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RESUMEN: La leche materna humana es un alimento integral para los infantes en los primeros meses de vida y por
diferentes factores como la morbimortalidad de la madre, que afecta la lactancia, se recurre a los Bancos de Leche. Este
fluido biolégico contiene una microbiota con propiedades probidticas, que ayuda al metabolismo de los nutrientes y la
maduracién del sistema inmunolégico principalmente, beneficios que se ven reflejados en la salud del humano hasta la
adultez. Se planteé caracterizar la microbiota de la leche humana de donantes y las heces de sus lactantes, provenien-
tes del Banco de leche del Hospital General de Medellin y de mujeres residentes en Antioquia, recolectando un total
de 134 muestras. Por identificacién morfolégica bioquimica o andlisis molecular, s e encontraron microorganismos
con propiedades probidticas principalmente, Lactiplantibacillus plantarum 'y Enterococcus faecium, y de alterantes,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y las levaduras. Se comprobd que la leche materna contiene una microbiota
nativa que incluye microorganismos comensales y otros con propiedades probidticas, que la presencia de estos tltimos
se disminuye después de la pasteurizacion y es necesario implementar pruebas adicionales para la identificacién de
Bacterias Acido Licticas y evitar un descarte innecesario de la leche.

PALABRAS CLAVE: Leche materna; banco de leche humana; propiedades probidticas.
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CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DE LA LECHE MATERNA DE DONANTES Y LAS HECES DE SUS LACTANTES RESIDENTES EN ANTIOQUIA, COLOMBIA

ABSTRACT: Human breast milk is an integral food for infants in the first months of life and due to different factors,
such as maternal morbimortality, which affects lactation, Milk Banks are resorted to. This biological fluid contains a
microbiota with probiotic properties, which helps the metabolism of nutrients and mainly the maturation of the immu-
ne system, benefits that are reflected in human health until adulthood. The objective was to characterize the microbiota
of human milk from donors and the feces of their infants, from the milk bank of the General Hospital of Medellin and
from women residing in Antioquia, collecting a total of 134 samples. By morphology, biochemical identification or
molecular analysis, microorganisms with p robiotic properties were found, mainly Lactiplantibacillus plantarum and
Enterococcus faecium, and alterants like, Staphylococcus aureus, Escherichia coli and yeasts. It was found that breast
milk contains an native microbiota that includes commensal microorganisms and others with probiotic properties, that
the presence of the latter decreases after pasteurization and that it is necessary to implement additional tests for the
identification of Lactic Acid Bacteria to avoid unnecessary discarding of milk.

KEYWORDS: Breast milk; human milk bank; probiotic properties.

1. INTRODUCCION

La leche materna es un alimento complejo, con una diversidad de nutrientes y de elementos que favorecen
el desarrollo del sistema inmunolégico y gastrointestinal, incluyendo una microbiota intestinal nativa prove-
niente de la madre gestante por la ruta enteromamaria a la glandula mamaria (Ferndndez et al., 2013). Segtin
el estadio de la lactancia, la leche materna se clasifica en calostro, transiciéon y madura (Léké et al., 2019).
En 800 mL de leche materna se pueden encontrar un promedio de 107 Unidades Formadoras de Colonias
(UFC) /mL de microorganismos viables (Brandtzaeg, 2010); entre estos estdn los géneros: Staphylococ-
cus, Weissella, Propionibacterium, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus, Leuconostoc, Lactobacillus,
y Bifidobacterium, que a la vez serdn integrantes de la microbiota intestinal de los lactantes (Osorio & Um-
barila, 2015).

Los recién nacidos amamantados tienen menor riesgo a las infecciones microbianas, como la Enteritis Ne-
crotizante (NE) y enfermedades relacionadas con la inmunidad, los beneficios que esta aporta permanecen
hasta la edad adulta (Patel & Underwood, 2018), sin embargo, hay factores que pueden poner en riesgo la
lactancia como la morbimortalidad materna. Por lo tanto, se crearon los Bancos de Leche Humana (BLH)
en Latinoamérica, iniciando en Brasil en 1943. Estos se encargan de recolectar, procesar, congelar y distri-
buir la leche a los lactantes que la necesitan, implementando un proceso de seleccién y capacitacion de las

donantes para una correcta extraccion y recoleccion (De la Academia, 2010).

En Antioquia, Colombia, desde mayo del 2013 hasta la fecha, funciona con certificacién el Banco del Hos-
pital General de Medellin, que beneficia el 95.21 % de la poblacién infantil antioquefa y el 4.79 % de otros
departamentos. Este se regula con las normas y las especificaciones técnicas, dictadas por la Red Nacional

de bancos de leche humana de Brasil (Guimaraes ef al., 2004).
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Yara N. Correa, Samantha Rolddn, Olga I. Montoya, Paula A. Moreno, Nelly P. Castillejo, Andrea V. Restrepo, Alejandra V. Buitrago

En el BLH se realizan andlisis fisicoquimicos, como la medicién de la acidez titulable expresada en grados
Dornic (°D), siendo caracterizada la leche como 4cida cuando presenta un recuento mayor a 105 UFC/mL,
la determinacidn del crematocrito, el proceso de pasteurizacion, ademads se realizan las determinaciones mi-
crobiolégicas (Guimaraes et al., 2004). Cuando las muestras no cumplen ambos pardmetros de calidad se

descartan.

En la leche materna se encuentran microorganismos viables que pueden ser comensales, alterantes o con
propiedades probiéticas. Dentro de estos tltimos estan las Bacterias Acido Lacticas (BAL), las cuales hacen
parte de la microbiota nativa de la leche materna y son esenciales para el buen desarrollo del sistema inmu-
noldgico, las BAL deben cumplir con las pruebas respectivas para confirmar las propiedades, segtin la FAO
en 2002 (De la Torre, 2014; De la Academia, 2010).

