuracion que se ha
producido en todo el sistema financiero es necesario centrarlo en dos ambitos: la
vinculacion territorial y la relacion entre la rentabilidad financiera y la eficiencia
medida mediante el tratamiento de diferentes variables significativas en el proceso de
gestion.

A través del analisis Envolvente de Datos (DEA), el objetivo de este trabajo ha sido
estudiar la efectividad de un grupo de cooperativas de crédito, en perspectiva
comparada, que permita calcular un indice mediante la resolucion de programas de
optimizacion, cuyo resultado proporcione valores de eficiencia relativa para cada
cooperativa de crédito.

Fundamento y presentacion de resultados.

e Realizar un analisis comparativo entre entidades aparentemente similares entre
si, como las cooperativas de crédito, podria resultar carente de dificultad. Sin
embargo, éstas cuentan con ciertos componentes heterogéneos entre si. Por ello
se hace necesaria una metodologia que permita comparar entre unas y otras,
presumiendo que el proceso y, por tanto, la funcion de produccion sean tnicos
para todas ellas.

e En este trabajo para estudiar la eficiencia del grupo de cooperativas de crédito
entre puntos temporales distintos se ha apelado a un Analisis Envolvente de
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Datos (DEA), que es una metodologia que mediante el uso de fronteras de
produccién no paramétricas permite estudiar la eficiencia relativa de un grupo de
cooperativas de crédito, mediante la determinacion del maximo ratio output-
input, indicando qué factores son los que contribuyen mayoritariamente a esa
alta o baja eficiencia relativa para cada cooperativa de crédito.

Los criterios de eficiencia que hemos considerado para cada una de las unidades
son algunos de los planteados por estudios para la eficiencia del Sistema
Bancario Espafiol y para el Sistema Bancario Internacional. Tras el estudio
individual de todas las variables conocidas, clasificados como outputs se han
recogido los créditos a la clientela, los ingresos por intereses y la rentabilidad
financiera, mientras que como inputs se han considerado el capital, los
empleados, el nimero de oficinas y los gastos por intereses.

Entre las conclusiones mas relevantes del andlisis llevado a cabo sobre la
eficiencia relativa, econdmica y social, del grupo de cooperativas de crédito
estudiado, podemos destacar las siguientes:

Se puede afirmar que tras el padecimiento de la crisis econdmico-financiera
mundial acaecida a partir del afio 2008, a consecuencia de la cual se produjo una
restructuracion en el Sistema Financiero Espafiol, los grandes grupos
cooperativos de crédito espafioles —analizando individualmente cada una de sus
unidades- estan saliendo de esta situacion fortalecidos, mediante la toma de
decisiones estratégicas y la optimizacién y mejora de sus recursos en los
procesos de gestion.

Con respecto al numero e importe medio de las operaciones realizadas, podemos
establecer y cuantificar que la situacion particular de estas entidades queda
reflejada en la captacion del ahorro de su clientela, a través de depositos.

En relaciéon a las cuentas de resultados cooperativos podemos destacar los
elevados gastos de explotacion, fundamentalmente concretados en los gastos de
personal, a consecuencia de establecer un modelo bancario minorista, frente a la
banca virtual con la mecanizacion de actividades y la informatizacion de
servicios.

Analizando su eficacia social, destacamos el indice créditos-depdsitos que
interpretamos como el compromiso que la cooperativa de crédito adquiere con
su clientela y con el entorno territorial en que desarrolla su actividad, y cuyo
balance resulta muy positivo en tanto que se da mas crédito de los depositos que
se reciben.

En cualquier caso para valorar la eficiencia social mediante la metodologia DEA
se encuentran mayores dificultades porque no es posible utilizar pardmetros
estrictamente economicos y por ello para valorar la productividad social hemos
analizado las dotaciones al Fondo de Formacion y Sostenibilidad y
corroboramos que las cooperativas de crédito aportan vinculacion con el tejido
productivo local, tienen proximidad al cliente y financian sectores especificos
asi como atienden a los intereses locales del entorno geografico en que
desarrollan su actividad.

La eficiencia de las cooperativas de crédito en Espaia, asi como su rentabilidad
financiera siguen la misma tendencia que la mayoria de macromagnitudes; se
comprueba, por ejemplo, que existe correlacion entre la eficiencia media, la
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rentabilidad financiera media y el PIB. Por tanto es posible afirmar que la
eficiencia en estas entidades se encuentra sujeta a las desviaciones ciclicas que
sufre la economia.

e En cuanto a las diferencias existentes entre los valores extremos, podemos
comprobar que un alto nimero de entidades (en torno a 1/3 de la muestra) se
comportan y mantienen una eficiencia maxima en los tres periodos analizados.
Por el contrario algo menos del 10% de la muestra nunca alcanza una eficiencia
que esté por encima del 90%.

e Se puede afirmar que el proceso productivo de las cooperativas de crédito ha
pasado por mantener una estructura operativa (empleados, oficinas operativas...)
similar durante los diferentes periodos estudiados aunque ajustandose
parcialmente a la tendencia. Si bien es cierto que, la innovacion para fortalecerse
en este periodo ha venido dada por dos aspectos: por un lado, la capitalizacion
de las entidades y, por otro lado, el gran aumento de la brecha entre ingresos y
gastos por intereses.
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Resumen

El objetivo de este trabajo es ofrecer una propuesta de lectura de la novela de Javier
Cercas El impostor, el cual la presenta bajo la etiqueta de “novela sin ficcion”. Para
ello, analizaremos este concepto y, seguidamente, clarificaremos las distintas
modalidades discursivas y, por tanto, diferentes pragmaticas, a las que esta novela se
somete y que hace que se convierta en un texto raro y, a simple vista, dificil de
clasificar. Tras ese analisis de las tres modalidades narrativas (biografo, autobidgrafo-
ficcional y ensayista) llegaremos a unas conclusiones que resulten aclaratorias frente a
estos problemas que E! impostor de Cercas plantea en su lectura.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

Cuando hablamos del concepto de novela — a pesar de las dificultades que existen en
torno a la definicidon de este — hay un asunto en el que la mayoria de los tedricos de la
literatura estdn de acuerdo y es en su caracter ficcional: lo que el profesor Pozuelo
Yvancos denominé “pacto narrativo” en el afio 1978 y que define como la “aceptacion
de una retorica por la que la situacion, enunciacion, recepcion que se ofrece dentro de la
novela es distinguible de la situacion fuera de la novela”, lo cual nos permite explicar,
también, el funcionamiento de la ficcidon en general. [1].

Ahora bien, esta pragmatica en la que tradicionalmente se han insertado las novelas
desde sus inicios con El Quijote de Cervantes, considerada la primera novela moderna,
parece no adecuarse al texto que Truman Capote publica en 1961, In Cool Blood, y con
el cual inicia lo que se conoce como la “novela sin ficcion”, es decir, textos que se
presentan como novelas pero en las que lo narrado en ellas carece del caracter ficticio
que venian presentando este tipo de textos, siendo, por tanto, la narracion fiel de unos
hechos reales, constatables y que verdaderamente ocurrieron. Asi lo explica Capote,
quien en una entrevista afirma que tomoé el caso “porque seria escribir lo que yo
denominaba una novela real, un libro que se leyera exactamente igual que una novela,
solo que cada palabra de €l fuera rigurosamente cierta” [2].

Asi, Capote crea, impulsado en gran medida por el fendmeno del “nuevo periodismo” o
“new journalism” que surge durante esos afos en Estados Unidos pero que no
trataremos aqui por cuestiones de espacio, una forma de escritura novedosa en ese
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momento y que sera continuada por bastantes autores de distintas lenguas: Norman
Mailer y The armies of the night (1968), algunos titulos de Carrére como L ‘adversarie
(1999) o D’autres vies que la mienne (2009) o Laurent Binnet, quien recientemente ha
publicado textos como HHhH (2010) o La Septieme Fonction du langage (2015). En
Espafia destaca el nombre de Javier Cercas, quien ya venia poniendo en practica este
tipo de escritura en sus obras Soldados de Salamina (2001) o Anatomia de un instante
(2009) pero que con la publicacién en 2014 de El impostor parece llevar al extremo los
limites entre realidad y ficcidon, creando asi un texto raro debido a los problemas
pragmaticos que presenta y que nos lleva a preguntarnos, por un lado, si
verdaderamente se trata de una novela sin ficcion y, si no fuera asi, qué es en realidad
este texto.

En mayo de 2005, el historiador espafiol Benito Bermejo descubri6 la impostura de
Enric Marco, un sindicalista cataldn, secretario general de la CNT y presidente de la
Amical de Mauthausen que durante mas de treinta afios se hizo pasar por deportado del
campo de concentracion de Flossenbiirg y superviviente del Holocausto nazi. Dada la
relevancia publica de Marco por las multiples conferencias en las que hablaba de su
(falsa) experiencia, el descubrimiento de toda esa vida ficticia que construyd se
convirtié en un escandalo a nivel internacional.

Esta serd la historia que Cercas aborde en su libro. Sin embargo, la variedad de
modalidades discursivas a las que el autor recurre hard que E/ impostor se presente
como un libro heterogéneo y que en su lectura cree cierta confusion al situarse en un
terreno de constante ambigiiedad. Es por ello por lo que para aclarar esa confusion
discursiva y pragmatica que encontramos, debemos analizar los tres narradores que
configuran el texto.

