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Prologo

El comienzo de algo nuevo viene acompafiado de sensaciones de ilusion,
esperanza e incertidumbre. Cuanto mas cuando nos encontramos con un grupo de
jovenes universitarios a punto de finalizar sus grados y masteres que se inician en
el mundo de la investigacion. Las diferentes fases de una carrera profesional
estan jalonadas por hitos que marcan transiciones entre las diferentes etapas, que
simbolizan pasos adelante, como asi pretenden representar estas paginas donde se
recogen las primeras contribuciones a la Ciencia de un elegido grupo de

estudiantes de la Universidad de Cordoba.

El conocimiento, su desarrollo y aplicaciones estan cada vez mas presentes en la
sociedad, que va cambiando cada vez mas rapidamente, adaptandose a la llegada
de nuevos avances tecnoldgicos. En un mundo de personas cada vez mas
especializadas, pero a la vez més interconectadas, es necesario avanzar en todos
los ambitos del saber. En este paradigma, la mision de la Universidad no es
Unicamente recoger, transmitir y generar el conocimiento, sino también ensefar a
las nuevas generaciones como se avanza en las fronteras del saber y como se
aplican los resultados a paliar los problemas actuales 0 a generar nuevas

oportunidades de desarrollo.

A investigar se aprende investigando, por lo que es necesario que nuestros
jovenes mas brillantes y motivados entren en contacto con los grupos de
investigacion de la universidad y vayan asimilando las dosis de trabajo
sistematico, rigor, originalidad, utilidad y belleza inherentes a la actividad
cientifica. La Universidad de Cordoba cuenta con grupos de investigacion de
primer nivel internacional y con estudiantes con grandes capacidades e interés
por el mundo de la ciencia, que es necesario conectar. Es competencia de las
instituciones universitarias el facilitar la interaccién entre ambos haciendo uso de
las herramientas de las que dispone en su Plan Propio de Investigacion,

fomentando la integracion temporal de alumnos en grupos de investigacion y



organizando un congreso en el que aquellos puedan presentar y debatir sus

primeros resultados cientificos y, como no, verlos publicados.

Los trabajos de este volumen pertenecen a las diferentes ramas del saber, todas
ellas cultivadas de manera excelente en nuestra institucion, presentan el
denominador comun de la ilusion por el trabajo bien hecho y la consecucién de

resultados de interés para la comunidad cientifica y la sociedad.

La investigacion es una de las sefias de identidad de la Universidad de Cordoba y
por ello es nuestra mision mantener el nivel de calidad alcanzado y, a ser posible,
mejorarlo. En este contexto se sitUa esta iniciativa que pretende generar buena
tierra para que el talento de nuestros estudiantes, como las semillas de mostaza,
pueda crecer y desarrollarse dando buenos frutos. Los diferentes trabajos que,
tanto en la presente como en pasadas ediciones se han presentado, nos inspiran la

confianza de que asi sera.

Cordoba, mayo de 2021
Antonio J. Sarsa Rubio

Coordinador de Investigacion
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Capitulo 1. Aditivos para el tratamiento de la corrosion en el hormigén basados en
Hidrotalcitas

Capitulo 1. Aditivos para el tratamiento de la corrosion en el hormigon
basados en Hidrotalcitas

David Caballero Armenteros

Universidad de Cordoba. Departamento de Quimica Inorganica e Ingenieria Quimica.
Facultad /Escuela de Ciencias.

E-mail: davidcaballerou@gmail.com

Resumen

Este trabajo se ha ocupado de estudiar el comportamiento de los hidroxidos dobles
laminares como aditivos funcionales a emplear en materiales de base cemento,
sustentado en el enorme impacto socioeconomico que produce el deterioro de estos
materiales debido a procesos corrosivos. De este modo, se ha optimizado la respuesta de
estos compuestos laminares ante la corrosion inducida por cloruros mediante diversas
vias.

Primero, escogiendo el tamafio de particula y la dosis mas adecuada, debido a que una
sobredosificacion puede tener efectos negativos. Posteriormente, se ha elegido inhibidor
a incorporar en HDL, tanto por su influencia sobre las propiedades del hormigon como
por su eficacia a la hora de inhibir la corrosion.

Una vez establecidos todos los parametros de interés, se ha propuesto una ruta de
sintesis para alcanzar el producto deseado, ademas de distintos métodos para
caracterizarlo (DRX y FT-IR). Por tltimo, se ha evaluado la eficacia del HDL propuesto
para combatir la corrosion mediante ensayos tales como medidas electroquimicas o la
estimacion del coeficiente de difusion de los cloruros en la matriz cementosa.

Fundamento y presentacion de resultados

Este estudio se fundamenta en una propiedad de interés que presentan las hidrotalcitas,
que consiste en la capacidad de intercambio anidnico. Esta caracteristica se basa
principalmente en la estructura de dichos compuestos, formada por laminas que
contienen cationes divalentes y trivalentes (magnesio y aluminio, por ejemplo). El
aluminio, presente en las laminas mediante sustituciones isomorficas del cation
divalente origina una carga positiva neta, que serd& compensada por aniones en el
espacio interlaminar, también ocupado por moléculas de agua. Su propiedad de
intercambio anidnico implica que, si estos compuestos laminares se introducen en un
medio que presente aniones cloruro (responsables de la corrosion inducida por
cloruros), estos pueden intercambiarse por los que ya estaban presentes en la
hidrotalcita, quedando asi retenidos y retardando la corrosion [1,2].

La corrosién inducida por cloruros se da lugar cuando dichos aniones se acumulan en la
interfase acero-hormigén a una concentracion determinada. Por debajo de dicha
concentracion el proceso corrosivo sencillamente no ocurre. Por tanto, capturando los
cloruros en las hidrotalcitas se puede retardar la aparicion de la corrosion. Otro aspecto
de interés radica en que estos compuestos laminares se pueden modificar para



mailto:davidcaballerou@gmail.com

Capitulo 1. Aditivos para el tratamiento de la corrosion en el hormigén basados en
Hidrotalcitas

incorporar en su estructura inhibidores de corrosion (como p-AB), que serian liberados
cuando la hidrotalcita capturara los aniones cloruro, mitigando ain mas dichos efectos
corrosivos [1].

Por tanto, este trabajo ha consistido en sintetizar una hidrotalcita, caracterizarla, y
comprobar que es eficaz en estos tratamientos anticorrosivos que se presentan en las
barras de acero embebidas en el hormigon. Para la sintesis se empled el método de
coprecipitacion, con el que se obtiene la hidrotalcita de carbonato (Mg2Al-CO3).
Posteriormente se calcina el compuesto con lo que pierde su estructura laminar y los
aniones interlaminares. Finalmente, se rehidrata en presencia del anion inhibidor de
corrosion de interés, en este caso p-aminobenzoato (pAB). Las condiciones de la
sintesis pueden influir en el tamafio de particula obtenido, siendo este de especial
importancia, ya que influye tanto en las propiedades mecanicas del hormigén como en
la eficacia contra la corrosion [3, 4].
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Figura 1. Difractogramas de rayos X de los distintos tipos de hidrotalcitas obtenidas

En la Figura 1 se muestran los difractogramas obtenidos para distintos tipos de
hidrotalcitas mediante rayos X, una técnica muy empleada en la caracterizacion de
HDL. El difractograma inferior representa los resultados obtenidos para una hidrotalcita
de carbonato, y su pico basal indica la existencia de laminas (con un espaciado
interlaminar de 7,8 A). En el central, el pico basal se pierde debido a la pérdida de su
estructura laminar debido a la calcinacidn. Finalmente, en el superior se puede observar
que el pico basal ahora indica un espaciado interlaminar de 15,4 A, debido a que los
aniones aminobenzoato son mas voluminosos que los carbonato. La presencia del
mismo pico que en el grafico inferior sugiere que no todo el carbonato se ha desplazado
por parte de este nuevo anion [5, 6, 7].

En la Figura 2 se muestran las diferentes isotermas de adsorcion a las que se pueden
ajustar los datos experimentales del ensayo en disolucion. El fundamento consiste en
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poner en contacto una cantidad determinada de hidrotalcita con una disolucion que
contiene aniones cloruros. La hidrotalcita ira captando dichos aniones por su propiedad
de intercambio anionico, por lo que la concentracion de cloruros en disolucion, medida
mediante un electrodo selectivo, decaera. Dicho ensayo tiene por objetivo comprobar la
capacidad de intercambio anionico de la hidrotalcita entre el inhibidor incorporado en su
estructura (p-aminobenzoato) y los aniones que se desean retener debido a su actividad
corrosiva (cloruros). Ademas, permite cuantificar la cantidad maxima de cloruro que
puede captar dicha hidrotalcita por unidad de peso [3].
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Figura 2. Isoterma de adsorcion de los aniones cloruros sobre una hidrotalcita (Mg2Al-
PAB)

Finalmente cabe destacar que la adicion de estos compuestos modifica las propiedades
mecanicas del hormigdn. Algunos parametros que influyen son el tipo de hidrotalcita, el
inhibidor escogido, el tamafio de particula, y especialmente, la dosificacion. Por debajo
de dosis del 2% en peso no hay efectos negativos en las propiedades del hormigon, e
incluso se llegan a apreciar mejoras en ensayos de resistencia a la compresion y la
flexion. Por tanto, esta dosis ofrece un excelente compromiso entre propiedades
mecanicas y eficacia frente a la corrosion.
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sobre materiales basados en grafeno
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Resumen

El grafeno es un material novedoso que presenta propiedades singulares que lo hacen
particularmente interesante en diversas aplicaciones como dispositivos eléctricos,
sensores y catalizadores, entre otras. Ademas, para su aplicacion en algunas areas, la
estructura grafénicadebe ser modificada. El grafeno funcionalizado con un modelo
[FeFe]-hidrogenasa podria utilizarse como fotocatalizador para la produccién de
hidrogeno. Estos sistemas biomiméticos serian de gran interés, pues no necesitarian
platino, un metal escaso y caro. El hidrogeno podria reemplazar los combustibles
fosiles, siendo un portador de energia que se generaria rompiendo agua
fotoquimicamente.

En este trabajo se han sintetizado dos tipos de materiales basados en grafeno, unos de
tipo Oxido grafitico (GO) y otros denominados puntos cuanticos (quantum dots) de
grafeno (GQD), ambos funcionalizados con grupos tioles (GOSH yGQDSH,
respectivamente). La incorporacion de complejos de hierro en estos materiales ha
permitido la formacion de los respectivos materiales hibridos biomiméticosGOSFe y
GQDSFe. Todos los materiales sintetizados han sido caracterizados mediante diversas
técnicas, lo que ha permitido proponer sistemas fotocataliticos basados en el modelo
[FeFe]-hidrogenasa para produccion de hidrégeno en un futuro.

Fundamento y presentacion de resultados

La modificacion de la estructura grafénica es de gran relevancia para aplicaciones como
catalisis [1]. La funcionalizacion de estos materiales con grupos tioles es muy
interesante ya que mejora las propiedades fisicoquimicas, el area superficial y la
interaccién covalente con metales, entre otras. Dicha incorporacién se consigue de
forma controlada y selectiva mediante una reaccion de monotiolacion utilizando tiourea
como reactivo [2].

El enfoque biomiméticoque utilizan los sitios activos de catalizadores basados en
modelos [FeFe]-hidrogenasa en la produccion de hidrégeno ha recibido gran atencion
ya que las enzimas catalizan dicha reaccion con altos rendimientos [3].

La caracterizacion de los materiales basados en GO se estudié mediante Espectroscopia
Raman (Figura 1). La relacion de intensidades de las bandas D/G revel6 unaumento de
desorden en la estructura tras la funcionalizacidn con grupos tioles [2]. Sin embargo, los
materiales GOSH y GOSFe presentaron semejante desorden estructural.
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Figura 1. Espectros Raman de GO, GOSH y GOSFe

Mediante XPS se comprob0 la presencia de grupos tioles en GOSH tras la reaccion de
monotiolacién (Figura 2) [2]. Ademaés, se confirmé el anclaje de hierro en la estructura
obteniéndose una banda centrada a 711 eV en el espectro XPS Fe2p (Figura 3) [3]. La
insercion de grupos tioles en la estructura de GOSH se confirm6 mediante Analisis
Elemental con el que se obtuvo un valor de 4.9 %S. Por otro lado, la cantidad de hierro
en el material se cuantifico mediante ICP-MS obteniéndose 0.82 mmol de Fe/g de
material.
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Figura 2. Espectro XPS S2p de GOSH Figura 3. Espectro XPS Fe2p de GOSFe

La caracterizacion de los materiales basados en GQD se abord6 mediante FTIR (Figuras
4y 5). Los resultados confirmaron la presencia de dobles enlaces en las estructuras, asi
como la de grupos tioles en GQDSH. También se puso de manifiesto la presencia de
grupos acido carboxilico y grupos hidroxilo. La introduccion de grupos tioles en la
estructura parecié haber producido la transformacion de grupos acido carboxilico,
puesto que se modificd la absorcién en la zona de 3000 cmty desaparecié la vibracién
de tension del grupo carbonilo.
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La presencia de grupos tioles en GQDSH tras la reaccion de monotiolacionse confirmé
mediante XPS (Figura 6) [2], al igual que el anclaje de hierro (Figura 7) [3].Las
medidas de Analisis Elemental e ICP-MS dieron valores de 7.8 %S y 1.59 mmol de

Fe

/g de material.
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Figura 7. Espectro XPS Fe2pde GQDSFe

El sistema fotocatalitico propuesto se observa en la Figura 8. En presencia de ascorbato
y luz solar, el complejo de [Ru(bpy)s]?* se reduciria a [Ru(bpy)s]*. EI complejo de Ru
reducido con el catalizador (GOSFe o GQDSFe) daria lugar al catalizador de Fe
reducido. Por altimo, el catalizador de Fe reducido en presencia de H* generaria Hz [4].
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Figura 8. Ciclo catalitico para la reduccion fotoquimica de protones

Bibliografia

[1] L. Feng, Z. Qin, Y. Huang, K. Peng, F. Wang, Y. Yan & Y. Chen. Boron, sulfur,
and phosphorusdoped Graphene for environmental applications. Science of The Total
Environment, 698, 134239-134257, (2020).

[2] A. Munir, T. U. Hag, A. Qurashi, U. H. Rehman, A. Ul-Hamid, & I. Hussain.
Ultrasmall Ni/NiO nanoclusters on thiol-functionalized andexfoliated graphene oxide
nanosheets for durable oxygen evolution reaction.ACS Applied Energy Materials,2,
363-371, (2018).

[3]. D. Streich, Y. Astuti, M. Orlandi, L. Schwartz, R. Lomoth, L. Hammarstrom& S.
Ott. HighTurnover Photochemical Hydrogen Production Catalyzed by a Model
Complex of the FeFeHydrogenase Active Site.Chemistry-A European Journal,16, 60-
63, (2010).