Se propuso como objetivo del trabajo caracterizar la microbiota de la leche pre y post-pasteurizada de
las donantes del banco del Hospital General de Medellin (HGM) y de mujeres residentes en el drea

metropolitana del Valle de Aburrd, ademds de la microbiota de las heces de sus lactantes.

2. METODOLOGIA

2.1. Recoleccion de las muestras de la leche humana y de las heces de lactante

Se recolectaron en frascos estériles las 40 muestras de leche de donantes del Banco del HGM segun
los cuatro pasos del proceso para aceptacion y descarte de leche: 10 de leche 4cida mayor a 8°Dornic
(LP > 8°D), 10 de leche no acida menor a 8° Dornic (LP < 8°D), 10 de leche pasteurizada (LP) y 10
de leche post-pasteurizada positiva en el caldo Brila (LPBV GC+). También, se recolecté tras la higiene
del pezén las 27 muestras de leche cruda (LC) de mujeres externas al hospital. Ademads, se recogieron de
la superficie del pafal las 67 muestras de las heces de cada lactante con hisopo en tubos con peptona al
1%p/v (peso/volumen) (Jiménez et al., 2008).Se transportaron a 4°C al laboratorio de Microbiologia de
Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia (UN), sede Medellin. Se determiné el pH
para las muestras de leche, el valor del crematocrito y acidez Dornic fue proporcionado por el banco. Hubo
consentimiento tanto de las madres como de los directivos y del Comité de Investigacién del HGM con
registro 01.05052015.

2.2. Aislamiento, recuento y morfologia de los tipos de microorganismos

A todas las muestras se le realiz6 diluciones seriadas (101,102, 103) en peptona al 0.1 % p/v y se caracterizd
por morfologia macroscdpica en los medios de cultivo especificos. S6lo las leches dcidas se procesaron en
dos tiempos, a las cero horas y tras refrigeracion a las 24 horas para diferenciar resistencia a temperatura y

competencias entre grupos microbianos.
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CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA DE LA LECHE MATERNA DE DONANTES Y LAS HECES DE SUS LACTANTES RESIDENTES EN ANTIOQUIA, COLOMBIA

Microorganismos comensales: Se hizo el recuento de los microorganismos mesoéfilos aerobios segtin la NTC
4519, en el Agar Plate Count (PC-Merck). Los Coliformes Totales y Fecales segun el Decreto 616 de 2006,
por el método del Nimero Mdas Probable (NMP), en caldo Fluorocult LMX.

Microorganismos alterantes: Se determiné Staphylococcus aureus coagulasa positiva segin el Decreto 616
de 2006, en el Agar Baird Parker (BK-Merck). Las levaduras se detectaron en el Agar Extracto de Levadura,
Glucosa y Cloranfenicol (YGC-Merck). Y para las bacterias de la familia Enterobacteriaceae se utiliz6 el
Agar Cristal-Violeta Rojo Neutro Bilis Dextrose (VRBD-Merck), y en Agar Eosin Azul de Metileno (EMB-
Merck) para confirmar la presencia de Escherichia coli.

Microorganismos con propiedades probidticas: Se aislé en agar MRS (de MAN, ROGOSA y SHARPE)
con azul de anilina para lactobacilos (Merck), en agar M17 para lactococos y enterococos (Merck), y en

Agar Propionato TOS (Merck) con suplemento mupirocina (MUP 100 g/L) para bifidobacterias (Vlkova et
al., 2009).

Posteriormente se analizaron las frecuencias de UFC/mL y se purificaron los aislados de interés (Talebi,
2017).

2.3. Caracterizacion de morfologia microscopica de los tipos de microorganismos

Tincion de Gram: A cada aislado bacteriano se les clasificé microscépicamente con la coloracién de Gram se

denominan como: Bacilos Gram Negativos (BGN) y Cocos Gram Positivos (CGP) (Smith & Hussey, 2019).

Prueba de la Catalasa: A cada aislado bacteriano se les diferencié bioquimicamente con peréxido de hidré-
geno al 10% v/v (Tankeshwar, 2013).

Prueba de hemdlisis: A cada aislado bacteriano en el Agar Sangre al 5% v/v (AS) se le identificé su capa-

cidad de lisar o no los glébulos rojos humanos (Casarotti et al., 2017).
Prueba de la Oxidasa: A cada aislado bacteriano se les diferencié bioquimicamente segtin la produccién del
citocromo oxidasa al utilizar el oxigeno molecular en contacto con el reactivo de amino-N-dimetil-anilina

(Tankeshwar, 2022).

Tubo germinal: A cada aislado de levadura se clasificé en suero bovino, se incubé a 35°C /2 h y se observé
presencia o ausencia de hifas al microscopio (100 X) (Al-Said et al., 2022).
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2.4. Pruebas de propiedades probioticas

Los aislados de BAL con caracteristicas macro y microscopicas de interés ajustados a 0.5 McFarland, se
incubaron en Caldo MRS a 37°C /18 h, se centrifugaron a 4000 rpm por 10 minutos, y se separd el extracto
del pellet para realizar las siguientes propiedades probidticas (PP) (Moreno et al., 2011).

Las PP primarias seleccionaron los aislados de BAL entre la capacidad de resistir a la acidez (un pH 2.0 con
HCI1 IM) y a jugos digestivos (sales biliares al 0.3 % p/v), y se hizo recuento en agar MRS de microorganis-
mos viables (UFC/mL) (FAO/WHO, 2002).