En primer lugar, Cercas se erige como un biografo en tanto en cuanto la tarea que
acomete desde esta modalidad es contar lo que pudo ser la vida de Enric Marco,
(re)hacerla para desvelar sus ocultaciones, fingimientos y secretos, basandose, por un
lado, en documentos, entrevistas, fotografias, documentales y bibliografia, asi como,
por otro lado, en las entrevistas que mantiene con el propio biografiado. Es asi como
toda esta parte reclama una lectura en clave biografica. Asi lo sefala también Faber:
“Cercas desentierra gran parte de una vida desconocida hasta la fecha y la cuenta con
gracia, economia y empatia dignas de admiracion” [3]. Se somete, pues, a un pacto
referencial, de modo que el lector tiene la posibilidad de acudir a las fuentes que sefiala
el autor como base de su trabajo u otras para constatar lo narrado en el libro.

Podemos afirmar, ademads, que todo lo referente a la narracién de la vida de Marco se
corresponde con el concepto de “relato real” que el propio Cercas propone en su novela
Soldados de Salamina:

Decidi también que el libro que iba a escribir no seria una novela,
sino un relato real, un relato cosido a la realidad, amasado con
hechos y personajes reales, un relato que estaria centrado en el
fusilamiento de Sanchez Mazas y en las circunstancias que lo
siguieron. [4]
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En segundo lugar, encontramos un narrador que oscila entre lo autobiografico y lo
ficcional: este se proyecta en el texto como autor que se enfrenta a las vicisitudes que
supone la (re)construcciéon de la historia de Marco y, aunque es cierto que se
corresponde con Cercas como autor, persona fisica y real e involucra a su familia (hijo,
esposa, hermana, madre, etc.) hay momentos en los que este narrador se muestra
sobreactuado y se aproxima mas a un narrador ficticio a pesar de usar la misma
identidad. Todo esto lo respalda el propio Cercas cuando, en una conversacion
“ficticia”, segun ¢l mismo indica, que mantiene con Marco en el capitulo octavo de la
tercera parte, afirma los siguiente:

o Soldados de Salamina no era ni una novela sin ficcion ni un relato real.

e El narrador bien decia que lo era.

e Pero no significa que lo fuese. Lo primero que hay que hacer al leer una novela
es desconfiar del narrador. [5]

Por tanto, como hemos dicho, este narrador se perfila como un narrador autobiografico
pero que no niega ni renuncia a la incursion en algunos momentos en el terreno de la
ficcion, por lo que la pragmatica a la que el discurso de esta voz narrativa debe
someterse es al pacto narrativo de Pozuelo que anteriormente hemos explicado.

En tercer y ultimo lugar, encontramos el narrador ensayista que podriamos considerar,
no como un narrador autdbnomo en si, sino como una ramificacion de ese narrador
autobiografico-ficcional: el Cercas que encontramos aqui es el Cercas articulista, el que
escribe en periddicos de tirada nacional y opina y reflexiona sobre temas diversos:
politica, memoria histdrica, literatura, etc. Por tanto, respecto a este narrador, afirmamos
que no se somete a ninguna pragmatica: simplemente emplea el cauce de la escritura
literaria para, esas mismas afirmaciones que hace en prensa, verterlas en el libro.

Explicado esto, hemos llegado a las siguientes conclusiones. Por un lado, Cercas no
crea una novela sin ficciéon tal y como lo hace Capote, sino que lleva a cabo,
aparentemente, un experimento narrativo con el que intenta situarse en esa corriente
iniciada por el autor estadounidense recurriendo a distintas modalidades discursivas que
se someten a diferentes pragmaticas, creando asi un narrador ambiguo: a veces bidgrafo,
a veces autobiografico-ficcional y otras veces ensayista, que convierte al texto en una
realidad desconcertante para el lector.

Por otro lado, se trata de un libro marcado por la heterogeneidad y el hibridismo
discursivo que se declara asi heredero de la tradicion cervantina en tanto que el autor de
El Quijote asienta la naturaleza abierta y experimental de la novela moderna.

Por ultimo, con todo esto, finalizamos con que E!/ impostor es una novela como
tradicionalmente se ha entendido este concepto; si bien, hay que reconocer que es un
tipo de novela que se aleja de las formas habituales con las que el lector esta
familiarizado, de ahi el desconcierto en su lectura, pero siendo precisamente en ese
desconcierto donde radica la propuesta estética y narrativa que Cercas ofrece en su obra.
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Resumen

El presente trabajo es un estudio experimental, cuantitativo y transversal cuyo objetivo
es analizar la efectividad del enfoque Flipped Learning (también conocido como
Flipped Classroom o aula invertida) en la ensefianza de la lengua espafiola en Educacion
Primaria. Para ello, se ha trabajado con una muestra de un centro educativo de Cordoba
compuesta por4( estudiantes de cuarto curso de Educacion Primaria, dividida en un
grupo experimental (modelo Flipped Learning) y otro control (metodologia tradicional).
Los resultados muestran una correlacion moderada del rendimientoa cadémico de los
alumnos del modelo Flipped Learning en comparaciéon con los alumnos del grupo
control. A pesar de que los resultados obtenidos coinciden con experiencias previas,
serian necesarios studios empiricos contrastivos con muestras mayores o de mayor
duracion para poder afirmar de modo concluyente que el Flipped Learning es un modelo
pedagogic mas eficaz que el tradicional.

Fundamentos tedricos

Las aulas del siglo XXI exigen un cambio del rol del docente y de los estudiantes ya que
el paradigma educativo no consiste en transmitir conocimientos, sino en crear contextos
en los que el estudiante se convierta en el verdadero protagonista de su propio
aprendizaje [1].En este sentido, surge el modelo Flipped Learning (FL), cuyos
precursores son Jonathan Bergmann y Aaron Sams, y que se define como “un modelo
pedagdgico que transfiere determinados procesos fuera del aula y usa el tiempo de clase
junto con la experiencia docente, para facilitar y potenciar procesos de adquisicion y
practica de conocimientos en el aula” [2]. A diferencia del modelo tradicional, los
alumnos comienzan con el estudio en casa mediante material seleccionado o creado por
su profesor (preferiblemente videos), que les facilita a través de los medios que la
tecnologia ofrece. La posibilidad de ver el video a su propio ritmo implica que cuando
el alumno llega al aula ya poseelos conocimientos necesarios, de modo que el profesor
pasa de ser un transmisor de conocimientos a un dinamizador del aprendizaje [2,3].

La literatura sobre FL plantea ventajas tanto para el alumnado como para el profesorado
y, aunque todavia no se disponga de evidencia cientifica sobre la mejora del
rendimiento académico de los estudiantes que aprenden con este modelo, son
numerosas las experiencias realizadas con resultados prometedores. Por ello, puesto que
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“seria conveniente llevar a cabo trabajos contrastivos empiricos en los que se compare
el grado de aprovechamiento de los estudiantes en marcos tradicionales y de FL” [4],
este trabajo se adscribe a esta linea de investigacion.

Metodologia

El presente proyecto se trata de un studio cuantitativo, experimental y transversal cuya
hipotesis de investigacion sostiene que el enfoque FL es un modelo de ensefianza mas
eficaz que el tradicional. Para desarrollar esta hipotesis, proponemos el siguiente
objetivo general: comprobar si la ensefianza de la lengua espafiola mediante el enfoque
FL propicia un major aprendizaje por parte de los estudiantes en comparacioén con el
modelo tradicional. Para ello, nos fijamos los siguientes objetivos especificos: a)
comprobar si el enfoque FL promueve un major rendimiento académico; b)comprobar si
el rendimiento académico es mas homogéneo en un contexto FL; y ¢) comprobar si el
aprendizaje es mas duradero mediante el enfoque FL.

La variable independiente de la investigacion es la intervencion didactica, que vamos a
manipular para analizar su relacion con las variables dependientes: el rendimiento
académico, la homogeneidad del aprendizaje y la duracion del mismo. Ademas,
consideramos la incidencia de variables no controladas como la motivacion de cada
estudiante, su rendimiento escolar previo o la implicacion de la familia.

La muestra es no probabilistica y dirigida. Esta formada por dos clases de cuarto curso
de Educacion Primaria de un colegio de Cordoba capital, cuya poblacion de referencia
tiene un nivel socioecondmico medio. Al comienzo del estudio, la muestra la componen
50 escolares, pero finalmente queda reducida a 40 participantes debido a la mortalidad
estadistica.

Hemos empleado dos tipos de instrumentos: los que tienen como finalidad la medicion
de datos para conocer el rendimiento académico de los participantes en el estudio (pre-
test, post-test inmediato y post-test a largo plazo), y los empleados en la transposicion
didactica, que han consistido en la aplicacion informéatica PlayPosit y en una actividad
para cada uno de los contenidos lingiiisticos: la descripcion, los tiempos verbales, el uso
de la “h” y los prefijos.