[4] M. E. Ahmed, S. Dey, B. Mondal & A. Dey. H> evolution catalyzed by a
FeFehydrogenase synthetic model covalently attached to graphite surfaces.Chemical
Communications, 53, 8188-8191, (2017).

14




Capitulo 3. Palillos de madera recubiertos de nylon-6 acoplados a espectrometria de masas,
una alternativa para la determinacion de drogas de abuso en saliva

Capitulo 3. Palillos de madera recubiertos de nylon-6 acoplados a
espectrometria de masas, una alternativa para la determinacion de
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Jaime Millan Santiago, Maria Teresa Garcia Valverde, Rafael Lucena, Soledad
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Universidad de Cérdoba. Departamento de Quimica Analitica. Facultad de Ciencias.
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Resumen

Durante el desarrollo de este trabajo, se han utilizado palillos de madera recubiertos de
nylon-6 para la determinacién de diferentes drogas de abuso, concretamente metadona,
cocaina y metanfetamina, en muestras de saliva mediante infusion directa acoplada a
espectrometria de masas. Se realizé un analisis multivariante para optimizar las
variables que afectan significativamente al proceso de extraccion, a saber: tiempo de
extraccion, dilucion de la muestra y nimero de dips. Los valores optimos obtenidos
fueron 45 minutos de extraccion, una dilucion de la muestra de 1:4 y 2 dips. EI método
permite el andlisis simultaneo de las muestras, proporcionando una frecuencia de
analisis de 22 muestras/hora. ElI método analitico se validé en términos de LOD, LOQ,
rango lineal, exactitud y precisién. Se compararon los LODs obtenidos con los valores
umbral recogidos en la Normativa Europea DRUID. El método planteado es valido para
la deteccidn de casos positivos en tests de drogas.

Fundamento y presentacion de resultados

Durante los ultimos afios, la madera ha cobrado importancia en el ambito de la
microextraccion. El formato mas utilizado son los palillos de madera debido a su alta
porosidad, elevada rigidez, bajo precio y numerosos grupos -OH superficiales que
permiten su modificacion quimica. Los palillos de madera se han utilizado en dos
modalidades en microextraccion: como fase sorbente realizando las etapas de
acondicionamiento, extraccion y elucién y como sustrato en el que se deposita la
muestra para su posterior analisis [1,2].

Los palillos se recubrieron con nylon-6 (3% p/v en acido férmico) mediante la técnica
dip-coating [3]. El recubrimiento permite introducir interacciones hidrofobicas y
puentes de hidrogeno entre el sorbente y los analitos, mejorando la limitada capacidad
de extraccion de los palillos sin recubrir.

El proceso de extraccion consistié en el tratamiento de 1,5 mL de saliva a pH 10 en
viales de HPLC. Las etapas de extraccion, lavado y elucién se llevaron a cabo en un
agitador orbital de manera simultanea para todas las muestras. Los extractos se
analizaron por infusion directa acoplada a espectrometria de masas, permitiendo la
eliminacion de la etapa de separacion cromatogréafica.
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Se llevo a cabo un analisis multivariante de aquellas variables que presentan una mayor
incidencia en el proceso de extraccion: tiempo de extraccion, dilucion de la muestra y
namero de dips. Para ello, se realizo un disefio Box-Behnken con 15 experimentos por
duplicado [4]. En la Tabla 1, aparecen el valor mas bajo y el mas alto a los que se
estudié cada variable, asi como los valores éptimos.

Tabla 1. Valores éptimos de extraccion

Factor Valor mas bajo Valor mas alto Valor 6ptimo

DIPs 1 15 2
Tiempo de extraccion 15 45 45
Dilucion de la muestra 0 4 4

En la llustracién 1 aparece el efecto de cada variable para cada analito. Se observé que a
medida que el tiempo de extraccion aumenta, la extraccion queda favorecida. No se
consideraron mayores tiempos de extraccién para mantener una alta frecuencia de
andlisis. La dilucion de la muestra es imprescindible porque la elevada viscosidad de la
saliva dificulta el transporte por difusion de los analitos entre el seno de la disolucién y
el material sorbente. A medida que aumenta la dilucion de la muestra, el rendimiento de
extraccion fue superior. Para el caso de la metadona y la cocaina, el rendimiento de
extraccion disminuye a medida que aumenta el nimero de dips. Sin embargo, a medida
que aumenta el nimero de dips, se favorece la extraccion de la metanfetamina.

El método analitico se valido utilizando muestras blanco de saliva fortificadas a la
concentracion adecuada. El rango dindmico se calculo a ocho niveles de concentracion
entre el LOQ y 250 ug L (Tlustracion 2). Los LODs y LOQs fueron 1,5 ug Lty 5 pg
L, respectivamente para todos los analitos. El rango dinamico oscil6 entre los LODs y
250 pg L. La precision se calculé y expresd en términos de desviacion estandar
relativa (DER) a tres concentraciones diferentes: 5 ug L™, 25 ng L't y 250 ug L. Las
DER oscilaron entre 3,4% y 18.5%. La exactitud, calculada como rendimiento de
extraccion, fue satisfactoria.

A 1400 = 004530+ 03765 B 7.00 y = 0.0218x + 02176 C 300 y = 0,0858x + 10,1387
12,00 i 6,00 R*=09838 25,00 R?=D,0878

oo .
5 6.00 g 3.00 :;‘-’ 1500
4,00 2,00 10,00

2,00 1,00 5,00

0,00 0.00 0,00

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200
Concentration (ug L") Concentration (pg L-1) Concentration (pg L)

llustracion 1. Rectas de calibrado de los analitos: (A) Metadona, (B) Cocainay (C)
Metanfetamina
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Segin la Normativa Europea DRUID [5], los valores umbral para detectar casos
positivos en un test de drogas en saliva son 22 ug LY 170 pg L y 410 pg L para
metadona, cocaina y metanfetamina, respectivamente. Los LODs obtenidos mediante
este método, 1,5 pg L*, se compararon con los valores umbral establecidos en la
Normativa Europea DRUID. De esta manera, el método propuesto permite detectar
casos positivos en tests de drogas.
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Resumen

Las biocapsulas son un novedoso sistema natural de inmovilizacion de levaduras,
consistente en una esfera de inmovilizacion formada a partir de las hifas de un hongo en
crecimiento en un medio especifico que propicia la unién de las células de levadura a
las hifas. El resultado, son unas esferas consistentes en dos microorganismos distintos
que pueden utilizarse para realizar fermentaciones alcohodlicas. Debido a los beneficios
derivados de su uso en procesos de produccion de etanol y de bebidas, y con el fin de
facilitar su comercializacién para su uso a nivel industrial, se procedio a realizar la
deshidratacion de las biocapsulas y a estudiar la viabilidad del método de secado, en
comparacion a su version en fresco (sin secar) y a la comparacion con perlas de alginato
(otro de los sistemas de inmovilizacion celular mas utilizado) deshidratadas y en fresco,
y con células de levadura libres frescas y secas como control, con el fin de poner de
manifiesto los beneficios y desventajas del método de secado sobre las células de
levadura en distintos formatos. El secado se realiz6 en una estufa durante una semana a
40°C, y posteriormente se utilizaron las levaduras en sus distintos formatos para
fermentar un medio sintético YPD, encontrando que el método de secado afectd
seriamente a las levaduras en cada uno de los métodos.

Fundamento y presentacion de resultados

La inmovilizacion de levaduras es un proceso por el cual se mantiene retenidas las
células de levadura en un soporte determinado, manteniendo su actividad metabdlica
[1]. En este soporte, se encuentra una alta densidad de células, que se sabe que ofrece
diversas ventajas en la fermentacién como una mayor velocidad de fermentacion, una
facilidad para retirar del medio las levaduras cuando sea necesario, un menor riesgo de
contaminacion, una mayor resistencia de las células al etanol [3,4], una reduccién en los
costes de produccion [5]. En la industria se han utilizado células inmovilizadas para la
produccién de siropes de fructosa o aminoacidos estereospecificos, y se ha investigado
su uso para la produccién de combustibles alternativos a los obtenidos por el petrdleo,
como el bioetanol, entre otros usos [7].

Es por sus ventajas y su potencial utilizacion por lo que es necesaria mayor
investigacion acerca de como usar células inmovilizadas, puesto que no es un método
muy extendido. Para ello se ha estudiado el uso de las biocapsulas de levadura [6]
debido a que es un método natural de inmovilizacion espontanea que produce ciertas
ventajas en la fermentacion sobre otros métodos convencionales [2]. Para facilitar la
comercializacion y el uso, se ha estudiado la viabilidad del proceso de secado en las
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biocapsulas. Para ello, se procedio a la deshidratacion de las biocapsulas durante 7 dias
en un horno a 40°C, realizando el mismo proceso en células de levadura libres (sin
inmovilizar) y en perlas de alginato, uno de los métodos de inmovilizacién celular mas
utilizados, para comparar las fermentaciones realizadas por cada uno de los distintos
métodos en formato fresco y seco, obteniendo disminuciones del peso de un 74% en
biocapsulas y de un 98% en perlas de alginato al deshidratarse (Fig. 1), manteniendo las
células inmovilizadas en la esfera antes de comenzar la fermentacion. Para la
fermentacion se utilizé un medio sintético YPD.

1000.00

100.00
00
S
2
o0
o°

T
10.00
1.00
Biocdpsulas secas Biocapsulas Perlas secas Perlas

Figura 1: Efecto del secado de las esferas de inmovilizacion. Pérdida de peso de cada
formato después del secado en escala logaritmica

Los resultados obtenidos tras la fermentacion sugieren que el método de secado afectd
seriamente a la capacidad fermentativa de las levaduras. En la figura 2 puede observarse
como el método de secado afectd6 enormemente al metabolismo de las células de
levadura, tanto libres como inmovilizadas, incluyendo a aquellas células libres
utilizadas como control, puesto que sus producciones de etanol antes del secado son
mucho mayores al compararlas después del secado. La explicacion de este hecho es que
el secado continuado durante 7 dias ha afectado a la viabilidad celular, alterando su
metabolismo y por tanto reduciendo la cantidad de etanol que las células han podido
producir, lo que descartaria otras posibles hip6tesis como baja viabilidad de los métodos
de inmovilizacion o baja productividad de las células.
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Figura 2: Produccion de etanol de cada método

Ademas, otro efecto indeseado del secado de las levaduras por este método ha sido la
aparicion de microorganismos contaminantes en todos los formatos deshidratados.

Por ello, de cara a un posible uso a nivel industrial de las biocapsulas, seria deseable
buscar otras alternativas a este método de secado con el fin de aumentar la
productividad, eliminar la contaminacion y facilitar asi el manejo industrial, tanto para
produccién de bioetanol como para produccion de bebidas alcohdlicas, teniendo como
candidato principal para posibles futuras investigaciones, la liofilizacion celular como
método de deshidratacion.
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Resumen

El hongo filamentoso del suelo Fusarium oxysporum es un patdégeno vegetal que causa
marchitez vascular en una gran diversidad de especies vegetales, produciendo
importantes pérdidas econémicas en los cultivos a nivel mundial. La homeostasis de los
iones metalicos, entre los que se encuentra el cobre, se ha demostrado importante, sobre
todo en patogenos animales. En el presente trabajo se han analizado los mecanismos de
homeostasis del cobre en la cepa F. oxysporum f. sp. lycopersici, un aislado patégeno
del tomate, y se ha estudiado de forma experimental el proceso de detoxificacion del
cobre. Se han identificado dos proteinas importantes en el proceso de detoxificacion,
correspondientes al factor de transcripcion AceA y a la ATPasa de tipo P CrpA, cuya
regulacion se encuentra controlada por AceA. Los mutantes nulos en el gen aceA
muestran una disminucion significativa de su capacidad para infectar plantas de tomate,
pero muestran un crecimiento y una expresion relativa de crpA similares a los de la
estirpe silvestre. Estos resultados demuestran 1) que AceA es importante para el proceso
de infeccion de plantas, y 2) que la expresion de crpA, y por tanto la detoxificacion de
cobre, es activada por un mecanismo desconocido e independiente a AceA en F.
oxysporum.

Fundamento y presentacion de resultados

En el presente trabajo se ha realizado, en primer lugar, una revisién bibliografica de los
mecanismos de homeostasis del cobre en diversos patdégenos vegetales, como S.
cerevisiae [1], A. nidulans [2], C. albicans [3] o A. fumigatus [4], entre otros. Este
analisis ha permitido esclarecer los mecanismos principales de importe y detoxificacion
de cobre que se encuentran altamente conservados. Los resultados obtenidos mediante
analisis in silico parecen indicar que en F. oxysporum el mecanismo de detoxificacion
de cobre también estara basado en el factor de transcripcion AceA y la ATPasa CrpA. A
este respecto, se han realizado una serie de procesos experimentales con el fin de
determinar la veracidad de dicha hipdtesis.

En primer lugar, se llevo a cabo una bdsqueda in silico de los genes aceA 'y crpA en F.
oxysporum. A continuacidn, se procedio a realizar mutantes nulos en ambos genes, para
lo cual se construyeron casetes de delecion de aceA y crpA. Los analisis referidos a
crpA se dieron por finalizados debido a la pandemia global del Covid19. No obstante,
hipotetizamos que las cepas mutantes en este gen mostrarian una virulencia disminuida
con respecto a la cepa silvestre debido a la funcion de CrpA en la detoxificacion de
cobre. Serian necesarios nuevos experimentos que confirmen dicha hipoétesis.
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En cuanto a aceA, una vez obtenidos los mutantes, se realizaron diversas pruebas para
genotipar los transformantes y esclarecer si se trataban realmente de mutantes nulos o
de transformantes con integraciones ectopicas. Se realizaron tres estrategias: PCR
diagnostica, hibridacion Southern y PCR dentro del gen aceA. En todas ellas se
demostro que las cepas 2, 7 y 8 eran perfectos mutantes nulos mientras que la cepa 6
correspondia a un transformante ectopico.

Una vez obtenidos los mutantes aceAA se procedié a estudiar el fenotipo de las cepas 2
y 7 en placas con PDA y una concentracion de cobre creciente (0-2000 puM). En la
Figura 1 se observa un menor crecimiento de las cepas aceAA, en comparacion con la
silvestre, conforme aumenta la concentracion de cobre. No obstante, en ningin caso se
observa un fenotipo tan severo como el esperado y que ha sido publicado para otros
hongos filamentosos [2,4]. Estos datos parecen indicar que, en contraposicion al resto
de hongos analizados, el factor de transcripcion AceA no es el Unico mecanismo
responsable de la detoxificacién de cobre en F. oxysporum.

wt

aceAlA
#2

aceAA
#7

100 1000 2000

X

PDA + CuSO, (uM)

Figura 1. Caracterizacion fenotipica de las
cepas mutantes aceAA 2 y 7 en medio PDA
con una concentracion creciente de CuSO4
(0-2000 pM)

A continuacion, con el fin de corroborar la sobreexpresion de CrpA en condiciones
elevadas de cobre, se analizo la expresion del gen crpA mediante PCR cuantitativa. Las
imagenes obtenidas demuestran una clara participacion en la detoxificacion de cobre,
siguiendo una tendencia que se repite. Se observa que la induccion de la expresion de
crpA tras la adicion de cobre es enorme y muy rapida.