Las PP secundarias evaluaron la capacidad de inhibicién de los aislados probidticos frente a patégenos,
por el método turbidimétrico de microdilucién en caldo. El extracto de las bacterias se adiciona en placas
multipozo con los patégenos Salmonella sp., Streptococcus pneumoniae y Escherichia coli. La placa se
incub6 durante 20 horas con agitacién en un lector de placas de ELISA acoplado al espectrofotémetro
(MultiskanGo,Thermo), con lectura de absorbancia a una D.O de 600 nm cada hora (Barreras et al., 2012;
Wiegand et al., 2008).

2.5. Caracterizacion bioquimica

Se utilizé la metodologia del kit de API SOCHL, el 20E y el 20NE system (BioMérieux, 2018) para la
identificacién de las BAL, de las bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae y de los Bacilos
gram negativo (BGN) no enterobacterias, respectivamente. Y finalmente se realizé la identificacién de las
cepas de BAL con el software APITWEB.

3. RESULTADOS

3.1. Parametros poblacionales y su relaciéon con la microbiota

El promedio de edad de las mujeres donantes fue de 24 afios y del lactante fue de tres meses. En las muestras
hubo cuatro de calostros, 13 de leche de transicién y 50 de leche madura. Ademads, hubo 67 de heces de
lactante.

3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de leche analizadas

En la Tabla[I]se reporta el promedio del crematocrito, de acidez Dornic y de pH de cada uno de los tipos de
leche.

3.3. Distribucion de la microbiota en todos los tipos de muestras de leche analizadas

Se observé un recuento promedio de 3 x 102 UFC/mL de comensales, con mayor frecuencia en leche cruda

y acida, leche que fue descartada, frente a la leche pasteurizada y post-pasteurizada, leche que fue acepta-
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Tabla 1: Resultados de los promedios de los pardmetros fisicoquimicos en todas las muestras de la leche. LP > 8°D (Leche acida
con valor mayor a 8° Dornic); LP < 8°D (Leche pre-pasteurizada no 4cida con valor menor a 8° Dornic); LP (Leche
pasteurizada); LP BVGC+ (Leche positiva en caldo BRILA), Kcal/L (kilocaloria por litro). Fuente: Elaboracién propia

Tipo de leche  Crematocrito (Kcal/L) PhOh  pH24h  Promedio pH Promedio acidez Dornic

LP>8°D N/A 6,47 6,34 6,19 10
LP < 8°D 630 N/A 6,65 6,65 42
LP 630 N/A 7,13 7,13 4,2
LPBVGC(+) 596 N/A 6,95 6,95 3,5
Leche cruda N/A X N/A X N/A
Promedio total 617 N/A N/A 6,77 5,47

da. Ademds, los coliformes totales fueron mds frecuentes en la leche 4cida, y se confirmd la presencia de
coliformes fecales en tres muestras. En la Figura [T} las frecuencias relativas en la leche pre-pasteurizada
no 4cida de estafilococos, enterobacterias y las levaduras del 80 %, 90% y 30 %, mientras en las de leche
pasteurizada las frecuencias fueron del 10 %, del 70 % y del 10 %, respectivamente. Para la leche 4cida a las
cero horas fue del 70 % de estafilococos, del 90 % de enterobacterias y del 40 % de levaduras, mientras que,

a las 24 horas, las frecuencias disminuyen al 50 %, del 70 % y del 30 %, respectivamente.

En la leche pre-pasteurizada no 4cida, hubo recuento de 3 x 102 UFC/mL, las frecuencias fueron del 40 %,
del 80 % y del 70 % para enterococos, lactobacilos y bifidobacterias, mientras en las de leche pasteurizada, se
obtuvo el mismo recuento de UFC/mL, pero su frecuencia fue del 10 %, del 30 % y del 20 % respectivamente.
Y en la leche 4cida a las cero horas, las frecuencias fueron del 50 %, del 70 % y del 60 % para lactobacilos,
enterococos y bifidobacterias, se obtuvieron los mismos resultados a las 24 horas. En la leche post-
pasteurizada, sélo en el 20% de ellas se contaron entre 8 y 50 UFC/mL de lactobacilos, enterococos y
bifidobacterias. En la Tabla[2]se resume la distribucién de los microorganismos comensales, los alterantes y
los probidticos, en los pasos del procesamiento de la leche en el BLH, ademads la microbiota de probidticos
en las heces. En dos muestras de las leches 4cidas > 8°D y en una de leche post-pasteurizada se pudo

identificar E. coli.

3.4. Caracterizacion morfoldgica y bioquimica

Las muestras pre y post-pasteurizadas LP62 > 8D, LP63 > 8D y LP93 BV GC (+) correspondieron a Esche-
richia coli, aisladas de agar EMB con colonias verde metélico y al Gram se observaron bacilos Gram nega-
tivos, hemoliticos, catalasa positiva y oxidasa negativa. Las muestras post-pasteurizadas LP94 BVGC (+) y
LP93BVGC (+) se identificaron como Pasteurella trehalosi (Con porcentajes de identidad del 92,9 % y del
96,3 % respectivamente), cuyas colonias eran grandes, rugosas y con borde irregular, y al Gram se obser-
varon bacilos Gram negativos, no hemoliticas y catalasa y oxidasa positivas. En la Tabla estdn reportados
los resultados de las pruebas de caracterizacion bioquimica con el kit API 20NE para Pasteurella trehalosi.