Presentacion de resultados

Para desarrollar el primer objetivo especifico, hemos realizado un anélisis estadistico
descriptivo de las medias de los pre test y post-test del grupo experimental (GE) y del
grupo control (GC). También hemos extraido el coeficiente de correlacion biserial
puntual como medida de estadistica inferencial. En el primer caso, y como se muestra
en la tabla 1,la media desde el pretest al post-test del grupo experimental aumenta en
comparacion con el grupo control. Asimismo, la desviacion estdndar (SD) se reduce en
tres de las cuatro actividades en el grupo experimental, mientras que en el grupo control
aumenta en la misma proporcion.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los pre-test y post-test

Medias Desviacion Estandar | Diferencia estadistica
Contenidos Pretest | Post-test | Pretest | Post-test Media SD
GE |GC |GE |GC |GE |GC | GE | GC | GE | GC | GE | GC

Descripcion | 5,8 | 3,2 (83 |57 | 1,2 | 1,4 0,7 | 1,8 | -2,5|-2,5| 0,5 |-0,2

Verbos 41125173150 L5512 |L,5]19-32]-25| 0 |-0,7
Usodela“h” | 6,4 (598974 (1019|1215 |-25]|-1,5|-0,1]-0,3
Prefijos 381421887514 | 1,509 15| -5 (-33[052| 0

Con respecto a la estadistica inferencial, hemos obtenido una correlacion positiva
moderada, es decir, valores entre 0,40 y 0,69 (véase tabla 2). Dadas las caracteristicas
de nuestra muestra en cuanto a tamafio y con un rendimiento académico dentro de la
normalidad, el hecho de haber obtenido una correlacion moderada (y en el limite de una
correlacion positiva alta en el contenido 1) ofrece indicios de que el FL puede ser un
método mas efectivo.

Tabla 2. Coeficiente de correlacion biserial puntual de las actividades

Post-test I'pq
1. Descripcion de objetos 0,69
2 . Los verbos 0,55
3. El uso de la “h” 0,48
4. Los prefijos 0,42
5. Post-test a largo plazo 0,44

En relacion al segundo objetivo especifico, hemos analizado la desviacion estdndar
intragrupal e intergrupal. Como se observa en la tabla 1, hemos obtenido una desviacion
menor en todos los contenidos trabajados en el enfoque FL. Estos datos indicarian que
los resultados son mas homogéneos en el grupo experimental y, por tanto, que los
alumnos con dificultades en el aprendizaje han mejorado su rendimiento académico.

En cuanto al tercer objetivo especifico, hemos comparado los resultados del post-test a
largo plazo del grupo experimental con los del grupo control (tabla 3) y hemos obtenido
una media mayor en el grupo experimental, por lo que podemos interpretar que se
produce un aprendizaje mas duradero en un entorno FL. Ademas, en la misma linea que
el segundo objetivo especifico, la desviacion estandar contintla siendo menor en el
grupo experimental, lo que indicaria que el rendimiento sigue siendo mas homogéneo
en un contexto FL.
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Tabla 3.Media y desviacion estandar del post-test a largo plazo

Grupo Experimental | Grupo Control
Media 9,22 7,93
SD 1,04 1,5

Conclusiones

Puesto que el FL permite que cada estudiante trabaje a su ritmo fuera del aula, este
enfoque pedagodgico propicia una atencidon mas personalizada, que puede traducirse en
un paradigma educativo de mayor calidad al mejorar el rendimiento académico de
TODOS. Por otro lado, los profesores al frente de un aula invertida necesitan formarse
en competencia digital y en metodologias activas para personalizar la ensefianza, de
modo que lo que supondria una gran inversion de esfuerzo y tiempo se compensaria con
un crecimiento profesional y personal al observar buenos resultados. Sin embargo,
segun los datos obtenidos en el presente trabajo, con una mejora moderada en relacion
al método tradicional, nos planteamos si realmente se trata de un modelo rentable en
relacion al esfuerzo requerido. No obstante, si tomamos en consideracion que el perfil
de la muestra es normal en lo que se refiere a rendimiento académico, el enfoque FL
podria augurar mejores resultados en muestras con estudiantes con dificultades de
aprendizaje.
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Resumen

La comunicacion que presentamos se enmarca en la denominada traduccion
agroalimentaria y aborda, concretamente, el discurso de la cata del vino dulce Pedro
Ximénez. Si bien este producto se encuentra amparado actualmente por varias
denominaciones de origen de Andalucia, tomaremos como objeto de estudio el vino
Pedro Ximénez producido en la Denominacién de Origen Protegida Montilla-Moriles.
Esta comunicacion pretende estudiar las metaforas conceptuales que estructuran el
discurso de la cata del vino tanto en espaiol como en francés. Para llevar a cabo nuestro
estudio, hemos procedido a compilar un corpus textual de notas de cata en el par de
lenguas francés-espafiol. A partir de dicho corpus, compuesto, a su vez, por un
subcorpus paralelo y otro comparable, hemos realizado un anélisis contrastivo de las
figuras retoricas que pudimos hallar en la descripcion de este producto en las distintas
fases de su cata. Concluimos pues, que el discurso de la cata del vino es un lenguaje de
especialidad, en el cual conviven las funciones poética e informativa del lenguaje, cuya
traduccion se veria simplificada mediante la compilacidon de un corpus bilingiie ad hoc.

Fundamento y presentacion de resultados

El vino es un producto que siempre ha generado un gran interés en el ser humano.
Actualmente, parte de este interés se debe al gran potencial economico que representa
en nuestro pais: por ejemplo, las exportaciones de vino en Andalucia representaron un
total de 108,7 millones de euros, esto es, un 7% mas que en afio anterior [1]. Asimismo,
cabe recordar que Espafa es el mayor vifiedo del mundo [2]. Este potencial econdmico
ha propiciado el desarrollo de distintos proyectos de investigacion desde los estudios de
Humanidades, como Winetasting-Term, una base de datos en inglés y espafiol
desarrollada en la Universidad de Castilla-La Mancha sobre la cata de vinos castellano-
manchega, o la futura aplicacion para teléfonos inteligentes, WineApp, fruto del
proyecto FFI2016-79785R concedido por el Ministerio de Economia y Competitividad,
desarrollada actualmente por investigadores de la Universidad de Cordoba y la
Universidad de Cadiz, con los cuales colaboro en calidad de doctorando. Dicha
aplicacion ofrecera equivalentes en espaiol, inglés, aleman y francés de términos del
lenguaje vitivinicola.

Estos motivos nos han llevado a estudiar, concretamente, el discurso de la cata del vino,
cuya consideracion como lenguaje de especialidad se encuentra actualmente inmersa en
pleno debate. La mayoria de los autores consultados considera este lenguaje como
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especializado, aunque si cabe sefialar que muchos destacan sus particularidades. Para
algunos expertos, este lenguaje, al igual que otros lenguajes de especialidad, presenta un
caracter mixto, ya que estd compuesto por tecnicismos creados por especialistas y
dificiles de entender para el publico general, asi por palabras pertenecientes a la lengua
general que se utilizan para aclarar, mediante recursos como los sinénimos o las
metéaforas, conceptos o sensaciones mas abstractos [3]. Sin embargo, para otros
expertos, el lenguaje de la cata es un sociolecto caracterizado por un gran niimero de
metéaforas que parten de la personificacion del vino y las cuales solo son accesibles para
aficionados y especialistas [4].

Por tanto, nos encontramos ante un discurso especializado, que recurre a elementos de
la funcion poética como la metafora. Esta figura tiene el fin facilitar la transmision de
informacion, dadas las lagunas terminoldgicas existentes en este lenguaje, ya que los
seres humanos no poseen suficientes palabras técnicas para describir sensaciones [5].
Este hecho también ha sido sefialado por Suarez-Toste, quien afirma que «cuando
hablamos del vino nos damos cuenta de que practicamente no existe —en ningin
idioma— un vocabulario cientifico y riguroso para describir con fidelidad las
impresiones sensorialesy [6].

Por este motivo, algunos expertos apuntan al bagaje personal al que deben recurrir los
aficionados al vino para poder describir este producto mediante el uso de metaforas [5].
Este bagaje, creado a lo largo de los afios, se ve, ademads, influenciado por la cultura del
pais donde los catadores crecieron o vivieron la mayor parte de su vida.

Por ello, las metaforas empleadas para describir el vino dependen de una gran cantidad
de factores, como la lengua, la cultura y el bagaje personal del degustador. Hay estudios
segun los cuales el lenguaje de la cata en espafiol se articula en torno a cinco metéaforas
[7, 8]:

EL VINO ES UN SER VIVO, EL VINO ES UN TEJIDO, EL VINO ES

UN ALIMENTO, EL VINO ES UN OBJETO y EL VINO ES UN

EDIFICIO.

Por ello, planteamos como uno de los objetivos de nuestra investigacion corroborar la
anterior afirmacion, para lo cual debimos proceder a la compilacion de un corpus ad
hoc. Esto nos condujo a tomar como punto de partida los estudios de Seghiri
Dominguez y su metodologia protocolizada [9, 10]. Tras fijar los criterios de disefio de
nuestro corpus, procedimos a realizar el protocolo de compilacién propuesto por esta
autora, compuesto por cuatro fases: 1) Busqueda y acceso a la documentacion; 2)
Descarga de datos; 3) Normalizacion y 4) Almacenamiento. El posterior andlisis de los
resultados de nuestro corpus demostré que las figuras retéricas empleadas en la
descripcion del vino Pedro Ximénez en espafiol se podian englobar en las metaforas
propuestas [7, 8], confirmando, por tanto, los resultados de dicho estudio. Debemos
destacar, ademas, que las dos metaforas que arrojaron una mayor cantidad de ejemplos
fueron
EL VINO ES UN SER VIVO y EL VINO ES UN OBJETO.