Asimismo, se analiz6 la expresion de crpA en las cepas mutantes aceAA 2 y 7. En
ambos casos no se observan diferencias significativas con respecto a la cepa silvestre,
por lo que hipotetizamos que, al contrario de lo que sucede en otros hongos
filamentosos [2,4], en F. oxysporum debe existir un mecanismo adicional capaz de
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inducir la expresion de este gen. A modo de ejemplo, en la Figura 2 se presentan los
resultados obtenidos para la cepa 2.

aceAA #2
450

400
350
300
250
200
150
100 -
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0 | ——
-Cu 15’ 30’ 60’
sCu

Expresion relativa

Figura 2. Andlisis de la expresion de crpA de
F. oxysporum en el mutante aceAA 2, en
condiciones de ausencia de cobre y 15, 30 y
60 minutos después de la adicion del mismo

Finalmente, se realizo un ensayo de infeccion en plantas de tomate utilizando las cepas
mutantes aceAA 2 y 7, con el objetivo de analizar el comportamiento patotipico de
dichos mutantes. En la Figura 3 se aprecia que la cepa silvestre infecta con éxito las
plantas de tomate, mientras que en las cepas mutantes aceAA 2 y 7 se observa una
disminucion muy significativa en la produccion de sintomas de la marchitez vascular y
todas las plantas sobrevivieron al ensayo.

e Control wt

aceAN#2 aceAN#7

indices de enfermedad

T T T T T T T T T T T d
0O 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias después de la inoculacion (dpi)

Figura 3. Estudio de infeccion en plantas de
tomate con las cepas indicadas, que
representa los indices de enfermedad
producidos con respecto a los dias
transcurridos tras la infeccion
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Conclusiones

1. El factor de transcripcion AceA participa en la detoxificacion de cobre, aunque
no resulta esencial para la misma.

2. En contraposicion con los resultados obtenidos en otras especies fungicas, el
factor de transcripcion AceA no es el Unico mecanismo regulador de la
transcripcion de crpA en F. oxysporum.

3. Lainactivacion de AceA es suficiente para producir una reduccion elevada de la
virulencia del hongo, retrasando la aparicion de sintomas y disminuyendo
enormemente la mortalidad de las plantas.
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Resumen

El trabajo se ha centrado en la descripcion y el estudio de un composite formado por
carbon grafitizado y nanoparticulas de SnOx (x = 1, 2) con el fin de examinar sus
propiedades electroquimicas en baterias de Li-ion. Se ha estudiado y realizado una ruta
de sintesis basada en la obtencion de un complejo de oleato de estafio (I1) para, en un
paso posterior, aplicar una descomposicion térmica del producto sélido a alta
temperatura y en atmdsfera de N junto con acido oleico y 1-octadeceno. La estructura 'y
textura del material sintetizado se determinara mediante diferentes técnicas de
caracterizacion como rayos X, microscopia electrénica, termogravimetria y medidas de
adsorcion fisica de gases, entre otras. En la Ultima etapa del proyecto se abordara el
estudio de sus propiedades electroquimicas en baterias Li-ion. Este estudio se realizara.
tanto en semi-celdas (utilizando Li metal como segundo electrodo de la bateria) y celdas
completas (utilizando como fuente de Li y segundo electrodo el compuesto LiFePO4, un
compuesto atractivo tanto desde el punto vista electroquimico, econdémico, y medio
ambiental)

Fundamento y presentacion de resultados

El uso de nanoparticulas metalicas mejora las propiedades de las celdas electroquimicas,
ya que son muy reactivas y la cinética de reaccion es elevada. Las nanoparticulas de Sn
0 sus 6xidos son muy interesantes, ya que el Sn metal puede reaccionar con el Li por via
electroguimica de forma reversible para formar una aleacién de composicion variable
LixSn (0 < x < 4.4) [1]. Los oxidos SnO y SnO; son facilmente reducibles, asi que
pueden usarse como materiales de partida para la preparacién del anodo de la bateria. Al
partir de SnOg, las reacciones serian:

Reaccion de conversion (irreversible): SnO2 +4 Li* +4 e — Sn (1)
Reaccion de aleacion (reversible): Sn+ x Li* + x e 2 LixSn (2)

La reaccion de aleacidn suministraria una capacidad tedrica: 993 mAh/g, muy superior a
la del grafito (372 mAh/qg), siendo esta propiedad la causa principal de la propuesta de
este elemento como alternativa al grafito. Esta reaccion posee un gran inconveniente,
produce un importante cambio de volumen al formarse la aleacion Li-Sn. Estos cambios
darian lugar a la ruptura de las particulas con la consiguiente pérdida de capacidad del
electrodo, aunque se puede mitigar trabajando con particulas de tamafio nanométrico,
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y/o afiadiendo un componente que amortigie las tensiones [2]. Este componente puede
ser el C que, ademas, también reacciona con el Li de manera reversible.

La sintesis del composite C/Sn(O) consiste en la descomposicion térmica del complejo
de oleato de estafio (I1), obtenido mediante la sintesis disefiada por Park et al. [3] y Jana
et al. [4] (que ellos usaron obtener nanocristales de Fe203, Cr203, MnO, Co304Yy NiO).

Se emplearian diversas técnicas de caracterizacion como son: técnicas de difraccion de
rayos X (XRD), andlisis termogravimétrico (TGA), microscopia electronica de
transmision (TEM) y barrido (SEM), y las técnicas de adsorcion de gases, (BET)
fundamentalmente. Gracias a ellas se conoceria la composicion final del compuesto
sintetizado, y la estructura, morfologia, textura y area superficial del composite final
C/Sn(0), que se empleara para estudiar las propiedades electroquimicas. Una vez
caracterizado el composite C/Sn(O) se prepararia el electrodo y se realizaria el montaje
de la celda electroquimica (pila de tipo boton) para estudiar las caracteristicas
electroquimicas del composite. En este trabajo, se realizo un estudio comparativo de los
resultados electroquimicos adquiridos en sistemas semejantes al que se pretendia
obtener en el procedimiento practico de esta investigacion.

Uno de los articulos analizados ha sido el correspondiente al estudio realizado por
Gupta et al. [5]. Sobre este caso basaremos los fundamentos de los resultados esperables
en el desarrollo practico de la investigacion.

En la llustracion 1 a) se puede observar el voltagrama ciclico resultante. En el primer
barrido catddico se observa un pico a 0.76 V, correspondiente a la reduccion del SnO; a
Sn metal, mediante la reaccion de conversion (1), y a la formacién de la interfase sélida
entre electrolito y electrodo (SEI). Los picos situados a 0.09-0.12 V dan cuenta de la
reaccion de aleacion entre estafio y litio, segun la ecuacion (2). En la regidn anddica se
pueden observar tres picos: los de valores 0.13 y 0.54 V se corresponden a la extraccion
de Li* de la aleacion LixSn, mientras que el correspondiente a 1.26 V es debido a la
formacion de SnOy en pequefias cantidades. Conocido el mecanismo de las reacciones
que ocurren y el voltaje al que se dan, se procede a examinar las curvas de carga-
descarga (llustracién 1 b). La celda se cicl6 a 1C en un intervalo de potencial
comprendido entre 0.01 y 1.2 V, salvo en el primer ciclo, que se realizd en un intervalo
de 3 a 0.01V para procurar la insercion de la mayor cantidad de Li* en el carbon,
aportando una capacidad inicial de 2500 mAh/g. La gran capacidad de descarga del
primer ciclo se justifica por la reduccién del SnO» y la formacion de la capa SEI. En el
resto de los ciclos, se trabaja en el intervalo 0.01-1.2V para evitar la formacion de los
oxidos de Sn.

De esta forma, en la descarga solo se obtiene la capacidad proporcionada por la reaccion
de aleacion (2). Finalmente, la celda entrega unos 722 mAh/g al cabo de 100 ciclos,
como puede apreciarse en la medida de ciclado en la imagen 1 c¢). En el modo de rate
capability, ilustracion 1 f), se emplean densidades de corriente crecientes de ciclado y
la celda muestra una buena estabilidad frente a estas. Asi, se confirma que el problema
de la expansion de volumen ha sido solventado por la estructura nanométrica del
composite y la porosidad del carbén.
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llustracion 1. Andlisis electroquimico realizado en Li-ion del electrodo C/SnO2 [5] a)
Curvas de voltametria ciclica registradas a 0.1 mV/s; b) Curvas de carga-descarga a
1C; c¢) Ciclado de descarga a 1C durante 100 ciclos; f) Rate capability a diferente

Estos resultados se contrastaron con varios articulos relacionados, como el trabajo de
los investigadores Wang y He [6]. Todos ellos llegaron a las mismas conclusiones, el
uso de nanoparticulas y la estructura de Carbono amortigua la expansion de volumen.
Esto permite el uso de Sn en el &nodo, mejorando la capacidad del electrodo, lo que
repercute en unas mejores baterias Li-ion.
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Resumen

Hoy en dia, los aceites esenciales poseen una amplia utilidad en el campo de la
perfumeria, aromaterapia y cosmética. Sin embargo, el hecho de que estos extractos
hayan sido empleados a lo largo de los afios como remedios naturales contra
enfermedades despierta cierto interés por estudiar su posible efecto antimicrobiano para
su aplicacién en alimentos. En el presente estudio, se pretende realizar un estudio de
metaanalisis con el objetivo de evaluar el efecto que producen una serie de variables
relacionadas con el origen, método de extraccion y procedimiento analitico in vitro para
la determinacion de la capacidad antimicrobiana de diversos aceites esenciales. Se
estimd el tamafio del efecto para las variables de respuesta diametro de inhibicion y
concentracion minima inhibitoria (MIC) de dichos aceites. Los resultados mostraron
que, para el diametro de inhibicion, las variables que presentaron un mayor efecto
fueron el método de extraccién (hidrodestilacion asistida con microondas) y el solvente
(acetato de etilo, agua, cloroformo y etanol), mientras que los microorganismos que
mostraron una mayor susceptibilidad al efecto del aceite esencial fueron Staphylococcus
aureus y Escherichia coli. En cuanto a la MIC, las variables con mayor efecto fueron la
parte de la planta (corteza) y el método de extraccion (maceracién), siendo el
microorganismo mas sensible Yersinia enterocolitica.

Fundamento y presentacion de resultados

Motivacién del estudio

Los aceites esenciales o esencias, sustancias obtenidas de las plantas aromaticas, han
estado muy presentes en distintos sectores industriales por su amplia aplicacion en el
campo de la perfumeria, cosmética y aromaterapia [1]. Ademas, sus aplicaciones como
medicina natural en los Gltimos afios han despertado cierto interés por investigar su
posible efecto antimicrobiano en alimentos [2], por lo que, a lo largo de los ultimos
afios, se han desarrollado diversos estudios que persiguen evaluar la capacidad
antimicrobiana de algunos aceites esenciales extraidos de vegetales [3, 4, 5, 6]. La
actividad antimicrobiana de un aceite esencial se puede medir a través del diametro de
inhibicion, basada en la medicion del didmetro de un halo formado alrededor de una
colonia microbiana en una placa o medio de cultivo. Asimismo, también se puede
determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC), que es la concentracion minima
necesaria de un aceite esencial para evitar el crecimiento microbiano. Dada la gran
cantidad de estudios existentes al respecto, se pueden aplicar métodos estadisticos como
el metaanalisis, el cual se basa en el tratamiento de informacién procedente de estudios
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bibliograficos para la evaluacion del efecto concreto de una variable objeto de estudio
sobre una serie de variables (factores) que explican la magnitud de dicho efecto [7]. En
el presente estudio se realizé un ejercicio de metaanalisis para la evaluacion del efecto
antimicrobiano de aceites esenciales en base al didmetro de inhibicion y la MIC a partir
de una coleccion de estudios procedentes de la literatura.

Metodologia

Se procedi6 a una recopilacion de estudios cientificos relacionados con el efecto
antimicrobiano de aceites esenciales. De entre ellos, se seleccionaron variables
(factores) tales como origen del aceite esencial (planta y parte de planta utilizadas),
procedimiento de extraccion (método, temperatura y solvente empleados) y
procedimiento de inhibicion (método, medio y dosis del extracto utilizados) frente
diversos microorganismos patogenos y alterantes en alimentos, a continuacion, se
muestra una tabla resumen (Tabla 1) de las variables de entrada y respuesta
seleccionadas.

Tabla 1.- Variables empleadas para el metaanalisis

Variables de entrada Variables de respuesta
StudyID Diametro de inhibicion
Pais MIC
Planta Observaciones

Parte de planta

Método de extraccién

Temperatura de extraccion

Solvente

Bacteria

Método de inhibicién

Medio de inhibicion

Dosis aplicada

Volumen de extracto

Nivel de inéculo

Posteriormente, se procedi a realizar una serie de modelos de metaanalisis para estimar
el efecto de cada una de las variables sobre el didmetro de inhibicion y la MIC.
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Principales resultados y conclusiones

Los resultados generados mostraron que, en el caso del didmetro de inhibicion, los
factores que mayor efecto produjeron resultaron ser el método de extraccion del aceite
esencial (siendo el mas efectivo de todos ellos, la hidrodestilacion asistida con
microondas) y el solvente empleado para la extraccion del aceite esencial (siendo el
agua, el mas efectivo de todos), con un valor promedio de 13,4 y 12,06 mm
respectivamente, mientras que los microorganismos mas susceptibles a la accion de los
aceites esenciales fueron Staphylococcus aureus y Escherichia coli (16,4 y 14,08 mm).
En el caso de la MIC, los factores con mayor efecto fueron la parte de planta empleada
para obtener el extracto (siendo la corteza del vegetal la parte méas efectiva) (1,21 ppm)
y el método de extraccion empleado (siendo la maceracion el mas efectivo) (0,86 ppm),
mientras que el microorganismo mas susceptible resultd ser Yersinia enterocolitica
(0,08 ppm). Los resultados del presente estudio constituyen un punto de partida para la
mejora del disefio de futuros estudios en relacion con la identificacion de las variables
mas significativas sobre el efecto antimicrobiano de aceites esenciales.

Bibliografia

[1] Luengo MTL. Los Aceites Esenciales. Elsevier. 2004; 23(7): p. 88-91.

[2] Alea JAP. Aceites Esenciales: Quimica, Bioquimica, Produccién y Usos: Editorial
Universitaria; 2015.

[3] Hammer KA, Carson CF, Riley TV. Antimicrobial activity of essential oils and
other plant extracts. Journal of applied microbiology. 1999; 86(6).

[4] Lis-Balchin M, Decanos S. Bioactivity of selected plant essential oils against listeria
monocytogenes. Journal of applied microbiology. 2003; 82(6).