También se hallé en leche cruda, CGP agrupados en racimo (S. aureus), BGN pequefios (Shigella spp, E.
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Figura 1: Frecuencia absoluta de la microbiota probidtica y alterantes para las muestras de leche 4cida al inicio (Oh) y luego de
refrigeracién (24h) con un pH 6.3. Agar Baird Parker (BK), Agar M17, Agar MRS (de MAN, ROGOSA y SHARPE), Agar
Propionato TOS con mupirocina, Agar Crystal-violet neutral-red bile dextrose (VRBD), Agar yeast extract glucose

chloramphenicol (YGC). Las Unidades Formadores de Colonia por mililitro (UFC/mL) se sefialan con flechas amarillas para

Estafilococos y Enterobacteriaceae, verdes para Levaduras y rojas para Bacterias Acido lacticas. Fuente: Elaboracién Propia.
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Tabla 2: Recopilacion de frecuencias relativas de todos los tipos de los microorganismos encontrados en todas las muestras
analizadas. LC (Leche materna cruda y calostro); LA > 8D (Leche dcida con valor mayor a 8° Dornic); LP < 8°D (Leche
pre-pasteurizada no dcida con valor menor a 8° Dornic); BVGC+ (Leche positiva en caldo BRILA), H (Heces), No crecimiento

(—),No aplica (NA); Unidades Formadoras de Colonia por mililitro (UFC/mL) Fuente: Elaboracién propia

CEPAS(%) LP Frecuencia
3 x 102 LC LP>8D LP<8°D LP B H relativa en (AGAR M5)
(1x 10°UFC/mL) BVGC+ probiéticos
Coliformes totales 3,0% 12,5% 17,5% 5,0% 5,0% NA NA NA
Escherichia coli 5,0% 6,0% 5,0% - - NA NA NA
Otras 5%  7,5% 5,0% ; 5,0% NA NA NA
Enterobacteriaceae
Staphylococcus 13,4%  10,0% 2.5% ; ; NA NA NA
aureus
Levaduras 7,5% 20,0% 17,5% 15,0% 5,0% NA NA NA
Lac i H
actobacillus 3.0% i ) ) i 6.0% 17.6% /or‘no
rhamnosus lactico
Lac illus H
actobacillus 6.0% 7.5% ) ) ) 11,9% 441% /et‘ero
plantarum lactico
Lactobacillus Hetero
paracasei ssp. 1,5% - - - - 1,5% 5,9% o
. lactico
paracasei
Enterococcus Hetero
. 1,5% 2,5% 2,5% 5,0% - 4,5% 23,5% o
faecium l4ctico
Lactoba.clllus i i ) ) i 1.5% 2.9% I-?etf:ro
brevis lactico
Enteroco.ccus ) ) ) ) ) 3.0% 5.9% I-?etfzro
fecalis lactico
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Tabla 3: Resultados de perfil bioquimico para Pasteurella trehalosi en API 20 NE. Fuente: Elaboracién propia

LP94BVGC LP93BVGC LP94BVGC LP93BVGC
(+)YGCa (+)YGCa (+)YGCa (+)YGCa
NOj3 (Nitrato de Potasio) + + MAN (D-Manitol) — —
AG (N-Acetil
TRP (L-Tript6fano) - - NAG (N-Acet - -
glucosamina)
GLU (D-Glucosa) — — MAL (D-Maltosa) - -
ADH (L-Arginina) - - GNT (Gluconato - -
potdsico)
URE (Urea) - - CAP (Acido cdprico) - -
ESC (Esculina citrato férrico) - + ADI (Acido adipico) - -
GEL (Gelatina) - + MLT (Acido malico) - -
PNPG (4-nitrofenil-D- + + CIT (Citrato trisédico) - -
galactopirandsido)
GLU (D-Glucosa) - - PAC (Acido - -
fenilacético)
ARA (L-Arabinosa) — — OX (Oxidasa) — —

MNE (D-Manosa) — —

coli, con porcentajes de identidad del 81,6 % y 92,9 %, respectivamente) y levaduras (Candida albicans),
los cuales fueron catalasa positiva y hemoliticos, confirmados por crecimiento en agar BK, los kits API 20E,
API 20C AUX y prueba de tubo germinal al microscopio, que demostré una prolongacién de las hifas a

partir de una levadura.

El perfil bioquimico de identificacién por medio del API 50 CHL para Levilactobacillus brevis se
reporta en la Tabla ]  Dentro de los microorganismos con propiedades probidticas se encuentran:
cuatro aislados de Enterococcus faecium, dos provenientes de leches pasteurizadas, uno de leche pre
y post-pasteurizada; un aislado de Leuconostoc mesenteroides de leche pasteurizada y dos aislados de
heces de los lactantes, Lacticaseibacillus paracasei y Levilactobacillus brevis, y de leche cruda se aislé
Lactiplantibacillus plantarum 'y Lacticaseibacillus rhamnosus. En la Tablafestdn reportados los resultados
de la caracterizacién morfoldgica y algunas pruebas de propiedades probidticas para los microorganismos
anteriores. Los resultados de las pruebas probidticas evidenciaron que todos aislados presentaron resistencia
a pH dcido y a la concentracién digestiva de sales biliares, de los cuales sélo dos cepas lograron inhibir el
crecimiento de los tres patégenos. presentaron mejor potencial probidtico Levilactobacillus brevis aislado

de heces y Enterococcus faecium aislado de leche post-pasteurizada.
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Tabla 4: Resultados de perfil bioquimico para Levilactobacillus brevis en API S0CHL (API 50 CH - H74). Fuente: Elaboracién

propia

0

1-GLY
(Glicerol)
2-ERY
(Eritrol)
3-DARA (D-
Arabinosa)
4-LARA (L-
Arabinosa)
5-RIB
Ribosa)
6-DXYL (D-
Xilosa)

7-LXYL (L-
Xilosa)

8-ADO (D-
Adonitol)

9-MDX (Metil-
BD-Xilopiranosido)

10-GAL
(Galactosa)
11-GLU
(Glucosa)
12-FRU
a(Fructosa)
13-MNE
(Manosa)
14-SBF
(Sorbosa)
15-RHA
(Ramnosa)
16-DUL
(Dulcitol)

17-INU
(Inositol)

18-MAN
(Manitol)

19-SOR
(Sorbitol)