Si nos centramos particularmente en la metafora EL VINO ES UN OBJETO, podremos
observar que proporciond una gran cantidad de ejemplos. Son llamativas las analogias

123




Seccion 4. Humanidades - Capitulo 27. Aproximacion al estudio de las metaforas

en la cata del vino: el caso del Pedro Ximénez

que comparan al Pedro Ximénez con «un curso de cata en si mismo», el «epitome de la
eleganciay, «un concierto» o une belle interprétation de ce genre de vin de méditation.
Asimismo, encontramos comparaciones del tipo: comme I’huile d’un moteur usagg¢, en
las que se compara las lagrimas que deja el vino en la copa con el aceite de un motor
usado.

Por otro lado, también hallamos una gran cantidad de adjetivos que atribuyen a este
producto una serie de caracteristicas geométricas o fisicas, como: «redondo» (rond), asi
como una variante de este, «vino esféricoy. Del mismo modo, encontramos otros
adjetivos que describirian mas bien la superficie de un objeto, como «pulido», hallado
en la fase gustativa de la cata.

Constatamos, ademas, el uso de adjetivos y de otras figuras que establecian una relacion
entre este vino en particular con un producto medicinal en francés, con ejemplos como:
petites lampées homéopathiques gourmandes, médicinal, balsamique y roboratif. Esta
metafora, EL VINO ES UN MEDICAMENTO, se puede englobar, a su vez, en la
metafora EL VINO ES UN OBJETO.

Tras la realizacion de nuestro andlisis, pudimos llegar a la conclusion de que el discurso
de la cata del vino en espafiol se articula, principalmente, en las cinco metéaforas
propuestas anteriormente; si bien es cierto que pueden existir otras, ya que esto depende
de multiples factores como el catador, su experiencia, su bagaje personal; asi como la
cultura, historia y tradicion del pais en el que crecid o en el que vive.

Este hecho nos lleva a pensar que el traductor que deba tratar con textos que incluyan
notas de cata debera realizar un importante trabajo de documentacion previo en el que
se incluya la consulta de glosarios bilingiies, pero, especialmente, diccionarios y
recursos monolingiies especializados y dedicados unicamente al lenguaje del vino. No
obstante, creemos que el proceso de traduccidon se podria ver més simplificado si se
procediese a la compilacion de un corpus ad hoc de notas de cata en el par de lenguas de
trabajo.
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Resumen

Los nuevos analisis de la imagen visual irrumpen en la disciplina de la historia del arte
sentando las bases para la superacion de los modelos tradicionales de estudio de la obra
de arte, cuyo nuevo enfoque centra su atencién en el receptor.

El gusto de los receptores de la época, concretado para este caso en el andlisis de los
codigos empleados por el tratadista y pintor Acisclo Antonio Palomino, nos permite
desde las nuevas formulaciones teodricas volver la mirada al receptor como intérprete y
creador ultimo del significado de la imagen. Podemos disponer de su tratado, el Museo
Pictorico y Escala Optica, en el que nos hemos detenido especialmente en aquellas
fuentes escritas de las que el propio Antonio Palomino se hace eco en sus pinturas, con
el objetivo de acercarnos a su horizonte de expectativas, reflejado en la concepcion final
de dichas pinturas.

Fundamento y presentacion de resultados

Los fundamentos que refuerzan nuestra investigacion se encuentran en el analisis
historico-artistico de los principios de la hermenéutica de Hans George Gadamer, en su
obra Verdad y Método, y la teoria conocida como estética de la recepcion [1],
desarrollada a partir de los trabajos de Hans Robert Jauss y Wolfgang Iser [2]. Nuestra
finalidad es llegar a la comprension del repertorio signico y las estrategias de
interpretacion que Palomino ided para la ejecucion de su obra pictdrica pero desde
nuestro propio horizonte de expectativas. El historiador, en su tarea por desentramar los
hilos que teje nuestro pasado histdrico, se debe aventurar a sumergirse en el universo de
la intersubjetividad para lograr conocer con mayor exactitud la justificacion y la razéon
de ser de los prejuicios que definen una determinada época [3]. Los prejuicios
configuran el horizonte de expectativas desde el que se elaboran las estrategias de
interpretacion [4], todo ello para explicar desde el giro iconico los nuevos enfoques de
la retorica visual [5].

Aunque la linea de investigacion que hemos seguido ha abarcado el estudio de las tres
pinturas realizadas por Antonio Palomino (1655-1726) para la Capilla del Cardenal
Salazar de la Catedral de Cordoba, con el fin de no excedernos en el limite establecido
nos centraremos en una de ellas: La aparicion de San Rafael al Padre Roelas (véase
Figura 1. A.). Es el ultimo lienzo si atendemos al criterio cronoldgico con el que han
sido ejecutadas las tres obras que componen esta serie destinada a la Capilla funeraria
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del Cardenal Salazar de la Catedral de Coérdoba con el objeto de ensalzar su figura,
insertdndola en los momentos culminantes de la Iglesia en Cordoba [6]. Hemos
analizado el repertorio signico que Palomino emplea para hacer explicito este mensaje
que los albaceas testamentarios, los sobrinos del Cardenal, encargaron al pintor. Asi lo
representa como un intermediario entre el Venerable Roelas, San Rafael y los Santos
Martires. Este hecho no pasa inadvertido si tenemos en consideracion que el Cardenal
Salazar fue quien, junto al Padre Posadas, promovié la causa de beatificacion del
Venerable Roelas.

Cuando Palomino realiza esta pintura, no existe una representacion preestablecida de la
figura del Padre Roelas, es por ello que Palomino resuelve el problema situdndolo de
espaldas al espectador. Pero, sin duda, el aspecto mas interesante es el que concierne a
la iconografia que representa la leyenda de la aparicion de San Rafael al Padre Roelas,
Palomino determina un modelo de representacion iconografica para este acontecimiento
que veremos reflejado en numerosas pinturas con posterioridad (véase Figura 1. C.). En
ultimo término, Palomino crea un discurso de la imagen que serd aceptado e integrado
por el receptor [7].

Debia ser una pintura que recogiera la grandiosidad de la figura del Cardenal, pero a su
vez que fuera ampliamente reconocida por el publico para asi ser recordada para la
eternidad. Palomino solventa el problema inspirdndose en una pintura generalmente
conocida del pintor Claudio Coello, que fue un referente cercano para Palomino.
Podemos considerar que La Anunciacion de San Placido, obra ejecutada por Claudio
Coello en 1668 (véase Figura 1. B.), se alz6 para nuestro aventajado Palomino como
una pintura de la cual supo extraer aquellos elementos que mas le favorecian para
culminar su lienzo para la memoria del Cardenal.

La resolucion de la problematica planteada ha sido satisfactoria en la mayoria de los
ambitos que hemos tenido ocasion de analizar y estudiar. Sin embargo, se trata de un
trabajo cuyo campo de estudio abarca un amplio repertorio de lineas de investigacion
aun por desarrollar. Por ende, nuestra finalidad no reside en alcanzar unos resultados
unicos, inalterables e invariables en el campo de la investigacion, sino reflexionar y
sopesar las nuevas vias cuyas posibilidades de estudio nos permitirian un mayor, asi
como profundo, acercamiento a esta materia de la Historia del Arte.

Tres fueron las pinturas realizadas por el ilustre Palomino para Capilla del Cardenal,
tres acontecimientos historicos que marcaron el devenir de la historia de la Iglesia.
Palomino construye la historia con una finalidad que hace encajar a la perfeccion con
las bases del proyecto que se le habia encomendado, la dignificacion del Cardenal
Salazar como principal promotor del culto a San Rafael y a los Santos Martires.
Representa al Cardenal Salazar como maximo protagonista de una historia que, si bien
no presencio, si se hizo proclamar por sus sobrinos tras su muerte como promotor de la
devocion de San Rafael y los Santos Martires, cuyo origen se remontaba siglo XVI.
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Figura 1. A. La aparicion de San Rafael al Padre Roelas, Antonio Palomino, 1713, B.
La Anunciacion de San Placido, Claudio Coello, 1668, C. Aparicion de San Rafael al
Padre Roelas, Juan Bernabé Palomino, S. XVIII.

Palomino comprende este mandato y lo adapta a los términos de su modo de creacion.
La retérica visual sera su herramienta para conseguir los propositos que se plantea:
(Como hacer para que los receptores reciban el mensaje de la Iglesia triunfante a través
de las pinturas? Palomino anadird a su repertorio de gestos, composicién, y demas
elementos, caracteristicas inconfundibles de otros autores que alcanzaron el maximo
prestigio en la centuria anterior. Palomino, pintor a caballo entre dos siglos, aprovecha
este hecho para sacar el méaximo provecho al conocimiento de las grandes obras
maestras, lo cual le habia posibilitado un nuevo canal de comunicacidon que no se regia
por el lenguaje habitual, sino que empleaba un nuevo sistema de codigos visuales donde
los gestos componian el nuevo abecedario del lenguaje del arte.