[5] Hili P, Evans CS, Veness RG. Antimicrobial action of essential oils: The effect of
dimethylsulphoxide on the activity of cinnamon oil. Letters in applied microbiology.
1997; 24(4); 269-275.

[6] Dogruyol H, Mol S, Cosansu S. Increased thermal sensitivity of Listeria
monocytogenes in sous-vide salmon by oregano essential oil and citric acid. Food
microbiology. 2020; 90.

[7] Martinez FM, Sanchez Meca J. El metaanalisis en el ambito de las Ciencias de la
Salud: una metodologia imprescindible para la eficiente acumulacion del conocimiento.
Fisioterapia. 2009; 31(3);107-114.

32




Humanidades



Capitulo 8. La restauracion historicista en la ciudad de Cordoba

Capitulo 8. La restauracion historicista en la ciudad de Cordoba
Guillermo L. L6pez Merino

Universidad de Cérdoba. Facultad de Filosofia y Letras. Departamento de Historia del
Arte, Arqueologia y Musica.

E-mail: d92lomeg@uco.es

Resumen

El proyecto que presentamos ha pretendido abordar un aspecto aun sin tratar, como es la
transformacion de la ciudad a través de la restauracion historicista de su Patrimonio,
realizando un inventario y catalogacién de las intervenciones que hayan podido
afectarle, ademéas de la sistematizacion de toda la informacién recopilada mediante el
uso de nuevas tecnologias, a fin de convertirla en recurso didactico de utilidad publica.
A través del sistema de informacion geografica SIGEAC, desarrollado por el Grupo de
Investigacion Sisifo (UCO), se ha volcado toda la informacion recopilada para hacerla
accesible a toda la ciudadania, permitiendo su consulta de manera sencilla y directa.
Este trabajo destaca tanto por su caracter interdisciplinar (filosofia, restauracion,
arqueologia, gestion del patrimonio, legislacion, historia del arte, museologia,
didactica...), como por su vocacion internacional y la posibilidad de extrapolar el
modelo a cualquier ciudad histérica.

Fundamento y presentacion de resultados

La ciudad de Coérdoba ha sabido atraer las miradas de un sinfin de visitantes y turistas
gracias a la riqueza historico-artistica que atesora. Sin embargo, su imagen monumental
es fruto de numerosas intervenciones restauradoras acometidas durante décadas. La
historia de la restauracion arquitecténica de la ciudad comienza en el siglo XIX, cuando
Patricio Furriel restaura el Mihrab de la Mezquita (fig. 1), siguiendo criterios
conservacionistas adelantados a su tiempo [1]. Posteriormente, a principios del siglo
XX, el arquitecto Ricardo Velazquez Bosco interviene en el mismo edificio en cubiertas
y portadas exteriores (fig. 2), actuando siempre bajo criterios estilisticos herencia del
siglo pasado [2]. La “Unidad de Estilo” no es exclusiva de este edificio, como se aprecia
en la restauracion de la Puerta del Puente acometida en 1928 (fig. 3), cuando se repite en
su cara norte el disefio original de la cara sur [3].
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Figura 1: Restauracion de Patricio Furriel. Figura 2: Intervencion de Velazquez Bosco
en la Mezquita. Figura 3: Fachada norte de la Puerta del Puente

Los mismos preceptos historicistas fueron empleados durante la alcaldia de Antonio
Cruz Conde (1951-1962), que promovié una serie de actuaciones encaminadas a
potenciar la imagen costumbrista de Cordoba. Aun cuando la Carta de Venecia de 1931
habia ya desterrado las metodologias mas benévolas con el “falso histérico”, durante
estos afos se realizaron restauraciones que falsearon la autenticidad de los principales
monumentos y rincones de la ciudad. Entre ellos sobresalen las intervenciones en el
templo romano (fig. 4), el Alcazar de los Reyes Cristianos, el Salon Rico de Madinat al-
Zahra o los lienzos de muralla de la Puerta de almodévar y la Puerta de Sevilla (fig. 5)

[4].

Figura 4: Templo Romano restaurado por Félix Hernandez. Figura 5: Puerta de Sevilla
antes de su restauracion
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La llegada de la democracia trajo consigo un nuevo marco legal que hizo propios los
criterios restauradores internacionales a favor de la conservacion y la minima
intervencion. Sin embargo, en Cordoba continuaron cometiéndose excesos restauradores
anacronicos. Estas actuaciones tuvieron de nuevo como protagonistas los principales
monumentos de la ciudad, como la Mezquita (sustitucion de las antiguas cubiertas
dieciochescas) (fig. 6) o Madinat al-Zahra (construccion del Gran Pértico Oriental) (fig.

7) [5].

L

Figura 6: Eliminacion de las bovedas encamonadas de la mezquita fundacional. Figura
7: Restauracion del Pértico Oriental de Madinat al-Zahra

En el cambio de siglo se intentan rectificar los errores pasados, debido a los
remordimientos ocasionados por la destruccion del yacimiento arqueoldgico de
Cercadillas [6]. Por este motivo se decidieron reconstruir los Mausoleos de Puerta
Gallegos [7], a pesar de que las partes originales suponen un minimo porcentaje de su
imagen actual (fig. 8). También se llevo a cabo la restauracion del llamado Castillo de la
Juderia (fig. 9), que retiro los afiadidos historicistas de una intervencion anterior [8].

Figura 8: Partes originales integradas en los mausoleos de Puerta Gallegos. Figura 9:
Estado actual del Castillo de la Juderia

En la actualidad, el contexto internacional se encuentra dominado por la Carta de
Cracovia del afio 2000, que aboga por el conservacionismo y el respeto a todas las fases
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constructivas de nuestros monumentos. A pesar de ello, se siguen cometiendo
actuaciones historicistas, como la conservacion in loco del Arrabal de Saqunda (fig. 10),
cuyos restos fueron desmontados piedra a piedra para trasladarlos a los jardines del
Centro de Creacion Contemporanea de Cordoba, tratandolos como una mera
escenografia o complemento estético [9]. O el “lavado de cara” en el afio 2017 de la
Puerta de San José de la Mezquita-Catedral (fig. 11), que termind por destruir las
patinas del paso del tiempo [10].

Figura 10: Restos conservados del arrabal de Saqunda. Figura 11: Puerta de San José
de la Mezquita

Una vez convencidos de que la imagen historica de Cordoba ha sido generada, en gran
medida, de manera consciente y planificada, ¢seria licito intervenir para corregir estas
actuaciones?. La respuesta es claramente negativa, pues estas forman ya parte del
paisaje historico de la ciudad, y han sido incorporadas definitivamente como una fase
constructiva mas de nuestros monumentos. La clave de cara al futuro estara en no
repetir estos excesos, para ofrecer al visitante el rigor historico que se merece.

Pero... ;como hemos difundido esta informaciéon de manera directa a toda la
ciudadania? Desde el Grupo de Investigacion Sisifo, de la Universidad de Cérdoba, se
viene desarrollando desde hace afios una interesante herramienta, el SIGEAC (fig. 12).
Se trata de un visor cartografico en el que se encuentran recogidas la gran mayoria de
las intervenciones arqueoldgicas realizadas en nuestra ciudad, incluyendo datos
administrativos, una breve descripcion, una relacion de evidencias por periodos
historicos, fotografias y bibliografia o documentacion de interés (fig. 13). Este recurso,
al que se puede acceder a través de la pagina web de Arqueocdrdoba, permite realizar
busquedas por localizacion, periodos histéricos o evidencias documentadas, que ayudan
a una mejor comprension de los yacimientos. Entre estos elementos se incluyen la serie
de hitos patrimoniales anteriormente comentados, cuya historia restauradora es
conveniente difundir como medio para generar conocimiento y conseguir el rigor
histérico que merece la ciudad.
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Figura 12: SIGEAC. Figura 13: informacion del lienzo de la Puerta de Sevilla
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Resumen

Desde los afios noventa del siglo XX y gracias al impulso que ha recibido de la
tecnologia digital, el cine documental ha experimentado constantes transformaciones en
sus practicas creativas, formas narrativas y esteticas, y la relacion que se establece con
los espectadores. El género, a quien distingue la hibridez y continuos intercambios con
los modos de representacion mas tradicionales del documental, la ficcién y lo
experimental, ha tenido un “boom” en salas comerciales, festivales, televisoras y
plataformas online. La era virtual ha significado un cambio de paradigmas, donde “lo
real” cada vez se distancia mas de su connotacion, llegando incluso hasta zonas tan
distantes como la animacion. El complejo y diverso panorama del documental
contemporaneo atrae el interés de investigadores, profesores y realizadores, a quienes
les resulta imposible llegar a un consenso. A través de un recorrido historiografico
actualizado analizaremos las principales teorias y autores que lo definen, partiendo de la
premisa de la pluralidad y validez de todas las voces, con énfasis en sus terminologias y
consideraciones relevantes. Sera una mirada holistica y critica, donde seguiremos el
devenir de los estudios tedricos sobre el documental de creacion haciéndolos dialogar,
interactuar, apropiandose y negandose entre ellos.

Fundamento y presentacion de resultados

La hibridez que caracteriza al documental de creacion como forma de expresion artistica
le hace dialogar con otras disciplinas, procedimientos cientificos y teorias del
pensamiento: artes visuales, poesia, artes escenicas, narrativa, escritura dramatica,
direccion cinematografica, psicologia, antropologia, comunicologia, filosofia,
psicoanalisis, nuevas tecnologias y metodologias de la investigacion cientifica. Este
rasgo convierte el género en un complejisimo y amplio objeto de estudio, cuyos tedricos
intervienen para analizarlo desde posiciones multiples —y aldn no consensuadas—,
entre las que sobresalen tres lineas principales: los problemas etimologicos del término
“documental” y la necesidad de una definicion mas idonea, dialogismos estético-
narrativos entre documental y ficcién, y la ética del documentalista.

Relegados a un plano secundario con respecto a la ficcion, los estudios sobre
documental fueron algo tardios. La reflexion pionera data de febrero de 1926 cuando,
inspirado en el filme Moana (1926), de Robert Flaherty, el escocés John Grierson lo
reconoce en las paginas de New York Sun como el “tratamiento creativo de la
realidad”, adoptado del término “documentary”, que se deriva del francés
“documentaire” (en Romaguera y Alsina, 1989:139). Durante las décadas siguientes
la vision clasica de Grierson influira en las investigaciones occidentales, hasta que
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en los sesenta la irrupcion del cinema verité y el direct cinema cuestiona sus
fundamentos. Adscritos a esta linea hegemodnica se encuentran autores como Enrique
Pulecio (2009), Michael Rabiger (2005) y el paradigmatico Bill Nichols (1997, 2003,
2013) con sus seis modalidades de representacion (expositiva, poética, observacional,
participativa, reflexiva y performativa), las cuales han sido reescritas periodicamente.
Aungue ninguno logra crear fronteras muy definidas y son conscientes de ello, si
coinciden en distinguir la funcion social del documental y, por ende, su valia para
transmitir hechos de la realidad a los espectadores. Segun Nichols,

Una estructura paradigmatica para el documental implicaria la exposicion de
una cuestion o problema, la presentacion de los antecedentes del problema,
seguida por un examen de su ambito o complejidad actual, incluyendo a
menudo mas de una perspectiva o punto de vista (1997:48).

Diversos estudios histéricos y analiticos de la cinematografia —no solo del
documental— demuestran que la practica del género jamas ha seguido un tnico camino.
(Nichols, 1997; Ballg, 2010; Catala, 2010); de ahi que el término “documental” resulte
insuficiente para acoger la versatilidad desplegada desde los afios noventa en el &mbito
del cine factual. Numerosos autores prefieren utilizar la expresion “no-ficcion” para
referirse al amplio espectro de obras audiovisuales que tienen como referente lo real.
Dentro de esta linea se ubica el espafiol Antonio Weinrichter, quien valora que “su
mayor riqueza” se debe a que “no ficcion=no definicion”, ubicdndolo en la “extensa
Zona no cartografiada entre el documental convencional, la ficcion y lo experimental”
(2004:11). Esta nueva situacion del documental conlleva al distanciamiento de los
canones clasicos que han definido al género desde los sesenta, poniendo en dudas
pilares como objetividad, verdad, representacion, etc., que antes se asumian sin reparos
al hablar del “cine de lo real”. (Catald y Cerdan, 2007: 6).

En este contexto surge otra terminologia, que ha sido menos empleada que sus
precedentes, aunque a partir del siglo XXI, con la creacion del Master en Teoria y
Practica del Documental Creativo de la Universidad Autonoma de Barcelona (UAB), se
pondra en boga en el contexto iberoamericano: documental creativo.

La definicion surgido en Francia en 1986 en medio de debates entre cineastas
independientes que intentaban diferenciar sus obras de los documentales producidos por
las televisoras para ganar una subvencion. El hecho de que partiera de realizadores y no
de tedricos provoco que el término naciera con el subrayado de lo artistico, elemento
que las academias han calificado como “pretencioso” (Guzman, 2002:11).

El cineasta Patricio Guzman resalta las categorias por las que se interesa esta definicion:
tono y enfoque personal en el tratamiento del material historico. Estamos ante una
busqueda de los valores estéticos, autobnomos de formas informativas, expositivas y con
carga ideoldgica. Es decir, la mirada del autor es la columna vertebral que sostiene el
discurso y la estética de la obra cinematografica y audiovisual. “Da prueba de un
espiritu de innovacion en su concepcion, su realizacion y su escritura. Se distingue del
reportaje por la maduracion del tema tratado y por la reflexion compleja y el sello fuerte
de la personalidad del autor”. (Guzman, 2002: 12).

Al documental creativo—también llamado “de autor”— se vincula una trilogia
semantica a partir de su instrumentalidad y funcionalidad: los rasgos estilisticos del
formato, los recursos narrativos que emplea en su desarrollo y la trascendencia del rol
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del realizador o director como creador. La primera linea se preocupa por el dialogo que
se establece entre la obra y su publico a través de aspectos como la dramaturgia, la
identidad, la sintesis y el simulacro. La segunda focaliza los préstamos entre ficcion y
realidad. La ultima se refiere a la subjetividad del artista y la influencia que ejerce como
“filtro” del mundo representado. De esta manera, el documental creativo prefiere la
verosimilitud a la verdad, el personaje a la persona, y potencia la escritura dramatizada
y previa al rodaje, el subtexto, la estructura y ejes narrativos. En palabras de la profesora
Avalos, esto significa que "el documental de creacion utiliza el lenguaje audiovisual de
un modo tan libre como si fuera una ficcion. Ofrece una posibilidad infinita de
manipular el espacio y el tiempo” (en Bruna, 2012). Por su parte, Michael Chanan
subraya el punto de vista del cineasta en el proceso creativo y el protagonismo que
adquieren en la contemporaneidad las formas subjetivas de representacion: “(...) Sea
como fuere, menospreciar el documental con el argumento de que vende una falsa
objetividad carece de base hoy en dia, justo en la época en que el género ha emprendido
un giro hacia el terreno de lo particular y lo personal” (Chanan, 2007: 72).