20-MDM (Metil-
aD-Manopiranésido)
2121-MDG (Metil-
aD-Glucopiranésido)
22-NAG (N-
Acetilglucosamina)
23-AMY
(Amigdalina)
24-ARB
(Arbutina)

25-ECS (Esculina)
26-SAL (Salicina)

27-CEL (D-
Celobiosa)

2828-MAL (D-
Maltosa)

29-LAC
(D-Lactosa)

+

30-MEL (D-
Melobiosa)
31-SAC (D-
aSacarosa
32-TRE (D-
Trehalosa)
33-INU
(Inulina)
34-MLZ (D-
Melecitosa)
35-REF (D-
Rafinosa)
36-AMD
(Almidé6n)

37-GLYG
(Glicégeno)

38-XLT
(Xilitol)

39-GEN
(Gentiobiosa)

40-TUR (D-
Turanosa)
41-LYX (D-
aLixosa
42-TAG (D-
Tagatosa)
43-DFUC (D-
Fucosa)
44-LFUC (L-
Fucosa)
45-DARL (D-
Arabitol)
46-LARL (L-
Arabitol)
47-GNT
(Gluconato
de potasio)
48-2KG
(Potasio 2-
ceto-
gluconato)
49-5KG
(Potasio 5-
ceto-
gluconato)
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Tabla 5: Resultados de las pruebas probidticas. BGP: Bacilos gram positivos, CGP: Cocos gram positivos, R: Resistencia; NR; No
resistencia; C: Crecimiento: NC: No crecimiento del patégeno, Enterococcus faecium (E. faecium), Levilactobacillus brevis (Lb.
brevis), Leuconostoc mesenteroides (L. mesenteroides), Lacticaseibacillus paracasei (Lb. paracasei), Escherichia coli (E. coli),

Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae). Fuente: Elaboracién propia

Caracteristicas y pruebas probidticas de las cepas

Microorganismos
Antagonismo frente
p Morfologia Sales a Escherichia coli,
Morfologia de o pH .
2 coloni en Tincién cid biliares Salmonella sp.,
a colonia acido
de Gram a0.3 % Streptococcus
pneumoniae
Ent Bl , medi
n e'rococcus anca, mediana y CGP NC. NC. C
faecium LP70 cremosa
Ent Bl , medi
n e'rococcus anca, mediana y CGP NC C. NC
faecium LP74 cremosa
Levilactobacill Azul X
evi ac.O acillus zu OSCl.,lI‘O BGP NC. NC. NC
brevis H74 grande y brillante
Enterococcus Bl di
anca, mediana
Faecium Y CGP NC, NG, C
cremosa
LP76 < 8D
Leuconostoc Bl , d
euwn.m oc anca, grande y CGP NC. C. C
mesenteroides LP84 cremosa
Enterococcus Bl , medi
. nterococcus anca, mediana y CGP NC. NC. NC
faecium LP80 BV GC (+) cremosa
Lacticaseibacill Azul medio,
acticasei .au us .le me .10 BGP NC. C. C
paracasei H61 mediana y brillante
Lactiplantibacill Bl S, ,
ctiplantibacillus ancas, rugosa BGP NC.NC.C
plantarum opacas
Bl
Lacticaseibacillus rhamnosus ancas, cremosas, BGP C, NC, NC

brillantes
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4. DISCUSION

En el Banco del HGM, se analiz6 en total siete Litros de leche materna con un promedio del crematocrito de
617 Kcal/L, indicando un valor caldrico 6ptimo para la poblacién infantil, coincidiendo con la investigacién
realizada por Peixoto et al. (2021) donde el 46.4 % de las muestras se clasificaron como normocaldricas.
Otros reportes realizados con leche materna sin pasteurizar han reportado valores del crematocrito por en-
cima de 700 Kcal/L, clasificindose como hipercaldrica, la cual es de suma importancia para los lactantes
prematuros o con bajo peso al nacer, disminuyendo la mortalidad y morbilidad (Moreno et al., 2018). Cabe
resaltar que este pardmetro depende de las caracteristicas de la madre, el periodo de lactancia y el almace-
namiento de la muestra (Oliveira ef al., 2022). Tras la pasteurizacién, se disminuy6 este parametro, igual a
lo obtenido en el Instituto Fernandes Figueira (IFF) de Rio de Janeiro, Brasil (Vieira et al., 2004). También
hubo una disminucién en la acidez Dornic, debido a que el tratamiento térmico destruyd los microorganis-

mos, lo cual concuerda con los hallazgos de Bhisikar ef al. (2018).

El descarte de leche en el BLH-HGM se realiz6 por un recuento mayor a 1 x 105 UFC/mL de microorga-
nismos viables en caldo Brila luego de 48h de incubacién, pero en este estudio se encontré que un recuento
de 3 x 103 UFC/mL de comensales, y una alta acidez, también fue debido a un recuento alto de BAL al
desdoblar la lactosa (Zhao et al., 2020). En las leches acidas a las 0 y 24 h de refrigeracion hubo una dismi-
nucién del pH y de la carga de comensales y alterantes, mientras las BAL, siguieron creciendo lentamente,
lo que supone un control de estas dltimas frente a las primeras. Incluso un estudio en el Banco de Leche
del Hospital 12 de octubre en Madrid, Espafia realizado por Vazquez et al. (2013), indic6 que no existe una
fuerte relacion entre la acidez Dornic y el crecimiento bacteriano, aunque si tiene una alta sensibilidad a la
acidez causada por alta carga de BGN. Por lo tanto, el anélisis de la calidad microbiolégica y la microbiota
nativa de la leche, puede ocasionar que se presente una imprecision en el criterio de seleccion fisicoquimico

y microbioldgico, por tanto, se deberia verificar los tipo de microorganismos antes de su descarte.