Nos expresamos y nos relacionamos a través de la imagen, todo se reduce al fendmeno
de la retorica visual, un concepto que Palomino ya utiliz6 en el ocaso del siglo XVII y
los albores de la nueva centuria. Palomino ya apostaba por este método a través del cual
se reivindica el acceso a lo “real” [10], sosteniendo que la percepcidon nos permite
conocer el mundo de tal forma que puede incluso desplazar la funcion del lenguaje tal
cual estaba concebida. Cualquier obra nos abre la posibilidad de contar una historia. Y
en las obras analizadas lo que hemos intentado mostrar es como el Cardenal Salazar vy,
sobre todo sus albaceas testamentarios, entendieron los momentos culminantes del
cristianismo cordobés y la forma de mostrarselo a sus coetdneos con imagenes que les
resultaran satisfactorias, para eso recurrieron a Palomino, para también integrar en la
historia de la cristiandad cordobesa a la figura de Pedro de Salazar, para inmortalizarlo
en el lugar donde estaban depositados sus restos mortales.

128




Seccion 4. Humanidades - Capitulo 28. La retorica visual en las pinturas de

Antonio Palomino en la Catedral de Cordoba

Bibliografia

[1] G. Hans George: Verdad y Método, tomo I, Ediciones Sigueme, Salamanca, 1991.
[2] I. Wolfgang: El acto de leer. Teoria del efecto estético, Taurus, Madrid, 1987.

[3] G. Hans George: Estética y Hermenéutica, Tecnos, Madrid, 2006.

[4] P. Manuel: “La Teoria de la Recepcion. Consideraciones metodologicas previas”.
Introduccidon metodologica a la Tesis Doctoral del autor Manuel Pérez Lozano, titulada:
El conceptismo en la pintura andaluza del Siglo de Oro, Universidad de Cérdoba, 1993.
[5] M. Keith: El tiempo de lo visual, Sans Soleil Ediciones, Barcelona, 2015.

[6] G. Juan: Catdlogo de los Obispos de Cordoba y breve noticia historica de su Iglesia
Catedral y Obispado, tomo 11, Capitulo XIV, 1778, p. 728.

[7] B. Norman: Vision y pintura. La logica de la mirada, Alianza forma, Madrid, 1991,
p. 133.

[8] M. Keith: Teoria, practica, persuasion, Ediciones el Serbal, Barcelona, 2003.

129




Ingenieria y tecnologia




Seccion 5. Ingenieria y tecnologia - Capitulo 29. Emision y fijacion fotoquimica de

gases NOX en suelos

José Antonio Entrenas de Leon

Capitulo 29. Emision y fijacion fotoquimica de gases NOX en suelos

Universidad de Cordoba. Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronomica y de
Montes. Departamento de Edafologia.

Direccion: Edificio C4, Campus de Rabanales, 14071 Cordoba, Espana.
E-mail: p82enlej@uco.es

Resumen

Los 6xidos de nitrégeno gaseosos resultantes de la combustion de combustibles fosiles,
erupciones volcanicas, incendios forestales y la desnitrificacion de los suelos no so6lo
afectan a la calidad del aire y a la concentracion de ozono atmosférica, sino que también
contribuyen al cambio climatico y a la lluvia 4cida. Tanto la oxidacién (nitrificacion)
como la reduccion (desnitrificacion) se ha atribuido principalmente a la actividad
microbioldgica de los suelos, sin embargo, no se ha reportado con anterioridad
evidencia alguna de actividad catalitica no biologica que afecte al estado de oxidacion
del N en suelos. Con esta investigacion se esta estudiando el intercambio de gas en los
suelos, incluyendo emisiones de NOx, mediante reacciones fotoquimicas, y su fijacion a
través de reacciones fotocataliticas bajo radiacion UV-Visible. Se pretende demostrar
que existe actividad catalitica que estimula la captura de NOx como nitrato en los
suelos, asi como ver el nivel de captura de los mismos para relacionarlos con sus
propiedades fisicas y mineralogicas. Este nuevo mecanismo de fijaciéon de N, podria
ayudarnos a entender el ciclo del N y ayudar a elaborar nuevas estrategias para reducir
las pérdidas de nitratos y emisiones de NO en suelos.

Fundamentos, metodologia, presentacion de resultados y conclusiones

El 6xido nitrico, NO, asi como el didéxido de nitrogeno, NO2, gaseosos, conocidos
generalmente como NOX, son contaminantes atmosféricos que se concentran en las
grandes urbes procedentes de la actividad antropogénica, como es el uso de
combustibles fosiles [1]. También son generados en los procesos de nitrificacion y
desnitrificacion del suelo, erupciones volcanicas, rayos e incendios forestales. Los NOx,
son perjudiciales para los seres humanos, asi como para los animales, las plantas y
algunos materiales, ademas, contribuyen a la formacion de niebla toxica, lluvia acida,
ozono troposférico y gases que provocan efecto invernadero como es el caso del N20.

La oxidacion fotocatalitica de estos gases es un simple y a la vez efectivo método de
descontaminacion del NOx [2], basado en ciertas propiedades de algunos materiales
sintéticos semiconductores, capaces de promover la oxidacion del NOx con la ayuda de
oxigeno, agua y luz UV-visible. La reaccion implica la activacion de la superficie de un
semiconductor mediante un haz de luz de similar o mayor energia que la de la banda
prohibida, provocando la transferencia de electrones desde la banda de valencia a la
banda de conduccién y creando de esta forma pares electron-hueco. Tanto los electrones
fotogenerados como los huecos pueden reaccionar con agua y oxigeno para formar
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especies de oxigeno reactivas como los radicales *O2— and *OH, que son capaces de
transformar NOx en NO3—-. Los materiales semiconductores utilizados para este fin son
principalmente compuestos sintéticos como el TiO2, a-Fe203 and ZnO, en solitario o
en combinaciéon con aditivos como pueden ser arcillas, carbonos o materiales
mesoporosos [2, 3]. Algunos de estos materiales fotocataliticos existen de manera
natural en los suelos.

Los procesos de desnitrificacion tanto quimicos como bioldgicos, que ocurren de
manera natural en los suelos, tienen un fuerte impacto en el ciclo del N. De hecho, la
desnitrificacion disminuye el N disponible para las plantas, que en suelos agricolas
implica, en su mayoria, el uso de fertilizantes industriales obtenidos de procesos que
requieren una gran cantidad de consumo de energia, produciendo a su vez emisiones
importantes de CO2. El objetivo de este trabajo es demostrar que existe actividad
catalitica que estimula la captura de NOx como nitrato en los suelos, asi como ver el
nivel de captura de los mismos para relacionarlos con sus propiedades fisicas y
mineraldgicas. Este nuevo mecanismo de fijacion de N, podria ayudarnos a entender el
ciclo del N y ayudar a elaborar nuevas estrategias para reducir las pérdidas de nitratos y
emisiones de NO en suelos.

Para ello se siguen analizando, textural y mineraldogicamente, un total de 10 suelos de
area mediterranea, de los cuales 5 son calcarcos. Ademas, se ha determinado la cantidad
de nitratos solubles en el suelo con la ayuda de un espectrofotometro [4]. Asimismo,
mediante un porosimetro (ASAP 2010), se ha llevado a cabo la determinacién de la
superficie especifica de los distintos suelos, asi como la de microporos, haciendo uso
del método BET (Brunauer—Emmett—Teller theory) [5]. Por otro lado, se ha separado la
fraccion arcilla, limo y arena, asi como se ha procedido a descarbonatar las 5 muestras
de suelos calcareos, con el fin de someter cada una de las muestras a un analisis de
emision y fijacion de gases NOx. Este tltimo analisis se ha realizado bajo un flujo
controlado de 100ppb de NO aproximadamente, un valor similar al de algunos entornos
urbanos y al de la emision de NO de determinados suelos fertilizados. Bajo estas
condiciones se ha sometido a cada muestra a luz UV-visible para activar la oxidacion
fotacatalitica anteriormente mencionada, y se ha medido el balance de gases NO durante
3 horas.

Tabla 1. Tabla resumen de las caracteristicas mineralogicas de los suelos

Muestra Fraccion (g/kg) Mineralogia (%)
Arena | Limo | Arcilla | Esmectita | Vermiculita | Illita | Caolinita

ADAZ3 | 170 71 220 90 0 7 3
FTPZ2 | 650 | 700 286 0 0 72 28
INM20 110 60 100 6 0 86 8

IS1Z1 443 156 388 94 0 4 2
LCVZ4 | 426 135 387 0 3 93 4
MCCZ1 84 52 172 0 75 19 6
MNL3Z | 527 150 201 60 0 34 6
PUEZ1 | 261 90 645 0 14 38 48
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RCNZ2 | 794 41 170 63 0 29
SORZ2 | 760 | 150 92 0 1 95 4

o0

Tabla 2. Tabla resumen de las caracteristicas fisicas de los suelos

Muestra Superficie Carbonatos (g/kg) Nitratos
especifica (m*/g) (ppm)
ADAZ3 21,4 554 0,7
FTPZ2 32,1 0 8,0
INM20 14,4 720 3,7
IS1Z1 35,6 0 7,0
LCVZ4 41,2 44 12,0
MCCZ1 28,7 706 9,3
MNL3Z 19,6 128 8,2
PUEZ1 79,2 0 11,3
RCNZ2 13,6 0 4,6
SORZ2 4,3 0 1,6

En la tabla 1 se presentan las fracciones arena, limo y arcilla de las 10 muestras de
suelo, asi como la mineralogia de las arcillas presentes en los mismos. Por otro lado, en
la tabla 2, se muestra su superficie especifica, cantidad de carbonatos y nitratos (previos
a la fotocatalisis). Podemos observar que, a mayor contenido de arcillas, mayor
superficie especifica. También podemos ver la heterogeneidad de los suelos escogidos.