Atendiendo a las caracteristicas aqui expuestas, se percibe un heterodoxo campo que va
desde las formas mas tradicionales de representacion del documental, como es el
documental observacional, hasta las mas contemporaneas, como el docudrama, el falso
documental, el cine ensayo, dogumentary, found footage, la etnografia experimental, las
escrituras del “yo”, el desmontaje documental. De igual modo, las formulas mixtas
parecen no reconocer limites, los estudios teoricos llegan tarde y son insuficientes para
analizarlas.

Los autores reconocen que la tecnologia ha sido un factor sumamente determinante en
las formas de representacion del documental, lo que ha conllevado el desarrollo de sus
formas narrativas. Si antes existia preocupacion por los cambios de formatos que
permitieron que camaras Yy otros equipos mas ligeros transformaran las practicas
creativas, desde la primera década del siglo XXI el empuje de lo digital es innegable.
Esto supone que la investigacion sobre las producciones de no ficcion basadas en el
cadigo binario necesita un marco interdisciplinar que pueda abarcar su complejidad, sin
olvidar los cambios en las dindmicas productivas, las formas narrativas, las nuevas
relaciones del usuario con la obra y el creador o los recientes circuitos de distribucion y
exhibicion. De este modo, el documental se convierte en una practica multisensorial en
la que cada vez el espectador adquiere mayor protagonismo.

El documental de creacion es vital para una interpretacion y entendimiento de la praxis
artistica contemporanea. A través de este recorrido historiografico, actualizado por sus
principales teorias, determinamos que se caracteriza por su condicién hibrida, donde
coexiste una constante interrelacion entre ficcion, documental y cine experimental.
Aunque los principales pensadores del género durante varias décadas fueron
anglosajones, desde finales del siglo XX y durante el XXI se aprecia el liderazgo de los
tedricos hispanos, tanto en el contexto iberoamericano como a nivel mundial. Profesores
como Antonio Weinrichter, Josep M. Catala, Josetxo Cerdan, Carmen Avalos y Jordi
Ballg, entre otros, se encuentran entre los referentes investigativos mas actualizados y
agudos sobre las practicas documentales de hoy. Esta tendencia responde al auge de
dicha narrativa en la region gracias al incentivo de instituciones espafiolas como el
master en Teoria y Préctica del Documental Creativo de la Universitat Autonoma de
Barcelona (UAB), Festival Internacional de Documental Punto de Vista y la iniciativa
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D-Generacion en el Festival Internacional de Cine de Las Palmas, donde programas de
formacion, debates y muestras auspician el pensamiento critico en torno a estos filmes.

Durante la blasqueda bibliografica desarrollada para la presente investigacion, en los
textos mas reciente se aprecia la tendencia a usar indistintamente los términos “no
ficcion”, “documental creativo” o “documental de autor”; aunque ya ha existido un
desplazamiento conceptual desde las posturas mas tradicionales, también se sigue
aplicando el término originario de “documental”.
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Resumen

El 16 y 17 de noviembre de 1724 se celebraron las exequias del monarca Luis | en la
Catedral Primada de Toledo. Gracias a la relacién de sucesos en la que se recogen los
detalles de la ceremonia, se han podido interpretar y reconstruir digitalmente los emblemas
que se dispusieron en las claves de los arcos de su tumulo funerario a través del programa
Adobe Photoshop CC 2019.

Fundamento y presentacion de resultados

Durante la Edad Moderna se realizaron numerosas obras artisticas efimeras que
sirvieron para engalanar los actos publicos de caracter civil y sacro. De esta forma,
artistas, artesanos y eruditos trabajaron en los diversos programas ornamentales
presentes en recibimientos, casamientos y exequias regias, asi como en inauguraciones
de templos, retablos o la festividad del Corpus Christi. En éstos y otros eventos de la
vida cotidiana barroca adquirieron gran protagonismo tapices, enramadas, pinturas,
maquinas de fuegos artificiales, arcos triunfales o pabellones que dignificaban el motivo
del festejo [1].

En este trabajo de investigacion nos hemos acercado al s
XVIII toledano y, concretamente, a las exequias que se
llevaron a cabo en la catedral primada para dar el altimo
adiés al monarca Luis | -entre los dias 16 y 17 de
noviembre de 1724-, con el objetivo de profundizar en el
significado de los emblemas que se dispusieron en cada
uno de los frentes del timulo funerario, para finalmente
elaborar la reconstruccion digital de lo mismos mediante el
software Adobe Photoshop CC 2019. De este modo, en un
estudio posterior, seran modelados en tres dimensiones e
incorporados al proyecto virtual del catafalco. Gracias a
los trabajos previos de mi directora, Paula Revenga [2], se
contaba a priori con una informacion muy importante
relacionada con el tdmulo y su creador -el pintor del rey Fig.1: Plano de la Catedral de
José de Paz Ribera-; sin embargo, en esta ocasién hemos Toledo. Extraido de

prestado especial atencion a la relacion de sucesos escrita Nttp://www.jdiezarnal.com/cate
por José Antonio Lépez de Cotilla y titulada Pantheon de draldetoledo.html (28/09/2020)
el Sol, machina sepulchral...[3], ya que se trata del unico

testimonio material conservado que permite acercarnos a todos los pormenores de la
ceremonia funebre y, por ende, a los emblemas que se ubicaron en el aparato efimero. A
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pesar de que estos Ultimos fueron pensados para ser expuestos los dos dias que dur6 el
evento, imposibilitando asi que hayan llegado a nuestra actualidad como perfectas
demostraciones de la arquitectura efimera barroca, en esta investigacion se ha
profundizado en su estudio simbdlico y reconstruccion digital con el fin de que estos
tipos de manifestaciones artisticas se puedan comprender desde una perspectiva
interdisciplinar y sean accesibles a un mayor namero de destinatarios.

La complejidad del trabajo ha consistido en la traduccion de los epicedios latinos que
acompafiaron a los emblemas, asi como la seleccidn de otros coetaneos recogidos en el
libro Emblemas espafioles ilustrados de Vistarini y Cull [4]. Esta ultima publicacion es
una recopilacion de emblemas barrocos que ha servido para realizar la reconstruccion
digital aproximada de cdmo pudieron ser aquellos que se exhibieron en el tdmulo de
Luis I, ya que los disefios de los originales o bien no fueron incluidos en la relacion de
sucesos, 0 bien se han perdido. Por lo tanto, gracias a la lectura de las descripciones de
los emblemas presentes en la relacién de sucesos y a la consecuente seleccién de
diversas iconografias aparecidas en la publicacion citada anteriormente, se han podido
recomponer, de manera aproximada, los cuatro que se insertaron en cada uno de los
frentes del tamulo. Estos ultimos orientados hacia las puertas de la catedral como se
sefiala en la imagen (Fig. 1). Cada uno de los emblemas iba acompafiado de su
correspondiente epicedio latino y letra castellana, S
complementando asi el significado Gltimo de la =¥ g~ ‘wwecewsmioeswcsse X
representacion iconografica. ' -

El primero de los emblemas miraba a la parte
oriental: se dispuso “careado con las rejas de la
Capilla Mayor un jeroglifico con dos brazos, que
el uno empufiando en la mano Cayado Pastoral,
expresaba el de la Santa Iglesia: el otro con
baston, mostraba ser el de la Ciudad: estos, uno
sobre el otro cruzaba, teniendo en medio una
calavera coronada, por debajo de ella el Brazo
Secular, con este mote: Lava eius sub capite meo;
por encima el Eclesiastico, con este: Et Dextera
illius amplexabitur me y sobre los dos este mote
latino de el Poeta Claudiano: Concordes Aquila
manus, Et non dissociabile corpus” [5] (Fig. 2).
Iba acompanado de su epicedio latino: “Provida
consuluit cunctis Urbs Regiarebus Effet ut
ingressus: latior ipsa dies: Ast ubi: lethalis
Atropos tot funera miscet Reddit in egressu tristior
ipsa dies”[6] y su decima castellana: “Tanto
estrechan suaves lazos/De la iglesia, y la Ciudad,/
Que en dos cuerpos la amistad,/ Distingue solo dos
Brazos,/ Cumplio la muerte los plazos/ De Luis, su
Prenda querida;/ Y si en aquella venida,/ De uno, y
otro celebrada,/ Riyeron juntos su entrada,/ Juntos
lloran su salida” [7]. Tras un analisis del epicedio
y la letra castellana, podemos deducir como se
enfatiza la idea de que el nacimiento y la muerte del monarca estuvieron muy cerca, ya
que no solo murid joven, sino también su reinado fue breve, pues solo durd 229 dias.

Fig. 2: Reconstruccién del emblema del
frontis oriental del Pantedn del Sol

Fig. 3: Reconstruccién del emblema del
frontis occidental del Pante6n del Sol
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Ademas, estas composiciones dejan entrever el vinculo entre poder eclesiastico y civil,
los cuales estaban tan unidos, que bien podrian haber formado un Gnico gobierno. Por
ello, si ambos estamentos aplaudieron el nacimiento y llegada del monarca, ambos se
entristecieron con su partida.

El siguiente emblema se ubico en el frente que miraba a la parte occidental (Fig. 3), en
el que “se pintd una calavera coronada entre un circulo de ojos vertiendo lagrimas, que,
unidas al suelo, venian a formar un rio, con este mote del Poeta Claudiano de Raptu
Proserpina. Lumen, it in flumen y este de Jeremias Magna est velut Mare contitrio tua”
[8]. En cuanto a su epicedio latino fue: “Lumen it in lachrymas, cum Rex se obnubilat
absens. Num tagus? at lumen Flumen ab imbre fluit” [9] y su letra castellana: “Toledo
gran lluvia atrajo/ De una nube obcurecida/ Y da su vista llovida/Mas agua que lleva el
Tajo/En caudalosa avenida/Son sus lagrimas tesoro/Por Luis Primero el verterlas/y asi
el Tajo al recogerlas,/Quiere siendo de Oro/Ser también Rio de Perlas” [10]. En la parte
occidental se manifiesta, por lo tanto, un topico literario denominado Vita-Flumen. De
esta forma, se produce una analogia entre el dolor y las lagrimas -asemejados con el
paso de un dia soleado a un dia oscuro y tormentoso- vertidas por un pueblo exhausto
ante el drama de la existencia humana. Ambos acaban desembocando en el mar y, por
ende, sucumbiendo a la muerte. FSOTE -

| tercer emblema (Fig. 4) se encontraba “en la
fachada, que por el medio dia se dilata hasta la
puerta que llaman de los Leones” [11] Alli se
pintd el escudo de armas de Toledo: “Debajo de
la Corona, que sostienen las cabezas de las
aguilas, una calavera, y pasados los cuellos de las
aguilas, y la calavera con una sola flecha: encima
este Mote de el Poeta Stacio: Uno omnes enecat
ictu. Los reyes de Armas, que estdn al pie,
pasados cada uno con su flecha: y en medio de

los dos este Mote de el Libro de los Reyes: Fig.4: Reconstruccion del emblema del
Omnes morimur”[12]. El epicedio latino rezaba frontis del Pante6n del Sol situado ante la

asi: “lam, mors, est aliquid, toti dare funera pyerta de los Leones

Mundo?/ Quem ferias iterum, iam tibi nulluserit”
[13] y su letra castellana rezaba: “¢A tres de un
golpe? Ah! jQué herida!/A Luis? A Toledo? Al
Mundo?/No ay que repetir segundo/ Que ya no
queda mas vida”[14].Este emblema, que debe ser
el principal, al situarse en el frente de mayor carga
simbolica del timulo, pone de relieve el topico
literario Omnia mors aequat. De esta forma, la
muerte, al igualar a todos los miembros de la
sociedad sin distincion de estatus, hace que el

fallecimiento del monarca pueda ser sentido como  Fijg. 5: Reconstruccién del emblema del

una defuncion colectiva, méxime cuando los
stbditos son conscientes de que, en cualquier

o lado Septentrional
momento, a ellos también les puede llegar su hora. P
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En el cuarto y ultimo jeroglifico del timulo (Fig. 5), que se situaba en el frontis
Septentrional, “se deline6 la Sala Capitular, o Ayuntamiento de Toledo: en la Silla de en
medio, presidiendo una calavera coronada, simbdlica de la del Rey: sobre los demés
asientos, en cada uno un corazon, partidos en €l dos ojos llorando; sobre la calavera este
Mote de los Cénticos: Ego dormio, Sobre los corazones: Et cor meum vigilat” [15]. Su
epicedio latino fue el siguiente: “Vivit amor, Ludovice, tuus, dat vivida, et absens/
Corda mihi, prasens, qualia dona daret?” [16] y su octava castellana: “No hay Jaspes,
no hay Pirdmides, no hay Chias,/Vayetas, Urnas, Machinas de el Folo,/Que a explicar
Ileguen las tristezas mias,/En quanto llora el uno, y otro Polo./Desmayado el Pincel, sus
valentias/Murieron con el Rey; y puede solo/ A lagrimas, a sustos, a oblaciones,/Sala
Capitular de Corazones”[17]. Como puede evidenciarse, el frontis septentrional estaba
claramente destinado a ensalzar la figura del monarca, al entrever que, tras su muerte,
cualquier emocidn era inconcebible, ya que el soberano se constituia como el motor
capaz de mover los corazones de sus vasallos. Asi, el autor explica que no encuentra ya
manifestacién con la que poder mostrar su duelo, pues ninguna hace justicia a su
sentimiento.

A modo de conclusion general, tras haber expuesto cada uno de los fragmentos literarios
y llevado a cabo la reconstruccion de los emblemas, nos gustaria hacer hincapié en
cdmo es necesario analizar cada una de las iconografias de los emblemas con sus
correspondientes fragmentos literarios. Maxime cuando todas tienen un elemento
comun: legitimar la monarquia tras la defuncién del rey. Sin lugar a dudas, la
reconstruccion digital no solo facilitara la realizacién del modelado en tres dimensiones
del catafalco -complementando asi la interpretacién final del programa iconografico de
las exequias dedicadas a Luis | en Toledo-, sino también hara méas accesibles los
resultados obtenidos de esta investigacion.
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difunto sol ... los dias 16 y 17 de este mes de noviembre de 1724 ... y las traslada la
obediente pluma de un jesuita capellan mas honrado de tan alta ciudad, Toledo,
imprenta de Pedro Marqués, 1724,
[4] A. Bernat Vistarini y J. Cull, Emblemas esparioles ilustrados, Madrid, Akal, 1999.
[5] Las manos concordes en el aguila y el cuerpo no se separan (Traduccion propia).
[6] La ciudad previsora deliberé en conjunto a los soberanos/ para que el comienzo
fuera: el mismo dia mas amplio: pero alli: la mortifera Atropos turba tantos funerales
que/ el mismo dia otorgd en su partida demasiada tristeza (Traduccidn propia). Es decir,
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en el mismo dia en que la ciudad hubo depositado las esperanzas en un soberano, justo
ese mismo dia fue la parca a llevarse al monarca llenando a todos de tristeza.