En el anélisis de frecuencia relativa de los microorganismos en todas las muestras, se observd que la leche
cruda tenia una menor cantidad de comensales y alterantes, en comparacion con la leche pre-pasteurizada
del banco, demostrando la importancia de la asepsia en la toma de muestra. Los coliformes y las levaduras
fueron los dnicos termotolerantes y las enterobacterias, al estar en la leche pasteurizada, indicaron con-
taminacién secundaria en el proceso, lo que sugirié medidas correctivas al banco. Autores han detectado
microorganismos contaminantes en muestras de leche materna, Dewitte et al. (2015) reportaron la presen-
cia de Staphylococcus spp. en leche pasteurizada recolectada en el banco de leche regional del drea de
Nord-Pas-de-Calais en Francia. De la poblacién de probidticos, tanto L. brevis como E. faecalis solo fueron
detectados en las heces, mientras L. rhamnosus y L. paracasei, se aislaron tanto de leche cruda como de he-
ces. Finalmente, L. plantarum y E. faecium, estaban en leche dcida. Reportes previos han identificado estas
mismas especies en muestras de leche materna (Murphy et al., 2017; Luz et al., 2021; Anjum et al., 2022)
y heces de lactantes (Zhang et al., 2020; Romyasamit et al., 2020; Tarrah et al., 2019).
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Pasteurella trehalosi identificada en muestras post-pasteurizadas ha sido aislada de pacientes con casos de
endocarditis, septicemia e infecciones en heridas por Corbel (2012).Ademas, Pannaraj et al. (2017), logré
identificar por métodos moleculares la presencia de especies de la familia Pasteurellaceae en leche cruda
humana. Estos resultados sugieren que, pese a la pasteurizacion, ciertas bacterias soportan este tratamiento
0 son una contaminacién post-pasteurizacién, lo que es un riesgo para la salud del lactante. Ademas, de-

muestra la necesidad de la prueba post-pasteurizaciéon en BVGC.

Los microorganismos identificados bioquimicamente fueron: Lb. brevis y Lb. paracasei aislados de las
heces de los lactantes, L. mesenteroides, Lacticaseibacillus rhamnosus, Lactiplantibacillus plantarum
provenientes de leche materna. Al ser sometidos a sales biliares y a pH 4cido, todos presentaron resistencia
a estas condiciones, similar a estudios previos de Fathia et al. (2014), quienes aislaron Lb. brevis de las
heces de los lactantes, y fue resistente a jugos gdstricos e inhibié el crecimiento de E. coli, Salmonella
Typhimurium, Listeria monocytogenes y Bacillus cereus. Por otra parte, Mufioz et al. (2013), comprobaron
la resistencia de Lb. paracasei aislado de heces de infantes alimentados solo con leche materna, bajo estas
mismas condiciones y el antagonismo frente a Listeria monocytogenes. La resistencia de L. mesenteroides
a estas condiciones también fue determinada por Serrano et al. (2016), quienes también lo aislaron de
leche materna proveniente de un banco. Los resultados de resistencia a pH &cido y sales biliares de
Lacticaseibacillus rhamnosus concuerdan con la investigacion de Rajoka et al. (2017), para quienes
también esta cepa sobrevivié bajo las mismas condiciones, este microorganismo, inhibié Haemophillus
influenzae y Salmonella sp, Streptococcus pneumoniae, resultados similares a los reportados por el mismo
autor, que encontrd que este microorganismo inhibid a Salmonella. Para Lactiplantibacillus plantarum, los
resultados de las pruebas probidticas, concuerdan con los resultados obtenidos por Emser et al. (2017) que
comprobaron la resistencia a las sales biliares y a pH 4cido. Este microorganismos inhibié Salmonella
sp. y E. coli, en un estudio anterior realizado por Prabhurajeshwar & Chandrakanth (2017) evaluaron el
antagonismo de varias especies de Lactobacillus spp. frente a diferentes patégenos, se verificd que estos

lactobacilos eran capaces de inhibir a E. coli.

5. CONCLUSIONES

Se comprobd que la leche materna contiene una microbiota nativa que incluye microorganismos comensales

y otros con propiedades probidticas, los cuales colonizan al infante principalmente en la lactancia.

En todos los tipos de las muestras de leche cruda, dcida y pre-pasteurizada no acida, se obtuvo la frecuencia
de microbiota alterante en un 50 %, en cambio, en los tipos de la leche pasteurizada y post-pasteurizada
s6lo en el 20% de las muestras. Entre estos se encontraron principalmente, S. aureus con una frecuencia
del 14 %, E. coli con un 8% y las levaduras con un 28 %. Con respecto a BAL se encontrd, que los méas

frecuentes fueron Lactiplantibacillus plantarum con 26,5 % y Enterococcus faecium con 17,6 %.
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En el banco del HGM, la pasteurizacién es vital para evitar la transmisién de los microorganismos
potencialmente patégenos, pero ocasiona una disminucién en la carga de probidticos, siendo primordial
una adecuada manipulacién de la leche en cada proceso del banco. Se observé que el pardmetro de descarte
de la acidez Dornic, no solo indica la presencia de patégenos, sino que también hay Bacterias Acido Licticas
responsables de la acidificacién de la leche. Por lo tanto, es necesario implementar pruebas mads rapidas y
que ayuden a identificar BAL, con el fin de evitar descartes de leches con probidticos que puede contribuir