Isoterma de adsorcion de la
muestra ADAZ3

18

16

14
_g 12
3 10
5 8
3 6
e 4
g 2 |
3 o
= 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

Presion relativa

Figura 1. Adsorcion (linea azul) y desorcion (linea roja) de la muestra ADAZ3

En la figura 1 se representa la isoterma de adsorcion de gases (en este caso N) que
realiza el porosimetro ASAP 2010. A mayor volumen adsorbido, mayor superficie
especifica, determinada mediante el método BET.

Finalmente, la actividad fotocatalitica se midid utilizando muestras de 5 g sometidas a
un flujo laminar de gases asi como a luz artificial de una Solarbox 3000e R con
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irradiancia UV y Visible. Las concentraciones de NO y NO2 se midieron con un
analizador de quimioluminiscencia AC32M. En la figura 2 se muestra un ejemplo del
experimento de fotocatalisis para la muestra de suelo de ISIZ1.

IS1Z1
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100
80
60
40
20
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Minutos

Figura 2. Concentracion de NOx en la muestra ISIZ1, irradiada con luz UV-Visible

La concentracion de NO gaseoso (linea azul) que fluye a través de la muestra de suelo
disminuye drasticamente cuando se encendi6 la luz solar artificial en el minuto 10. Los
siguientes 180 minutos bajo radiacion UV-Visible, el NO gaseoso fue aparentemente
oxidado a NO2, pero la leve variacién de este gas sugiere que el NO2 (linea amarilla)
fue a su vez transformado en NO3—. La forma de la curva de NO varia para las distintas
muestras de suelo, probablemente por las diferencias en la difusiéon de los gases
asociada a los distintos tamafios de particulas y la porosidad de los suelos. La cantidad
de NOX fijada a lo largo del experimento también varia claramente entre las muestras
sometidas al experimento, pero es notablemente superior en suelos ricos en Ti y Fe.

Actualmente se pretende completar los andlisis de fotocatalisis de estas 10 muestras de
suelo, mas el analisis posterior de nitratos.
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Resumen

La técnica PWM es la més usada en fuentes de alimentaciéon conmutadas para la
obtencion de una sefial de corriente continua con un valor medio diferente al de la sefial
de entrada. La distorsidon armonica producida por estos dispositivos tipicamente se
situaba en el rango que va desde la frecuencia fundamental hasta los 2 kHz, de ahi que
su estudio se hiciera prioritario para reducir el impacto que tales frecuencias producian
en otros dispositivos electronicos susceptibles conectados a la red. El rango de los
“supra-armoénicos” comprende desde los 2 kHz hasta los 150 kHz [1]. Sin embargo, este
rango ha sido ignorado casi completamente hasta ahora debido al reducido efecto que se
pensaba que tenia en los dispositivos electrénicos conectados a la red. El reciente
aumento de la frecuencia de conmutacion y la expansion del nimero de dispositivos
electronicos tales como los empleados en iluminacion LED, han hecho que se tengan
que estudiar con mas profundidad el rango de armoénicos de 2-150 kHz en el que emiten
este tipo de dispositivos [2]. El objetivo es reducir en origen los supra-armoénicos. Para
ello, se han implementado en un controlador LED las técnicas aleatorias recogidas en la
tabla 1 [3].

PWM “—Qoi—
€i

| | | >t

Figura 1. Sefial de conmutacion en el esquema de modulacion aleatoria

Tabla 1. Resumen de las técnicas de modulacion empleadas

Modulacion | T; ol &i di=oi/T;
PWM fijo fijo cero fijo
RCFMFD aleatorio | aleatorio | cero fijo
RPPM fijo fijo aleatorio | fijo
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Fundamento y presentacion de resultados

Para estudiar la efectividad de estas técnicas de modulacion, se ha empleado el
prototipo de convertidor Boost de la figura 2 como controlador LEDoperando en modo
de correccion activa del factor de potencia a una frecuencia de conmutacion de 25kHz.
El algoritmo de control se ha implementado en la FPGA embebida en la plataforma
CompactRIO 9063 de National Instruments. La medida de corriente se ha realizado en

el secundario del transformador debido a su mayor amplitud respecto a la del primario.
Diodo de precarga
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Figura 2. Estrategia de control para el controlador LED Boost empleado

La naturaleza de la técnica PWM convencional es periddica, esto provoca que la energia
de la senal se concentre casi exclusivamente en ciertas frecuencias multiplos de la
frecuencia de conmutacion denominados armonicos dominantes tal y como puede
apreciarse en la figura 3.
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Figura 3. Aspecto de la modulacion y espectro de la corriente para el PWM
convencional

Para reducir la amplitud de estos armonicos, en la figura 4, se propone incorporar la
aleatoriedad a la frecuencia de la portadora modulando entre los limites +£10%. El
resultado es una reduccion del 75,8 % en la componente a la frecuencia de
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conmutacion, asi como la aparicion de una componente a la mitad de esta frecuencia
con una amplitud que representa el 25 % de la componente a 25 kHz en el PWM
convencional que, en adelante, se tomara como referencia. Se produce también un
aumento del ancho de banda en cada componente como era de esperar debido a la
propagacion espectral.
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Figura 4.Aspecto de la modulacion y espectro de la corriente en la técnica RCFMFD

Las técnicas basadas en la variacion aleatoria de la posicion del pulso en la senal de
conmutacion (RPPM) [3] ofrecen una alternativa més eficaz, mitigando
considerablemente los armdnicos situados en el rango de los supra-armonicos. Mediante
el empleo de la primera variante RPPM1, figura 5, se consigue eliminar la componente
a 25 kHz representando ahora la presente a 12,5 kHz un 52 %. El aumento del ancho de
banda de esta componente es también bastante notable.
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Figura 5.Aspecto de la modulacion y espectro de la corriente para la técnica RPPM1
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La variante RPPM2 por su parte, presenta los mejores resultados como se puede ver en
la figura 6, la componente a 25 kHz es eliminada por completo y la situada en 12,5 kHz
supone un 12,2 % de la de referencia en el PWM convencional.
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Figura 6.Aspecto de la modulacion y espectro de la corriente para la técnica RPPM?2
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Resumen

Este documento presenta la descripcion del trabajo desarrollado sobre una planta de
laboratorio experimental, sobre la que se ha implementado un emulador de una turbina
eolica. La planta se compone fundamentalmente de un generador de induccion
doblemente alimentado (DFIG) de pequeia potencia, cuyo eje de rotacion es solidario
con un servomotor brushless de corriente continua que actia de motor de arrastre
simulando el par aerodinamico. El objetivo principal desarrollado en este trabajo es la
implementacion de una estructura de control multivariable descentralizado que permita
regular eficientemente las principales variables que intervienen en un aerogenerador de
velocidad variable, partiendo de un modelo no lineal del mismo. Este objetivo principal
se divide en tres objetivos secundarios (creacion de un modelo acorde a las
caracteristicas de la planta, disefio de lazos de control para las distintas variables a
controlar en un DFIG y comunicacion en tiempo real con todos los dispositivos de la
planta).

Fundamentos

La energia edlica se ha convertido en la tecnologia de generacion eléctrica renovable
mas prometedora. En la Unidon Europea, desde 1990 se ha mantenido un crecimiento
anual del 20% en la produccion de energia edlica. En Espafia, la energia procedente por
parte del viento supone un 19,54% de la cobertura de la energia actual, situandose
incluso por delante de energias tradicionales como el carbon [1].

Para que esta fuente alternativa de energia siga siendo viable, es necesario que los
generadores edlicos continden mejorando y también sus sistemas de control. Disponer
de un sistema que represente un aerogenerador sin depender fisicamente de los recursos
naturales del viento y de una turbina real, resulta esencial [2]. En los ultimos afios, ha
habido un avance importante en el desarrollo de emuladores edlicos [3], [4]. La mayoria
de ellos reproducen bastante bien el comportamiento mecanico de los sistemas de pitch.
La tecnologia predominante en la industria edlica es el generador de induccion
doblemente alimentado (DFIG). En este trabajo se presenta un emulador de planta
eolica de velocidad variable basado en este tipo de generadores.
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La planta experimental con la que se ha trabajado estd dotada de una componente
eléctrica que reproduce con gran fidelidad los principales aspectos de los
aerogeneradores de gran potencia mediante el uso del DFIG y su convertidor de
potencia. Sin embargo, carece de toda la parte aerodinamica-mecéanica de los
aerogeneradores reales. Para paliar esta carencia se ha desarrollado una capa software
adicional implementada en Simulink, la cual permite emular el comportamiento
mecanico del aerogenerador.

El modo de funcionamiento de todo aerogenerador es dependiente de la intensidad de la
velocidad del viento. Fundamentalmente se distinguen tres regiones de operacion: En la
region I (zona Maximumpowerpoint tracking (MPPT)) el aerogenerador opera a
potencia mecanica subnominal y el objetivo es extraer toda la energia posible para cada
velocidad de viento con objeto de mejorar la eficiencia. En la region III (zona nominal)
el viento ha alcanzado una velocidad lo suficientemente alta para que la potencia
producida se encuentre en niveles nominales. El objetivo en esta zona es mantener ese
nivel de produccion energética ante cualquier perturbacion del viento para evitar
posibles sobrecargas y fatigas estructurales. La region I es una region de transicion
entre ambas zonas.