[71 J. A. Lopez de Cotilla, Pantheon de el Sol., fol. 19.
[8] La luz se extiende por el rio. Tu quebranto es grande como el mar (Traduccién
propia).

[9] La luz fluye entre las lagrimas, con el rey ausente se oscurece. ;A caso sera el Tajo?
Y mas aun, la luz del rio se desliza entre la lluvia (Traduccion propia).
[10] J. A. Lépez de Cotilla, Pantheon de el Sol.. fol. 20.
[11] J. A. Lopez de Caotilla,, Pantheon de el Sol..., fol. 21.

[12] De un disparo mata a todos. Todos morimos (Traduccion propia).
[13] ¢Ya esta la muerte en el mundo dando sepultura a alguien cualquiera? A quien
hieras de nuevo, en ese momento nadie es para ti (Traduccién propia).
[14] J. A. Lopez de Cotilla, Pantheon de el Sol..., fol. 20.

[15] Yo duermo y mi corazon vigila (Traduccion propia).
[16] Vive el amor, Luis, el tuyo da energia, y ausente el corazon para mi, ¢Qué regalo
diese? (Traduccién propia).
[17]J. A. Lopez de Cotilla, Pantheon de el Sol..., fol. 20.
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Resumen

El manejo de comunidades microbianas, presentes de manera natural en los suelos de
cultivo, constituye una alternativa sostenible al uso abusivo de fertilizantes quimicos
que ha caracterizado a la agricultura moderna de cara a incrementar la produccién de
alimentos a nivel mundial. El objetivo ha sido evaluar la implicacion de la cepa no
patogénica Fol2 de Fusarium oxysporum en la nutricion férrica de plantas de pepino y
tomate. Se realizaron 4 experimentos utilizando sistema de cultivo hidropénico y
macetas con suelo calizo. Se evalu6 el efecto de la inoculacién con dicha cepa sobre la
induccidn de diferentes mecanismos de respuesta que las plantas dicotiledoneas activan
frente a deficiencia de Fe como son la acidificacion del medio, la actividad reductasa de
Fe*® y la proliferacion de pelillos radicales. Ademas, se evalué el grado de clorosis, la
concentracion de elementos minerales en hoja, el crecimiento y la floracién. En medio
hidroponico, la inoculacion produjo la acidificacién del medio en pepino y tomate, y
mayor proliferacion de pelillos radicales, en pepino. En tomate cultivado en suelo
calizo, la inoculacion produjo aumento de la concentracion de Fe en hoja, disminucién
de la clorosis, mayor incremento en altura y adelanto de la floracion.

Fundamento y presentacion de resultados

La FAO (2009) [1] sefiala que para satisfacer las necesidades alimentarias de la
poblacion en 2050 serd necesario un incremento del 70% de la produccion agricola a
nivel mundial. La productividad de los cultivos depende en gran medida de la
disponibilidad de nutrientes en el suelo, principalmente del nitrégeno (N), del fésforo
(P) y del hierro (Fe). Tradicionalmente, la agricultura ha tratado de dar respuesta a estas
y otras deficiencias nutricionales mediante el uso de fertilizantes sintéticos, aunque se
ha demostrado que generan problemas ambientales severos y entrafian un riesgo para los
seres humanos [2]. Una alternativa mas sostenible a este modelo es la constituida por el
manejo de la rizosfera y de los microorganismos que habitan en ella. Recientemente, se
ha aislado una cepa no patogénica de Fusarium oxysporum (Fol2) que ha demostrado
ser eficaz como agente de control bioldgico (BCA) contra Verticilium dahliae y como
emisor de compuestos organicos volatiles (VOCs) promotores del crecimiento vegetal
[3]. En este estudio, se evalué la implicacion de Fol2 en la induccién de determinados
mecanismos de respuesta que las plantas dicotileddneas activan frente a condiciones de
deficiencia de Fe. Estos mecanismos de respuestas son, entre otros, la capacidad de
acidificar el medio de cultivo, la proliferacion de pelillos radicales en la zona subapical
de la raiz y la capacidad de reducir el Fe3* a Fe?* que es la Unica forma en la que las
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plantas dicotiledoneas pueden asimilarlo. Adicionalmente, por su relacion con la
nutricion férrica, se evalué el crecimiento, la floracidn, la clorosis y el contenido de Fe
foliar.

Se obtuvieron valores de capacidad reductora sorprendentemente bajos (<60 nmoles de
Fe’*/g PF raiz-h) muy por debajo a los descritos por Garcia et al. (2014) en
circunstancias de crecimiento parecidas [4] (<1000 nmoles de Fe?'/g PF raiz-h).
Ademas, no se observo una induccion de la capacidad reductora en las plantas
inoculadas, con valores incluso mas bajos que en las no inoculadas, siendo esto
contrario a lo observado por Ipek et al. (2017) [5] (datos no mostrados).

Por otro lado, en los experimentos realizados en medio hidroponico, se observo que las
plantas de pepino inoculadas con Fol2, a partir del segundo dia, y tomate, desde el
inicio de las determinaciones, acidificaron mas el medio que las plantas no inoculadas
(Figura 1). Esto coincide con lo descrito por Ipek et al. (2017) [5].
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Figura 1. Evolucién del pH de la solucion nutritiva en plantas de pepino
(linea continua) y tomate (linea discontinua) crecidas en cultivo
hidroponico durante el periodo de tratamiento (4 y 8 dias).
Tratamientos: -Fe (azul) y -Fe+Fo012 (verde). La inoculacion con la cepa
no patogenica del hongo Fusarium oxysporum (Fol2) se realizo el
mismo dia en que se aplico el tratamiento de deficiencia de Fe. Letras
diferentes indican existencia de diferencias significativas entre
tratamientos de una misma especie para un mismo dia (p<0.05)

De la misma manera, se observé una mayor proliferacion de pelillos radicales en plantas
de pepino cultivadas en medio hidroponico e inoculadas con Fol2, tanto en presencia
como en ausencia de Fe en el medio (Figura 2). Delaporte (2018) [6] informd de una
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mayor proliferacion de estas estructuras en individuos de freson (Fragaria ananassa)
inoculados con otros microorganismos.

1d 2d 3d 4d
+Fe20pM \ \
: -
+Fe20uM
+Fol2

-Fe

T

Figura 2. Proliferacion de pelillos radiculares en plantas de pepino
crecidas en cultivo hidroponico durante el periodo de tratamiento (4 dias).
Tratamientos: +Fe, +Fe+Fo012, -Fe y -Fe+Fo012. La inoculacién con la
cepa no patogenica del hongo Fusarium oxysporum (Fol2) se realizo el
mismo dia en que se aplico el tratamiento de deficiencia de Fe. Las
determinaciones se realizaron 1, 2, 3 y 4 dias después de tratamiento (ddt)

La inoculacién con Fol2 en plantas de tomate tuvo un efecto diferencial segin el medio
de cultivo. En medio hidropdnico, las plantas inoculadas mostraron mayor clorosis
(menor indice SPAD) y retrasaron la floracion mientras que, en suelo calizo, la
inoculacion redujo la clorosis (mayor indice SPAD) y adelant6 la floracion (datos no
mostrados). Esta misma tendencia fue observada al evaluar el contenido de Fe foliar
(Tabla 1).

Otros estudios han indicado distintos efectos sobre estos parametros ejercidos por la
inoculacion con diversos microorganismos. Elkoca et al. (2010) [7] observaron menos
clorosis en plantas de judia inoculadas (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium y
Rhizobium leguminosarum) y ningun efecto sobre la floracion. Sin embargo, Dursun et
al. (2019) [8], empleando estos mismos microorganismos, obtuvieron una floracion mas
intensa. Finalmente, autores como Ipek et al. (2017) [5], Delaporte et al. (2018) [6] y
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Dursun et al. (2019) [8] informaron de mayores concentraciones de Fe en plantas
inoculadas con distintas rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR).

Estos efectos diferenciales observados hacen que la confirmacion de los resultados
requiera de experimentacion adicional.

Tabla 1. Contenido de Fe (mg kg™ dw) en hoja de plantas de tomate crecidas en medio
hidropdnico y suelo calizo bajo distintos tratamientos

Contenido de Fe

-1
Medio de cultivo Tratamiento (mg kg™ dw)
Media _rror
Estandar
+Fe 75.76 8.15
-Fe 46.84 6.00
HidrapGnico -Fe+Bicarbonato 35.722 3.40
+Fe+Fo012 80.20 3.94
-Fe+Fo12 43.79 7.16
-Fe+Bicarbonato+Fo012 27.372 1.98
-Fe 62.53 6.22
-Fe+Bicarbonato 47 49P 2.60
Suelo calizo -Fe+Fo12 71.53 12.80

-Fe+Bicarbonato+Fo012 198875 2716

a 'y b indican diferencias significativas (p<0.05)
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Resumen

Dentro del marco de la Beca semillero ofrecida se ha desarrollado un sistema de control en
lazo abierto basado en el SoC ESP32, el cual se encargara de orientar de manera precisa un
prototipo del heliostato disefiado por el grupo de Investigacion para las energias renovables
de la Universidad de Codrdoba. Este innovador modelo cuenta con un Unico grado de
libertad, y por tanto con un Unico actuador para un seguimiento solar a dos ejes. Se
desarrolla en consecuencia el control del movimiento para dicho actuador, un sistema de
retroalimentacion a traves de un final de carrera y un sensor Optico, y una comunicacion
Bluetooth que permitird la correccion de errores y el estudio del sistema externamente. El
uso que se le pretende dar a dicho heliostato es urbano, siendo su principal aplicacion la
desviacion de luz solar y su orientacion hacia una ventana o apertura de forma que se
ilumine el interior de un inmueble. Para todo ello se ha partido de un prototipo de pequefio
tamafio (de unos 30x30 cm), y de la informacion disponible realizada previamente por
dicho grupo de investigacion.

Fundamento y presentacion de resultados

Hoy en dia expresiones como eficiencia o ahorro energético son términos que
escuchamos a diario. Una reduccion del gasto energético en una vivienda o en cualquier
tipo de edificio no solo se traduce en la posibilidad de un ahorro econémico, sino que
reduce el impacto medioambiental y, por tanto, también sus efectos secundarios, como
puede ser el cambio climatico. Con el objetivo de incrementar la sostenibilidad
energética se ha promovido en los Gltimos afios la instalacion de pequefios heliostatos
en edificios de forma que orienten la luz natural exterior hacia el interior del inmueble.

Un heliostato es un dispositivo que incluye un espejo, por lo general un espejo plano,
cuyo fin es reflejar la luz solar hacia un objetivo predeterminado. Se utilizan
normalmente en aplicaciones orientadas a la utilizacion de la radiacion solar directa
como fuente de iluminacidn natural, aunque también se proponen como elementos de
sistemas de concentracion para aplicaciones térmicas y fotovoltaicas. La mayor parte de
los desarrollos tecnolégicos publicados sobre heliostatos hacen referencia a heliostatos
de grandes dimensiones y con grandes distancias entre el reflector y el foco. Sin
embargo, en el desarrollo de esta beca se ha trabajado con un modelo particular de
heliostato, desarrollado por el grupo de investigacion para las energias renovables de la
Universidad de Cordoba [1,2], el cual tiene la particularidad de contar con un solo
motor, que proporciona un solo grado de libertad, pero a partir del cual a través de un
eje roscado se consiguen los movimientos en acimut y en elevacion necesarios. La
precision en el apuntamiento que se consigue, si bien esta limitada por las caracteristicas
mecanicas del modelo, es mas que suficiente para la aplicacion requeridas, ya que la
distancia reflector-foco es por lo general considerablemente menor en usos urbanos.
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Figura 1. Esquema teorico del heliostato de un solo eje

Durante el desarrollo de esta beca se ha disefiado el control del movimiento de un
heliostato de forma capaz de seguir los requerimientos de precision para su finalidad.
Partiendo de un prototipo construido con una impresora 3D- el cual aparece en la figura
2a- se han seguido los siguientes pasos para su disefio:

» Estudio y seleccion de los componentes electronicos necesarios para el sistema de
control. Se ha elegido como microcontrolador un modulo ESP32, asi como un actuador
acorde con las dimensiones y caracteristicas mecanicas del prototipo.

* Estudio sobre diferentes técnicas de apuntamiento solar no polar. Finalmente, debido a
las caracteristicas del prototipo, se ha realizado un seguimiento solar a dos ejes, acimut
y elevacion, a través de un sistema de control en lazo abierto basado en coordenadas
calculadas [3].

* Estudio e implementacion de un sensor final de carrera y un optointerruptor para llevar
a cabo una realimentacion o correccion de la posicion necesaria en un sistema de lazo
abierto.

« Disefio de una comunicacién con el exterior en forma de conexion Bluetooth de baja
energia (BLE) la cual permite seguir el estudio de este dispositivo y comprobar su
correcto funcionamiento de forma externa.

* Se han montado todos los componentes anteriormente nombrados y se han realizado
pruebas que comprueban su funcionamiento.

En la figura 2b se muestra el prototipo utilizado ya con el sistema de control integrado
en el disefio.
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Figuras 2ay 2b. Modelo inicial (a); modelo con el sistema de control integrado (b)
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Resumen

Los compuestos organicos volatiles (COVs) son metabolitos de bajo peso molecular que
componen el volatiloma, cuyo analisis ha sido ampliamente utilizado en diferentes
areas. Este innovador enfoque ha surgido en el campo de la investigacion como una
alternativa diagnostica a diferentes enfermedades en medicina humana y veterinaria con
problemas de sensibilidad analitica y diagnostica. Tal es el caso de la infeccion causada
por las micobacterias responsables de la tuberculosis y la paratuberculosis en el ganado.
La baja sensibilidad de las técnicas diagndsticas actuales (principalmente basadas en
cultivo, PCR y ensayos inmunoldgicos) frente a Mycobacteriumbovis (0 complejo
Mycobacterium tuberculosis) y Mycobacteriumaviumsubsp. paratuberculosis, asi como
otros inconvenientes como la baja carga bacteriana en las muestras, el tedioso y
laborioso proceso que el cultivo microbioldgico supone, la inhibicion asociada con
diferentes variables o la eliminacion intermitente de las micobacterias, ponen de
manifiesto la importancia de evaluar nuevas técnicas que arrojen diferentes opciones al
paradigma del diagnostico de la infeccidn por estas micobacterias. En este sentido, el
analisis del volatiloma se presenta como una opcién de potencial interés ya que cumple
ampliamente los requerimientos exigidos para el diagnostico de los procesos causados
por micobacterias. El objetivo de la presente revision es recopilar la informacién
relativa al diagndstico de la tuberculosis y la paratuberculosis en ganado mediante el
analisis de COVs utilizando diferentes matrices bioldgicas. Asi, en este trabajo se
discuten las técnicas analiticas utilizadas para la evaluacion de COVs poniendo el punto
de mira en las ventajas e inconvenientes que ofrecen en comparacion con las
herramientas diagnosticas de rutina. Ademas, se destacan las diferencias descritas en la
bibliografia entre los estudios in vivo e in vitro, las infecciones naturales y
experimentales y entre el uso de volatiles concretos (analisis dirigido) y patrones de
COVs completos (analisis no dirigido). Esta revision resume como diferentes técnicas
analiticas podrian ser Gtiles en el problematico diagnostico de la tuberculosis y la
paratuberculosis en ganado, y plantea desafios para estudios futuros.
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Fundamento y presentacion de resultados

El analisis de compuestos organicos volatiles (COVs) o volatiloma es un éarea
emergente en medicina humana y veterinaria (Purkhart et al., 2011), que permite un
diagnostico no invasivo, rapido y econdmico como también una identificacion de
nuevos biomarcadores como alternativa a las técnicas de diagndstico actuales. Los
COVs se definen como una subcategoria de sustancias de pequefio peso molecular
dentro de los metabolitos caracterizadas por un bajo punto de ebullicion y por una gran
presion de vapor (Ebert etal., 2017). Son producidos en el ambiente permitiendo una
medicion directa en fase gas y ofreciendo un manejo minimo de las muestras, un
monitoreo no invasivo y un muestreo mas sencillo comparado con otros metabolitos, los
cuales tienen que ser extraidos desde las muestras bioldgicas (Singh et al., 2018).