positivamente en el lactante.
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RESUMEN: En fisica no-relativistica, el espacio libre es considerado desde una perspectiva Newtoniana, es decir, co-
mo un escenario uniforme e isotrépico que no interviene en el comportamiento de los entes fisicos. En este contexto,
la interferencia y la difraccién son descritas por la superposicidn de funciones de onda, lo cual aporta una explicacién
fenomenoldgica de esos comportamientos para las ondas, pero s6lo provee una estrategia matemadtica de prediccién
para las particulas. Se muestra a continuacién que la elaboracién de una explicacién fenomenolédgica de estos com-
portamientos, basada en un Unico principio, conduce a considerar el espacio libre como un ente fisico que confina la
energia de las ondas y las particulas en pozos Lorentzianos espacialmente estructurados por un potencial geométrico,
el cual es activado por una condicién de no-localidad preparada sobre la mascara de interferencia. Si esta condicién
es suficientemente fuerte, los pozos de confinamiento estardn espacialmente entrelazados. También se muestra que
difraccién e interferencia son términos que denotan modulaciones de confinamiento en diferentes regiones de la banda
de frecuencias espaciales. Este desarrollo es puramente tedrico, respaldado por modelamiento numérico y reproduce

de manera precisa los resultados de experimentos reportados por otros autores.
PALABRAS CLAVE: Interferencia; difraccién; confinamiento; potencial geométrico; entrelazamiento espacial.

ABSTRACT: In non-relativistic physics, free space is considered from a Newtonian perspective, that is, as a uniform
and isotropic scenario that cannot affect the behavior of physical entities propagating in it. In this context, interference
and diffraction are described by the superposition of wave functions that provides a phenomenological explanation
in case of waves, but only gives a mathematical prediction strategy for particles. In this paper, it is shown that the
development of a phenomenological explanation of both behaviors, based on a unique and the same principle, leads to
consider free space as a physical entity that confines the wave energy and the particles in Lorentzian wells, spatially
structured by a geometric potential which is activated by a prepared non-locality condition at the interference mask. If
this condition is strong enough, the wells become spatially entangled. It is also shown that diffraction and interference
are terms that denote confinement modulations in different regions of the spatial frequency band. This development is
purely theoretical, supported by numerical modeling and accurately reproduces the results of well-known experiments.

KEYWORDS: interference; diffraction; confinement; geometric potential; spatial entanglement.
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1. CONCEPTOS FUNDAMENTALES

Es ampliamente aceptado que la propagacién en espacio libre de campos Opticos y electromagnéticos
estd representada matemadticamente por la Ecuacidon Clasica de Ondas, mientras que la de particulas
materiales no-relativisticas lo estd por de la Ecuacién de Schrodinger con potencial aplicado nulo (Born
& Wolf, 1993; Feynman et al., 1965). La componente espacial de ambas ecuaciones es la Ecuacién de
Helmholtz (Born & Wolf, 1993; Feynman et al., 1965)

Viy(r) = —k*y(r), (1)

cuyas soluciones son funciones propias del operador laplaciano con valor propio —k?, donde k = ®/c para
ondas de frecuencia , siendo c la velocidad de propagacién de la luz en el vacio, y k = p/h para particulas
de momentum p , siendo i = h/2w y h la constante de Planck. La forma matemadtica exacta (no-paraxial) de
estas funciones propias en un plano de coordenadas r (en adelante denominado el plano S) puede expresarse

en términos de la expansion:

v(r) = [ CevEn©0E. k) @

sobre la base ortogonal de funciones propias del operador Laplaciano con valor propio —k? (Castafieda et
al. ,2020),

k)z+”+r‘§enwmu+r—ao, 3)

®(§,r,z,k):—i(47C e g

obtenidas al resolver la ecuacion (I]) con base en el Teorema de Green (Arfken, 1970), bajo las condiciones
de frontera de Kirchhoff (Born & Wolf, 1993).El coeficiente de la expansion en la ecuacién (2)) determina
las condiciones de frontera para la propagacion desde el plano E, de coordenadas &, al plano S separado
una distancia z . Tales condiciones de frontera son especificadas por la funcién propia y(§) en el plano E y
la funcién de transmision 7(§) = [¢(&)|exp (i0(§)) de una mdscara ubicada en dicho plano. La ecuacién (3]
indica que las funciones de Green para la propagacion, (&, r,z,k), son funciones escalares tridimensiona-
les, geométricas y deterministicas, definidas en el volumen delimitado por los planos E y S, que constituyen
un kernel exacto, no-paraxial, para la expansién (Castafieda et al. , 2020).Tales funciones le confieren el
significado geométrico k = 2m/A al valor propio del Laplaciano, con A la longitud en la que su coeficiente
armonico evoluciona en 27. De esta manera, una onda se propagara siguiendo la geometria de las funciones
de Green sélo si su frecuencia ® satisface la condiciéon WA = 27c, mientras que una particula material lo
hard sélo si su momentum p cumple la condicién pA = h, conocida como Férmula de De Broglie (Feynman
et al., 1965).Desde esta perspectiva, la longitud A constituye una métrica del espacio introducida por las
funciones de Green, que acopla la propagacién de las ondas y las particulas a la condicién geométrica del

espacio que dichas funciones establecen (Castaneda, 2016).

Esta descripcion convencional de la propagacion en espacio libre (Born & Wolf, 1993; Feynman et al., 1965)

condujo, sin embargo, a una explicacion inesperada de la interferencia (Castafieda, 2016):
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La causa necesaria y suficiente para la interferencia tanto de la luz como de la materia es la
interaccidn entre cada emisor puntual real y los emisores puntuales virtuales, distribuidos en el

plano de entrada de la etapa de realizacion del experimento en el interferémetro.