Metodologia
A partir del sistema emulado comentado en el apartado anterior, se pasa a describir de
manera escueta las etapas en las que se ha dividido el trabajo realizado.

Para la parte de modelado se ha disefiado un bloque Simulink que emula las condiciones
mecanicas y aerodindmicas de un modelo de aerogenerador acorde a las caracteristicas
reales de la planta 1 kW. Para emular las condiciones aerodindmicas se ha tenido en
cuenta ciertos parametros del aerogenerador emulados, como pueden ser el radio del
rotor, el angulo de paso de pala, la velocidad del viento, etc, ademas de conceptos
fundamentalmente aerodinamicos como el limite de Betz [5], coeficiente de velocidad
especifica, y curvas de superficie del coeficiente de potencia Cp desarrolladas en [6].
Para emular las condiciones mecanicas se ha tenido en cuenta el modelo matematico del
mecanismo de rotaciéon tomando como referencia algunos modelos reportados en la
literatura [7], simplificando el modelo inicial de dos masas a un modelo de una masa
mas simple. El viento es emulado por la superposicion de cinco componentes: valor
promedio, una componente rampa, una componente de rafaga, una componente de ruido
o turbulencia y una componente sinusoidal.

La implementacion del control sobre la planta consta de diferentes lazos. Control en la
zona nominal con el disefio de un controlador en Simulink y una busqueda de control
optimo sobre el par aerodinamico a través del angulo de paso de pala. Para ello se
realiza varios tipos de controladores (PI, MPC) teniendo en cuenta o no la perturbacioén
del viento. Se implementan los controladores PI y MPC con y sin feedforward en
Simulink, buscando la mejor parametrizacion posible de los parametros (Kp, Ti) y (Nc
Np lambda delta) que obtengan un indice IAE lo mas bajo posible, gracias a la
utilizacion de la herramienta PID Tuner de Matlab y de los algoritmos genéticos de la
toolbox de Matlab Optimtool. Control en la region de MPPT en el que para cada
velocidad de viento se establece una determinada velocidad angular en el eje de alta y

140




Seccion 5. Ingenieria y tecnologia - Capitulo 31. Disefio de un sistema de control

multivariable para un DFIG

baja velocidad para conseguir producir la maxima potencia posible en ese punto de
operacion. Esto se consigue modificando el par electromagnético del Inverter (tension
que se aplica al rotor del DFIG). Control de la potencia reactiva generada en el estator
(Qs) y en el rotor (Qr) a través de lazos de control con la herramienta PID Tuner de
Matlab. Control sobre la tensién que se genera a través del estator a la hora de conectar
el DFIG a la red para que la tension esté en sincronia en frecuencia, fase y amplitud con
la tension de la red a través del control de la amplitud (Vr) y frecuencia (fr) de la
tension aplicada al rotor.

Presentacion de resultados
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Figura 1. Control descentralizado en la planta experimental

Se realiza un ensayo (Figura 1) en el que sometemos el modelo de la planta ante un
viento que recorra todas las regiones de operacion.

En la primera parte (0- 350 s) y tercera parte del ensayo (400- 850 s) nos movemos
dentro dela region MPPT. Principalmente actia el control sobre el par electromagnético
buscando los MPPT para cada velocidad de viento. En la segunda parte (380- 400 s) y
quinta parte (1000-1150s) del ensayo nos movemos en una zona de transicion entre la
region MPPT y la nominal. El control sobre el par aerodinamico actia de manera
intermitente alternandose con el controlador sobre el par electromagnético buscando los
MPPT. En la cuarta parte parte (850-1000s) del ensayo nos movemos dentro de la
region nominal. Principalmente actta el control sobre el par aerodindmico buscando no
sobrepasar la potencia aerodinamica para cada velocidad de viento a través de la
variable pitch (emulada). Ademas, se puede observar un buen control de Qs y Qr.

Conclusiones
En este trabajo se ha construido un banco de pruebas que permite emular el
funcionamiento de un aerogenerador VS-VP experimental de tecnologia similar a los
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equipos de mediana y gran potencia, y sobre el cual es posible aplicar diferentes
estrategias de control y extrapolar los resultados hacia otros equipos de mayor potencia.
Como muestra el ensayo de la figura 1, queda reflejado que la planta es controlada
eficazmente siguiendo las referencias asignadas por los controladores para cualquier
velocidad de viento. En cuanto a la bisqueda de un controlador optimo en la zona
nomina, tras sintonizar los pardmetros de los controladores individualmente ha quedado
de manifiesto que para el aerogenerador disefiado, los mejores controladores que
obtiene un IAE mas bajo son el PI con feedforward y MPC Matlab toolbox optimizando
en un 29% dicho indice al tradicional PI.

La beca cursada a dado pie a la participacion del alumno en el congreso “XXXVIII
Jornadas de Automatica” con articulo y poster.
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Resumen

En la situacion de crecimiento mundial actual, la industria de la construccion también
debe contribuir a la busqueda de un mundo maés sostenible, por ello este estudio busca
reducir el consumo de agua potable. La investigaciéon consta del estudio detres
morteros, elaborados con la misma dosificacion, constituidos por aguas diferentes; uno
con agua bruta de entrada en una EDAR, otro con el agua efluente de esa misma EDAR,
y el ultimo fabricado con una mezcla de agua 50% de cada una de las
anteriores.Ademas, se analizaron las caracteristicas de las tres aguas del presente
estudio que segin la EHE-08 cumplen los requerimientos para su utilizacion en la
elaboraciéon de morteros. Los resultados fueron comparados con un mortero de
referencia fabricado con agua potable. Los resultados obtenidos para los tres morteros
son todos muy préoximos, lo que indica que estas aguas procedentes de EDAR pueden
ser utilizadas satisfactoriamente.

Fundamento y presentacion de resultados

Dado el enorme crecimiento global tanto demografico como tecnoldgico y teniendo en
cuenta que el hormigdén, compuesto por una mezcla de materiales ampliamente
presentes en la naturaleza y que debido a su versatilidad, altas resistencias mecanicas y
relativo bajo costo, es el material de construccion mas usado a nivel mundial para
satisfacer las necesidades inherentes a esa evolucion, hasta el punto de ser el material
mas consumido después del agua [1], nace la necesidad de reducir el consumo de agua
potable. Este estudio se centra en estudiar una alternativa a la utilizacion del agua
potable en la construccidn y asi aumentar la disponibilidad de este recurso para otros
usos de primera necesidad.

Se investiga la influencia de las caracteristicas del agua en el comportamiento de
morteros para posibilitar la utilizacion de aguas de “menor calidad” en la elaboracion de
estos. Asi, se utilizaron tres aguas:

e ARB: Agua bruta que entra en EDAR.
e AR: Agua depurada que sale de EDAR

e ARM: Agua compuesta por mezcla 50% que entra a EDAR y 50% que sale de
EDAR.
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Se analizaron las caracteristicas principales de las distintas aguas, para determinar si su
utilizacion esta permitidaen la elaboraciéon de morteros segun la EHE-08. En estudios
previos se demostrd que la utilizacion de agua efluente, de una planta de depuracion de
una industria pesada, que se encontraba por encima de los limites que la instruccion
EHE-08 establecia, resultd incluso mds favorable para las caracteristicas de un
hormigén que el agua potable [2]. En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos
para las distintas concentraciones, incluyendo ademds de las aguas anteriormente
descritas, el agua potable de referencia y los limites que establece la EHE-08.

Tabla 1.Caracterizacion de aguas

Parametro Limite EHE-08 AP AR ARB ARM
pH > 5 7,3 7.9 7.8 6.8
Cloruros (ppm) 15.000 16 69 47 40
Sulfatos (ppm) 1.000 63 117 104 111
Residuo seco (ppm) 1.000 126 725 755 580

Como se comprueba en la tabla anterior, no existe una correlacion entre las
caracteristicas del agua de mezcla y las aguas primitivas que la compone, ademas se
observa que los parametros de todas las aguas estan muy por debajo de los limites
establecidos por la norma, y que a su vez el agua potable es la que posee unos
pardmetros aparentemente mas ventajosos.

En cuanto a la elaboracion de los morteros, todos fueron elaborados con la misma

dosificacion, una parte de cemento por cada cuatro partes de arena, sin utilizacion de
filler.

Resistencia (MPa)

12 Evolucion de la Resistencia a Flexion
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Figura 1. Evolucion de la resistencia a flexion

La denominacion de cada probeta va concorde a la denominacion del agua de amasado
utilizada para su elaboracion.
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La figura 1, muestra la evolucion de la resistencia a flexién de las distintas probetas
ensayadas, asi como la figura 2 indica la evolucion de la resistencia a compresion de
cada una de estas.
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Figura 2. Evolucion de la resistencia a compresion

Como se contempla en las figuras anteriores no se puede concluir que los distintos
parametros del agua tengan una correspondencia fehaciente con el comportamiento del
mortero elaborado con estas [3]. Si se puede concluir que la resistencia a 28 dias se ve
disminuida muy ligeramente conforme aumenta la contaminacion del agua de amasado
empleada para su fabricacion [4], aunque cabe destacar que a 7 dias la resistencia a
compresion del mortero con agua de mezcla es incluso superior a la resistencia del
mortero referencia.