La infeccion por micobacterias de crecimiento lento como MycobacteriumbovisorM.
aviumsubsp. paratuberculosis (MAP), es una de las principales enfermedades del
ganado que se beneficiarian del desarrollo de técnicas diagndsticas mas rapidas y
sensibles. Teniendo en cuenta las necesidades especificas de estas micobacterias,asi
como también otros factores asociados a la respuesta inmune del hospedador después de
la infeccion, el diagnostico de estas infecciones se convierte en un desafio,
especialmente en el sector ganadero. El diagnostico de la infeccion por micobacterias
actualmente se basa en metodologias tediosas, caras, laboriosas y lentas (Ratiu et al.,
2017). Asi, el analisis de COVs ha sido propuesto como una alternativa para el
diagnostico de estas infecciones.

A pesar de que este nuevo enfoque es considerado como una gran posibilidad con un
futuro prometedor, actualmente permanece en una etapa de desarrollo inicial. Hay
escasos trabajos in vivo disponibles que utilicen el analisis de volatiloma como una
herramienta diagnostica para la infeccién por micobacterias en animales. Ante este
panorama, la presente revision recoge la literatura disponible centrada en la evaluacién
de metodologias y procedimientos utilizados para el diagnéstico de la infeccién por
micobacterias en ganado a partir del volatiloma, haciendo hincapié en la infeccion por
Mycobacteriumbovis and MAP, con el objetivo de definir lineas de investigacion de
interés a implementar en el futuro.

El analisis de COVs como alternativa diagnostica para enfermedades causadas por
micobacterias ha sido evaluado tanto in vivo como in vitro. Comparado con los ensayos
in vivo, el gran nimero de estudios in vitro, que basicamente consisten en el cultivo de
la bacteria, revela el inicial grado de desarrollo en el que se encuentra esta area de
investigacion. La literatura revisada en el presente estudio pone de manifiesto algunas
desventajas relacionadas con estos estudios in vitro. En primer lugar, aunque los
experimentos in vitro son capaces de detectar cambios de COVs relacionados con las
diferentes fases del crecimiento bacteriano, siguen siendo necesarios largos periodos de
tiempo de cultivo para identificarlos, lo cual es una de las principales desventajas
relacionadas a las metodologias actuales de diagnostico. También es importante
subrayar la baja correlacion existente entre resultados obtenidos de cultivos bacterianos
comparados con aquellos COVs producidos a partir de otras muestras biologicas
estudiadas en ensayos in vivo (Ratiu et al., 2020); y los diferentes perfiles de COVs
obtenidos dependiendo del sustrato donde la micobacteria crece, resultando a menudo
en hallazgos poco coherentes (Dang et al., 2013). La efectividad del enfoque in vivo
esta fundamentada en los resultados de varios estudios, donde COVs de muestras
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biologicas se han empleado para diferenciar entre animales infectados con diferentes
especies de micobacterias de aquellos animales no infectados.

Otra variable a tener en cuenta para la evaluacion del volatiloma como una alternativa
para el diagnostico de estas infecciones en animales es el tipo de infeccion: natural o
experimental. Aunque las infecciones experimentales son l6gicamente la opcion mas
comun y facil para este tipo de aproximacion, los experimentos que estudian animales
naturalmente infectados son de gran importancia. Los ensayos a partir de infecciones
naturales son necesarios para validar los resultados obtenidos de cualquier herramienta
diagnostica nueva, como es el analisis de volatiloma. A lo largo de la presente revision
solo se encontrd un articulo que incluyese el analisis de COVsa partir de ambos tipos de
infecciones (Fend et al., 2005). Los autores encontraron que las diferencias entre
animales negativos y positivos a la infeccién eran mas pronunciadas en el grupo de
infeccion natural que en el de infeccion experimental. Este hallazgo pone de manifiesto
la importancia de llevar a cabo en el futuro estudios en condiciones de campo para
compararlos con aquellos obtenidos a partir de animales infectados experimentalmente,
asi como para validar los resultados de estos ultimos.

Entre las diferentes especies utilizadas para el diagndstico de la infeccion por
micobacterias a traves del andlisis de COVs, las especies ganaderas son las mas
frecuentes. Notablemente, la fauna silvestre también se ha empleado para llevar a cabo
el diagnostico desde esta nueva perspectiva, en concreto en ciervos y tejones, con el
objetivo de desarrollar un mejor sistema de vigilancia epidemiolégica en estas especies.
Entre los animales de laboratorio, ademas del raton, los primates se han utilizado para
estudiar especies de micobacterias que a menudo afectan a las personas. Sin embargo,
hay falta de estudios en otras especies de interes, como el cerdo, una especie modelo
con un interés creciente para la investigacion biomédica; o el jabali, notable por su
frecuente interferencia en los programas de control de la tuberculosis bovina en
diferentes paises europeos. La presente revision subraya el punto inicial donde esta
metodologia se encuentra y la necesidad de futuros estudios e investigacion.

Tres muestras bioldgicas diferentes han sido evaluadas como fuente de informacién en
el diagnostico de la infeccion por micobacterias en animales a través del volatiloma.
Aunque hay hallazgos interesantes y Utiles, todavia hay una falta de homogeneidad
entre las condiciones de estudio. Esto a menudo da lugar a resultados incomparables e
inconsistentes. Por ejemplo, a pesar de estudiar el mismo patégeno (MAP) y usar las
mismas muestras bioldgicas (aliento y heces) y especie animal (cabras), se encontraron
conclusiones contradictorias en la literatura: mientras que unos autores afirmaban que
las diferencias en el perfil de COVs eran menos pronunciadas en aliento que en heces
(Kasbohm et al., 2017); sin embargo, otros autores sugerian que la evaluacion del
volatiloma a partir de aliento era mejor comparado con el obtenido a partir de heces
(Purkhart et al., 2011). De hecho, los investigadores normalmente reconocen que las
hipotesis de sus estudios deberian ser confirmadas por ensayos futuros, considerando
sus hallazgos como puntos de partida (Purkhart et al., 2011; Kasbohm et al., 2017). Por
tanto, no se pueden establecer comparaciones o conclusiones definitivas con la
informacién disponible, siendo recomendable llevar a cabo estudios donde las matrices
biologicas sean empleadas de forma simultdnea con las mismas condiciones
metodologicas.
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En la presente revision, diferentes técnicas analiticas han sido evaluadas para presentar
el uso del volatiloma como una alternativa diagndstica en las infecciones por
micobacterias en animales: diferentes modalidades de cromatografia de gases sumadas a
espectrometria de masas, varios modelos de nariz electronica, asi como la
espectrometria de movilidad diferencial, siendo las dos primeras opciones las mas
frecuentes. En este sentido, tal y como otros autores han indicado previamente, los
diversos meétodos de recoleccion de COVs y los sistemas analiticos empleados han
contribuido probablemente a la variabilidad de los resultados (Ellis et al., 2014).
Teniendo en cuenta este contexto, cada método analitico ofrece tanto ventajas como
limitaciones, siendo comparados a lo largo del presente trabajo.

El diagndstico de una infeccidon a partir del analisis de COVs puede llevarse a cabo
identificando sustancias especificas relacionadas con el proceso patoldgico o mediante
la deteccion de alteraciones significativas en el perfil completo de COVs. Aunque la
mayoria de las investigaciones han intentado identificar biomarcadores concretos
(andlisis dirigido) que indiquen la presencia de la infeccion, también hay estudios que
emplean el perfil completo de COVs (analisis no dirigido) para discriminar con éxito
entre animales infectados y no infectados (Ellis et al., 2017).

En resumen, el nimero de ensayos in vivo que estudian la implementacién del anélisis
del volatiloma para el diagnéstico de la infeccién por micobacterias en investigacion
animal es considerado escaso. Aunque actualmente existe una importante tendencia que
evidencia el potencial de COVs generados en este tipo de infecciones como una
herramienta diagndstica, todavia se encuentra en una fase inicial y presenta algunas
dificultades. La falta de estandarizacion y las diferencias en la metodologia actual, asi
como el uso de diferentes matrices bioldgicas son los principales inconvenientes, a
menudo resultando en resultados inconsistentes e incomparables. El elevado nimero de
grupos de investigacion que han estudiado este nuevo enfoque en todo el mundo ha
contribuido a la falta de estandarizacion, pues normalmente se emplean diferentes
protocolos, factor que hace mas complicado reproducir los resultados. Se necesitan mas
estudios con mayor cantidad de detalle utilizando diferentes muestras biologicas, asi
como condiciones metodologicas constantes para superar las desventajas descritas. Esto
abrird nuevas posibilidades en el cuestionado diagnoéstico de la infeccién por
micobacterias en ganaderia.
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Resumen

La paratuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica, de distribucién mundial,
causada por Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis (MAP) que afecta
principalmente a rumiantes domésticos y silvestres. Ademas de ser una enfermedad de
gran relevancia en Sanidad Animal y tener un importante impacto en la economia de las
explotaciones de pequefios rumiantes, se ha sugerido el potencial zoon6sico de MAP y
su posible implicacion en la Salud Publica. Los objetivos del presente estudio fueron: 1)
determinar la seroprevalencia de paratuberculosis y 2) realizar un analisis espacial y de
factores de riesgo asociados con la infeccion por MAP, en ovino y caprino en
Andalucia. Durante el periodo 2015-2017, se tomaron un total de 4.134 muestras de
suero (2.266 de ovino y 1.868 de caprino) procedentes de 153 explotaciones de
Andalucia y se analizaron empleando un ELISA indirecto in-house. Se detectaron
anticuerpos frente a MAP en el 8,1% (183/2.266; 1C95%: 7,0 — 9,2%) de las ovejas y el
19,4% (363/1.868; 1C95%: 17,6 — 21,2%) de las cabras. La prevalencia de explotacién
fue del 66,3% (55/83; 1C95%: 56,1 — 76,4%) y del 90,0% (63/70; 1C95%: 83,0 —
97,0%) en ovino y caprino, respectivamente. En el analisis espacial se detectaron tres
clusteres estadisticamente significativos (p < 0,05). Asimismo, los principales factores
de riesgo asociados con la infeccion por MAP en pequefios rumiantes fueron: la especie
(caprino), la ausencia de vallado perimetral y la presencia de rumiantes silvestres. Los
resultados obtenidos en el presente estudio evidencian una amplia diseminacion de
MAP en explotaciones ovinas y caprinas en Andalucia, lo cual pone de manifiesto la
necesidad de establecer medidas adecuadas para el control de esta enfermedad.
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Fundamento y presentacion de resultados

La transmision de MAP es dificil de controlar, y ningin pais puede considerarse sin
riesgo de introduccion de la enfermedad. Por lo tanto, los programas de vigilancia y
control en las principales especies domésticas susceptibles son una herramienta
fundamental incluso en paises libres de MAP [1].

En Europa se han realizado diversos estudios para determinar la seroprevalencia MAP
en caprino y ovino. Sin embargo, los estudios seroepidemioldgicos llevados a cabo en
Espafia para determinar su distribucion en pequefios rumiantes son limitados, siendo la
mayoria anteriores al afio 2000 o realizados en areas geograficamente limitadas
[2,3,4,5]. Ademas, dado que la paratuberculosis no se encuentra sometida a programas
de erradicacion en Espafia, actualmente no se dispone de informacidn actualizada sobre
la prevalencia y distribucion de MAP en ovino y caprino, lo que refuerza la necesidad
de realizar estudios de vigilancia serolégica en esta enfermedad en nuestro pais.

Por ello, los objetivos del presente estudio son:

1. Determinar la seroprevalencia de MAP en el ganado ovino y caprino de
Andalucia.

2. Realizar un analisis espacial para identificar areas de mayor circulacion de MAP
en explotaciones de pequefios rumiantes en esta region.

3. Identificar los principales factores de riesgo asociados a la infeccion por este
patdgeno en explotaciones ovinas y caprinas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron los siguientes:

Se detectaron anticuerpos frente a MAP en 545 (13,2%; 1C95%: 12,2 — 14,2%) de los
4.134 animales analizados. La seroprevalencia individual obtenida fue del 8,1%
(183/2.266; 1C95%: 7,0 — 9,2%) en el ovino y del 19,4% (363/1.868; 1C95%: 17,6 —
21,2%) en el caprino. A nivel de explotacion, el 77,1% (118/153; 1C95%: 70,5 — 83,8%)
de los rebafios resultaron seropositivos. Se encontro al menos un animal seropositivo en
55 de las 83 (66,3%; 1C95%: 56,1 — 76,4%) explotaciones de ovino y en 63 de 70
(90,0%; 1C95%: 83,0 — 97,0%) explotaciones de caprino analizadas. La prevalencia
media dentro de las granjas de ovejas positivas fue del 11,7% (oscilando entre el 3,3% y
el 71,0%) y del 20,7% (3,3%-86,7%) en el caso de las explotaciones de cabras. Se
observo una seropositividad significativamente mayor en el caprino en comparacién con
el ovino, tanto a nivel individual (p < 0,001) como de explotacion (p < 0,001).
Asimismo, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre provincias,
los valores de seroprevalencia mas bajos se encontraron en las provincias de Granada
(5,1%) y Huelva (7,3%), mientras que los mas altos se localizaron en Cadiz (23,3%) y
Almeria (17,1%) (Tabla S1). Ademas, se detectd seropositividad en 86 (87,8%) de los
98 municipios analizados.

El modelo de Bernoulli identificd tres clUsteres estadisticamente significativos en el
area de estudio (p < 0,05) (Figura 2). Un primer claster, que presenté un radio de 4,7
km, se localiz6 en la Sierra de Grazalema (Cadiz) e incluy6 cuatro explotaciones (RR =
3,6; p < 0,001). Un segundo claster, con un radio de 59,4 km, se ubicé en la zona
central de Andalucia, entre las provincias de Coérdoba y Sevilla, incorporando 23
explotaciones (RR = 2,1; p < 0,001). Finalmente, un tercer cluster, con 34,7 km de
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radio, se situd en la zona este de Almeria, incluyendo seis explotaciones (RR =2,0; p =
0,005).

Seroprevalencia de granja
Negativo
0,1-50%
5,1-15,0%
15,1-25,0%
25,1-45,0%
>45,0%

RERCO0

Figura 2. Prevalencia de granja frente a MAP en explotaciones de pequefios rumiantes (circulos: ovino;
triangulos: caprino) en Andalucia. Las circunferencias en azul muestran los clisteres espaciales
significativos (p < 0,05)

Se realiz6 un andlisis bivariante, incluyendo todas las variables independientes
obtenidas en el cuestionario epidemiolédgico. Tras la exclusion de las variables que
presentaron colinealidad, un total de 19 variables que mostraron asociacién (p < 0,10)
con la seropositividad frente a MAP fueron incluidas en un modelo multivariante GEE.
Finalmente, el modelo identificé como factores de riesgo potencialmente asociados a la
infeccion por MAP en pequefios rumiantes en Andalucia: la especie, la ausencia de
vallado perimetral y la presencia de rumiantes silvestres (Tabla 1). Se observd una
seropositividad significativamente superior en el caprino (19,4%; 363/1.868) en
comparacion con el ovino (8,1%; 183/2.266). Asi mismo, la prevalencia de anticuerpos
frente a MAP incrementd significativamente en aquellas explotaciones sin vallado
perimetral (21,7%; 112/515) con respecto a las granjas que si lo presentaban (13,2%;
386/2.933). La seroprevalencia también fue significativamente mayor en animales
procedentes de explotaciones con presencia de rumiantes silvestres (15,7%; 180/1.145)
en comparacion con aquellas en las que estas especies estaban ausentes (12,4%;
363/2.929).
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Tabla 1. Resultados del modelo GEE. Factores de riesgo potencialmente asociados a
la seropositividad de MAP en pequefios rumiantes de Andalucia

Variable Categoria P OR (1C95%)
. Caprino <0,001 3,4 (2,1-5,6)
Especie ovino a A
Vallado perimetral go 0'05102 2.6 (1;4'4’9)
i
Presencia de rumiantes silvestres Sé O’ang 21 (1;2'3’7)

2 Categoria de referencia
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Resumen

El adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) es uno de los canceres mas letales y
agresivos. Desafortunadamente, no existen marcadores de diagndstico tempranos, asi
como dianas terapéuticas efectivas para esta enfermedad. En este contexto, una
caracteristica comun de todas las patologias tumorales es la expresion aberrante de
variantes de splicing con potencial oncogénico. Esto puede deberse a cambios en la
maquinaria responsable del proceso de splicing, por tanto, la identificacion de
componentes de esta maquinaria alterados podria ser clave en el desarrollo de nuevos
biomarcadores y/o dianas terapéuticas. Asi, los objetivos de este trabajo fueron: 1)
Evaluar las alteraciones presentes en factores de splicing desregulados en ADP; 2)
analizar su relacion con parametros clinicos de interés; 3) determinar su impacto
funcional en lineas celulares. Los resultados obtenidos mostraron la existencia de una
profunda desregulacion de la maquinaria de splicing en ADP, relacionada con la
supervivencia de los pacientes. La sobreexpresion de estos factores provoco una clara
disminucién de la agresividad celular. Asi, la desregulacion del proceso de splicing
podria ser clave en el desarrollo del ADP, asi, su estudio es crucial para identificar
nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas que mejoren la calidad de vida de los
pacientes.

Palabras clave: Adenocarcinoma ductal de pancreas; splicing; factor de splicing.
Fundamento y presentacion de resultados
Introduccion

El adenocarcinoma ductal de pancreas (ADP) presenta una de las tasas de mortalidad
mas altas del mundo, debido principalmente a su diagnéstico en estadios avanzados y a
la falta de respuesta al tratamiento [1]. Por lo tanto, los principales objetivos para
combatir este cancer se enfocan hacia una deteccion mas temprana y el desarrollo de
nuevas terapias mas efectivas. En este contexto, la alteracion del proceso de splicing
alternativo ha surgido como una nueva via de estudio ya que la aparicién de isoformas
de splicing aberrantes se ha encontrado asociada al desarrollo y/o progresion de
numerosos tipos de cancer [2-5]. En base a todo lo anterior, la hip6tesis de partida de
este trabajo es que durante el desarrollo y la progresion del ADP, ciertos componentes
de la maquinaria de splicing sufren una desregulacién que podria ocasionar la
produccién de variantes de splicing aberrantes con potencial oncogénico. Partiendo de
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esta hipotesis, se plantea el objetivo de identificar estas alteraciones presentes en la
maquinaria de splicing en ADP, asi como sus posibles consecuencias funcionales.

Metodologia

Para afrontar el objetivo propuesto se partio de los resultados obtenidos en un array de
microfluidica en el que se midi6 la maquinaria de splicing (72 componentes) en
muestras de ADP y tejido adyacente no tumoral procedentes de pacientes (n = 76). Se
estudid esta desregulacion, asi como su capacidad discriminatoria para distinguir entre
muestras tumorales y no tumorales. En base a estos resultados se selecciond un conjunto
reducido de factores y se estudiaron asociaciones y correlaciones entre la desregulacion
hallada y parametros clinicos de interés, como es la supervivencia de los pacientes.
Finalmente, algunos de ellos, fueron seleccionados para profundizar en su papel en el
desarrollo y/o progresion del ADP. Asi, se realizaron diferentes ensayos funcionales
(proliferacion, migracion, formacion de tumorosferas, colonias, etc.) para identificar el
efecto de la sobreexpresién de estos dos genes (que fue validada por RT-qPCR vy
Western Blot) sobre caracteristicas de agresividad en lineas celulares de ADP (Capan-2
y BXPC-3).

Resultados

En estudios previos del grupo de investigacion, se hall6 una profunda desregulacion en
la maquinaria de splicing en muestras de pacientes con ADP. En base a distintos
criterios, fueron finalmente seleccionados aquellos que permitian discriminar muy bien
entre tejido tumoral y adyacente, estando menos expresados en tejido tumoral.
Analizamos su relacion con pardmetros clinicos y observamos que una menor expresion
de estos factores a nivel de ARN mensajero se asociaba a menor tasa de supervivencia
de los pacientes; ademas, descubrimos que existia una relacion en cuanto a su expresion
y la presencia de mutaciones en los genes KRAS y TP53, los dos genes principalmente
mutados en ADP. Estas asociaciones clinicas dieron pie a realizar ensayos funcionales
con estas moléculas, para ello, se sobreexpresaron en dos lineas celulares modelo de
ADP, Capan-2 y Bx-PC-3, y se analizo el efecto funcional de esta sobreexpresion. En
concreto, se observaron diferencias claras en las células transfectadas con respecto a sus
respectivos controles, particularmente en proliferacion y migracién celular y formacion
de tumorosferas y colonias. Ambos factores se han encontrado alterados en otros
canceres, como el cancer de mama [6, 7].

Conclusiones

A pesar de que es necesario completar y profundizar este estudio, a la vista a los
resultados obtenidos puede concluirse que la desregulacion de estos factores parece
estar implicada en el desarrollo del ADP, lo cual les convierte en potenciales
biomarcadores y/o dianas terapeuticas.
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Resumen

El estudio de los mecanismos implicados en el envejecimiento es uno de los objetivos
de numerosas investigaciones por el mundo. Especialmente, aquellas que se realizan
sobre modelos mamiferos cobran especial relevancia por su posible traslacion a
humanos. Asi, se han desarrollado intervenciones en roedores que ayudan a conocer a
fondo el proceso de envejecimiento. Entre ellas, las intervenciones genéticas son de
gran utilidad para tal fin. Recientemente, se ha demostrado que la sobreexpresion de la
enzima CYB5R3 previene la aparicion de tumores, mejora funciones fisioldgicas y
promueve un envejecimiento mas saludable.

En el presente estudio, se han analizado modificaciones ultraestructurales y funcionales
en rifion en ratones de edad avanzada transgénicos que sobreexpresan CYB5R3 en
comparacion con ratones control no modificados de la misma edad. Asi, se han
estudiado posibles modificaciones en diversos componentes de la barrera de filtracion
glomerular y de los tdbulos contorneados proximales, asi como en los patrones de
expresion de proteinas relacionadas con la autofagia y dindmica mitocondrial. También,
para analizar el efecto del envejecimiento, se han realizado estudios de expresion
proteica incluyendo animales jovenes, para asi comparar su perfil de expresion con el de
los animales de edad avanzada. Nuestros resultados apoyan la existencia de cambios
beneficiosos en varios aspectos de la fisiologia y estructura renal por sobreexpresion de
CYB5R3 en ratones de edad avanzada.

Fundamento y presentacion de resultados

El envejecimiento es un proceso dependiente del tiempo caracterizado por una pérdida
progresiva de la funcionalidad de un organismo. Este proceso degenerativo, aunque no
considerado en si mismo una enfermedad, provoca que el organismo sea mas
susceptible al estrés, a desarrollar enfermedades y a la muerte. Dada su complejidad,
son muchas las teorias que han surgido alrededor del envejecimiento con el objetivo de
explicar sus causas, contabilizando hasta 300 diferentes. De entre todas las teorias, la
“teoria de los radicales libres mitocondriales del envejecimiento” es una de las teorias
mas aceptadas, y en ella se destaca a los radicales libres y se identifica a la mitocondria
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como el principal centro productor de esos mediadores del envejecimiento y, por tanto,
como organulo clave en dicho proceso.

Dada la importancia de este proceso, son muchas las investigaciones que han buscar
paliar, retrasar, o incluso, revertir el proceso de envejecimiento. Asi, han surgido un
gran namero de intervenciones que persiguen dichos objetivos. Entre ellas, la restriccion
caldrica es la intervencion no genética ni farmacoldgica que de manera mas consistente
retrasa los procesos asociados al envejecimiento y extiende la longevidad.

Como intervencién que busca conseguir efectos miméticos a la restriccién caldrica, la
sobreexpresion de la NADH deshidrogenasa citocromo b5 reductasa 3 (CYB5R3) ha
demostrado también aumentar la esperanza de vida en ratones, asi como modular
muchos de los factores relativos al proceso de envejecimiento, asignando a su capacidad
de aumentar la ratio NAD+/NADH vy a la activacién de las sirtuinas, su mecanismo de
accion.

En este contexto, los objetivos de la investigacion planteada en el marco de esta beca de
iniciacion a la investigacion pretendian el estudio de cambios ultraestructurales y
bioguimicos en ratones de edad avanzada que sobreexpresaban CYB5R3. Ademas,
también se plantearon estudios comparativos con animales jovenes, para analizar el
efecto del paso del tiempo y del envejecimiento.

Los estudios se realizaron a nivel de rifion, 6rgano que, debido a su papel como
regulador de la homeostasis y 6rgano encargado de la eliminacion de sustancias de
desecho, es considerado como oOrgano de gran interés en el estudio del proceso de
envejecimiento. En este Organos son varios los procesos y marcadores que son de
interés para el estudio del proceso de envejecimiento: EI glomérulo y la barrera de
filtracion glomerular, por ser la estructura encargada de filtrar la sangre; los tabulos
contorneados proximales, por su papel en la reabsorcion de nutrientes y el intercambio
de compuestos que ahi se llevan a cabo; también sus mitocondrias, por ser los
encargados de proveerles de la energia necesaria para llevar a cabo dichos procesos; v,
finalmente, la autofagia y la apoptosis, por ser procesos claves en el mantenimiento
celular, por medio del reciclaje de sus componentes y el recambio celular. Por tanto, se
estudiaron marcadores relacionados con la masa mitocondrial y la autofagia, asi como
otros relacionados con la apoptosis y la regulacion de la autofagia; se estudiaron
posibles cambios ultraestructurales de las poblaciones mitocondriales y las figuras de
autofagia de los tabulos contorneados proximales; y, finalmente, se analizaron posibles
variaciones en marcadores reconocidos de envejecimiento renal (grosor de los procesos
podocitarios y de la lamina basal glomerular). Asi, los analisis planimétricos
ultraestructurales se llevaron a cabo mediante microscopia electronica de transmision y
los estudios bioquimicos sobre marcadores de interés se llevaron a cabo mediante
Western-Blot.

Presentacion de los resultados

El estudio de las figuras de autofagia se centré en determinar el nimero de figuras y el
area de éstas en relacion con area celular total (figura 1). Dicho analisis se realizd
diferenciando si se trataba de eventos tempranos de autofagia, tardios o totales. Por otro
lado, el analisis planimétrico de las poblaciones mitocondriales de los TCPs consistio en
la determinacidn del area y la circularidad de estos organulos (figura 2). Con respecto al
analisis de las estructuras glomerulares se centré en el grosor de la membrana basal
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glomerular y en la anchura de los procesos podocitarios en la zona de contacto con la
lamina basal glomerular (figura 3). Ademas del estudio planimétrico, se llevo a cabo un
analisis de expresion de determinadas proteinas relacionadas con procesos de autofagia
(figura 4 y figura 5) y masa mitocondrial (figura 7 y 8). Adicionalmente, se
determinaron los niveles de expresién de mTOR (figura 5), y Apaf-1 (figura 6), como
marcadores de regulacion de autofagia y de apoptosis, respectivamente.

Resultados
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ratio LC3II/LC3I

Figura 5. Analisis de mTOR.
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Conclusiones

1. La sobreexpresion de la enzima CYB5R3 provoca en ratones de edad avanzada una
disminucion del grosor de la lamina basal glomerular sin que induzca cambios en el
grosor de los procesos podocitarios. Este doble efecto es compatible con una mejora en
el proceso de ultrafiltrado glomerular.

2. La sobreexpresion de la enzima CYB5R3 provoca una disminucion en el tamafio y
circularidad mitocondrial, efecto compatible con una mejor disponibilidad de estos
organulos a su eliminacién por autofagia sin que disminuya la masa mitocondrial, como
se desprende de los resultados de los marcadores analizados.

3. El estudio planimétrico de las figuras de autofagia muestra una clara tendencia de los
ratones transgénicos de edad avanzada a presentar menor nimero y tamafio de figuras
de autofagia, tanto tempranas, tardias, como totales. Estos resultados, junto a los
obtenidos acerca del marcador proteico especifico analizado, son compatibles con un
mejor flujo autofagico en los ratones transgénicos CYB5R3.

4. En su conjunto, los resultados obtenidos indican que la sobreexpresién de CYB5R3
en ratones de edad avanzada provoca una serie de cambios sobre varios aspectos de la
fisiologia y estructura renal que pueden entenderse como beneficiosos.
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