Los valores de comportamiento son muy proximos, incluso con los morteros fabricados
con el agua que entra a la EDAR, resultados que a su vez son muy interesantes ya que
en lugares donde el agua potable es un recurso muy escaso podria suponer una ventaja a
la hora de utilizar morteros fabricados con agua bruta. Asi se abre una linea de
investigacion para estudiar también su posible utilizacion en hormigones.
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Resumen

Los Incendios Forestales constituyen un fenémeno natural que ha sufrido una
importante proliferacion con la aparicion del ser humano (2000%) y se prevé que
continlien aumentando ante el cambio climatico y las tendencias actuales de la sociedad.
Un mayor conocimiento de sus mecanismos de propagacion y sus efectos sobre el
entorno permite realizar una toma de decisiones tanto en la prevencion como en la
extincion mas acorde a la realidad, con el beneficio que esto conlleva para el medio
natural, la sociedad y la seguridad de las personas involucradas. En la presente
comunicacion se exponen algunos de los resultados obtenidos durante las quemas
controladas experimentales en alta intensidad realizadas en los parajes de Los
Boquerones (Coérdoba), El Cinchal (Cadiz) y el Campus de Rabanales (Cordoba),
detallandose el efecto que el fuego provoca sobre la meteorologia local (temperatura,
humedad relativa y velocidad y direccion del viento). También se ofrece una relacion
entre las caracteristicas de las masas de coniferas, el efecto del viento y la propagacion
de los incendios. Estos estudios se adscriben al proyecto RTA 2014-00011-C06-03
titulado “Reduccion de la Severidad del Fuego Mediante Nuevas Herramientas y
Tecnologias de Gestion Integrada de la Proteccion contra los Incendios Forestales
(GEPRIF)”.
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Fundamentos

Los Incendios Forestales constituyen un fendmeno de gran importancia, tanto por sus
efectos ecologicos sobre el medio natural como por el elevado impacto econdomico que
presentan (~700M € tan solo en labores de extincion). Este fenomeno ha ocurrido a lo
largo de la historia de nuestro planeta de manera natural, lo que ha implicado la
adaptacion de las especies; la proliferacion del hombre por el planeta ha provocado, sin
embargo, un fuerte incremento del nimero de incendios forestales por causas humanas,
llegando a suponer en términos generales un incremento del 2000% en el numero de
sucesos. Esto se ha visto agravado por 1) el cambio climéatico y por ii) los cambios en la
sociedad, que tiende al éxodo rural, dando lugar a un abandono de las actividades
tradicionales del monte y a una acumulacion de materiales vegetales combustibles. La
lucha contra los Incendios Forestales se encauza en tres lineas: la concienciacion social,
la prevencion forestal y la extincion del propio incendio. En el marco de la II
convocatoria de becas “Semillero de Investigacion” y relacionado con el proyecto RTA
2014-00011-C06-03 titulado “Reduccion de la Severidad del Fuego Mediante Nuevas
Herramientas y Tecnologias de Gestion Integrada de la Proteccion contra los Incendios
Forestales (GEPRIF)” el autor de la presente comunicacion ha profundizado en las dos
ultimas de estas tres lineas durante la colaboracion con el Laboratorio de Incendios
Forestales (LABIF) de la Universidad de Cérdoba mediante el estudio del rozamiento
de las masas de coniferas sobre la velocidad del viento (Coeficiente de Friccién o
WAF), con el subsiguiente efecto en las velocidades de propagacion del incendio y el
estudio del efecto de la energia desprendida por el propio incendios sobre la
meteorologia del entorno.

Metodologia
Se han perseguido dos propositos con dos lineas metodoldgicas diferenciadas:

a) Estudio del rozamiento de las masas de coniferas sobre la velocidad del viento. Se
realizd una caracterizacion minuciosa de las masas forestales en parcelas modelo de
la Sierra de Los Filabres (Almeria) y se correlaciond con las velocidades del viento
monitorizadas en diversos puntos de dichas parcelas.

b) Estudio del efecto de las masas de aire sobre el comportamiento del fuego y
viceversa. El efecto de las masas de aire sobre el comportamiento de un frente de
llamas, asi como el estudio del efecto de la energia desprendida por un frente de
llamas sobre las masas de aire se ha realizado mediante la distribucion a distintas
alturas y en distintos puntos del espacio de estaciones meteorologicas durante el
desarrollo de quemas controladas experimentales con el apoyo del Plan INFOCA.

Resultados
a) El estudio del efecto de las distintas caracteristicas de las masas de coniferas
sobre la proporcion entre el viento general y el viento a ras de suelo (altamente
influyente en la propagacion del fuego) muestra diversas relaciones,
destacdndose la relacion logaritmica respecto a la densidad de las copas de los
arboles (Figura 1).
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Estas relaciones suponen una herramienta til para el gestor forestal de cara a la
planificacion de la prevencion contra incendios y el dimensionamiento de los
aprovechamientos forestales. Este estudio fue publicado en el 7° Congreso
Forestal Espafiol [1].

0,45

04

0,35

y =-0,3In(x)- 0,181
03

CF

0,25
02

0,15
0,14 0,16 0,18 0,2 0,22 0,24 0,26 0,28
Densidad Aparente de Copas (kg/m3)

Figura 1. Relacion entre la densidad de las copas (kg-m-3) en el eje de abscisas y el
coeficiente de friccion en el eje de ordenadas (adimensional). R2= 0,89. ¢=0,06(%0,03).

b) El estudio del efecto de la energia desprendida por un Incendio Forestal muestra
para el caso de estudio como el fuego genera su propio clima a medida que
evoluciona, interactuando con el entorno, produciendo variaciones en la
temperatura (Figura 2), humedad relativa y velocidad del viento. El fuego se
comporta como un centro de bajas presiones, que calienta el aire que le rodea y
lo hace ascender (Figura 3). Este fendémeno genera unas corrientes de succion
hacia el incendio, para ocupar el aire que anteriormente se encontraba alli.
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Figura 2. Variacion de la temperatura (°C) a nivel del suelo a lo largo de la duracion

del experimento en la parte inferior del flanco (FI), en la parte media del flanco (FC),

en la parte superior del flanco (FS) y en la cabeza de la propagacion (CA).

De cara a las temperaturas, en el flanco, la
temperatura sube rapidamente (12:15) para caer
progresivamente hacia la temperatura original al
disolverse la columna de humo (11:28). Por su
parte, en la cabeza a nivel del suelo se sufre al
inicio un calentamiento debido a la ascension del
aire caliente pegado a la ladera (12:16), hasta que
el aumento de la energia liberada es capaz de
consolidar una columna convectiva, despegando
el aire caliente de la ladera y produciéndose una
succion de aire frio a ras de suelo, puesto que el
aire caliente se encuentra en altura. Es por ello
que se produce un descenso en los registros
tomados en divisoria, coincidente con los
maximos de temperatura en el resto de puntos. La

extincion del frente de llamas (11:28) produce
una disipacion del fendémeno. En términos
generales se puede indicar que la quema cred su
propio ambiente de fuego, con un ascenso del aire
caliente hacia las capas superiores, generando una
columna convectiva de entidad y produciendo un
enfriamiento del aire en la parte inferior de la
parcela. Se pudo apreciar una diferencia maxima
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de 15 grados entre los registros de una y otra estacién durante el desarrollo de la
columna de humo.

En la humedad relativa el efecto de la succioén del frente y ascenso del aire
caliente por medio de la columna convectiva adquiri6 mayor importancia. Se
constaté un cambio en la cabeza de la propagacion desde aproximadamente el
30% a mas del 75%. Las oscilaciones de la humedad fueron periddicas en
cabeza, no siendo la humedad regular o constante como las estaciones de flanco.
La direccion del viento muestra una homogeneizacion distendida en el tiempo,
por la cual las estaciones en el flanco se alinean con el frente de llamas cuando
este sobrepasa su posicion. Mas especial es la situacion de la estacion en la
divisoria o cabeza, respecto a las estaciones de flanco. En este caso, se presenta
un mayor retraso temporal y los cambios son mdas acusados, indicando mas
claramente la posicion de la columna convectiva al verse afectada por una de las
corrientes de aire frio que alimentan la reaccion de combustion debido a la
succion del fuego como centro de bajas presiones, puesto que el aire caliente ha
ascendido configurando la columna convectiva.

Conclusiones

El estudio en profundidad tanto de los incendios forestales en si mismos, como de los
elementos del entorno que influyen en su propagacion es clave para minimizar los danos
y perjuicios futuros. En este sentido, la relacién entre el coeficiente de friccion y las
caracteristicas de la masa permitira a los gestores forestales realizar una prevencion mas
efectiva en materia de incendios forestales, permitiendo evitar la ocurrencia de
fendémenos altamente exotérmicos de incendios de copa. El estudio de la meteorologia
del incendio y la interrelacion que presenta con el propio incendio es clave para poder
predecir, en un futuro, la ocurrencia de fendmenos extremos que pongan en riesgo la
vida de los combatientes y de la poblacion en general.
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