En este articulo se discutird en detalle el significado fisico de dicha interaccién. Con tal fin, se mostrara que
el espacio libre no es un ente Newtoniano, es decir, un escenario pasivo, uniforme e isotrépico para la propa-
gacion, donde la interferencia se debe exclusivamente a propiedades de las funciones de onda, ya sean estas
Opticas, electromagnéticas o cudnticas. Por el contrario, el espacio libre interviene significativamente en la
interferencia, configurando pozos Lorentzianos que confinan la energia de las perturbaciones ondulatorias y
la densidad de las particulas asociadas a los emisores puntuales reales. Por su parte, los emisores puntuales
virtuales aportan un potencial geométrico que modula espacialmente al pozo Lorentziano, determinando en
su volumen una distribucién espacialmente estructurada de regiones de confinamiento. Asi, cuando la ener-
gia de las ondas o la densidad de particulas llenan dichas regiones de confinamiento, la seccion transversal
del pozo Lorentziano espacialmente estructurado en el plano de deteccion conformard lo que denominamos

patrén de interferencia.

En este andlisis se empleardn directamente los resultados matemadticos de Castafieda (2016) sin incluir
explicitamente las deducciones que alli se realizaron. En la seccion [2] se mostrard c6mo se establece el
confinamiento espacialmente estructurado en los pozos Lorentzianos, lo cual, en la seccién [3] permitird
especificar la interaccién entre emisores puntuales reales y virtuales en términos del confinamiento de
las particulas y de la energia de las ondas, asi como dilucidar una antigua discusion sobre el significado
de los términos interferencia y difraccién (Feynman ef al., 1965) en la seccion ] Las conclusiones seran

presentadas en la seccién .

2. CONFINAMIENTO ESPACIALMENTE ESTRUCTURADO

Los detectores convencionales para medir distribuciones de energia luminosa o densidades de particulas que
llegan a un plano dado se denominan ”de médulo cuadrado” porque, en lugar de dar cuenta de los valores
complejos de la funcién propia y(r), solo pueden registrar los valores reales y positivos |y(r)|* = y(r)y* (r)
que describen la distribucién de irradiancia de las ondas o la densidad de probabilidad cudntica de las
particulas que arriban al detector. Asi, de acuerdo con la ecuacién (2), el patrén registrado por un detector

de mdédulo cuadrado dispuesto en el plano S de un interferémetro, podra expresarse como
WP = [ [ PEdero(Ee g ) T(EnE) Bt an k). @
donde ® (84,6 ) =W (&)W (§-). T(&+,6-) = (&)1 (&) y

CI)(E:,_;_,&_,I’A,Z,/C) = @(&.,.,I’A,Z,k) o (E:,_,I‘A,Z,k) . (5)

Para caracterizar los barridos independientes de las integrales multiplicadas en la ecuacién (@) se introduje-

ron las coordenadas reducidas &+ = &4 +&p /2 , que identifican univocamente parejas de puntos en el plano
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Figura 1: Diagrama conceptual de un montaje para interferencia o difraccién en la configuraciéon P & M (Preparacion y Medicidn).
La fuente de ondas o de particulas se ubica en el plano F. La mascara o dispositivo para interferencia o difraccién se ubica en el
plano E y el detector se ubica en el plano S. Los recuadros cercanos a los planos F' y E especifican las coordenadas reducidas para
pares de puntos en dichos planos. Se indican las funciones de interés en cada plano, las cuales se explican en el texto. Fuente:
Elaboracién propia.

E, separadas por el vector p y cuyo punto medio estd ubicado en la posicion 4, Figura

De esta manera, las funciones ®(§4,&_), T(§4,E-) y ®(E,E_,ra,2,k) estdn definidas para parejas de
puntos en las posiciones & del plano E y, en ese sentido involucran no-localidad. En efecto, o (§,,&_) y
T(&+,&-) se han llamado respectivamente la funcion de no-localidad preparada en el plano E y la funcion
de transmision no-local correspondiente a ese plano. De la ecuacion (3)) se sigue que el kernel no-local de

la ecuacién (@) toma la forma

k>2 atlztra -8\ (at+lz+ra—& |
am 241 —Ef z+rs—E_ [
xexp(ik|lz+ra—E | —ik|lz+rs—E_]). (6)

B(EE a2 k) = (

La preparacién de o (&, ) se justifica en el hecho de que sus valores se pueden especificar y controlar
experimentalmente adicionando una etapa previa al interferémetro, usualmente denominada etapa de prepa-
racion, ubicando apropiadamente un tercer plano F, anterior al plano E a una distancia zZ, Figura La etapa
consecutiva, delimitada por los planos E'y S, se denomina etapa de medicién y se dice que el interferémetro
tiene una configuracién P&M (Preparacién - Medicién), Figural[T]

Se supone entonces que las ondas o las particulas son emitidas por una fuente efectiva plana, ubicada en el
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plano F, y su propagacion hasta el plano E se describe mediante ecuaciones similares a las ecuaciones (2)) y

(@), esto es
W(E) = /Fdzr’lp (r) ‘ (r) ® (r’,a,z’,k) : )

donde ¥ (r/) es la funcién propia del operador Laplaciano de la ecuacién (1)) en el plano F y ¢ (r/) =

‘t (r/> ’ exp (i¢ <r/>) es la funcién de transmisién compleja de dicho plano, mientras que
I ! k ZI—I_‘Z/—"_Q_I‘,‘ ! I
®<r,§,z,k>:—l(4n>‘z,+a_r,exp(zk‘z +§—r’> (8)

es la funcién de Green definida en el volumen de la etapa preparacién del interferémetro. Por lo tanto, de la

ecuacion (7)) se sigue que la funcién de no-localidad preparada en el plano E puede expresarse como
0En8) = [ [@hdno(ral) s (vl e (rr g 7 k), ©)
FJF

con ® (r;,r/_) =Y (r;) P <r’_> la funcién de no-localidad que involucra las propiedades fisicas y

estadisticas de la fuente efectiva en pares de puntos del plano F, especificados por las coordenadas

. / / / / 4 . . e, .
reducidas r, =r, +r,/2, donde r, y r, son, respectivamente, la posicién del punto medio entre la
pareja considerada y su vector de separacion, Figura

Ademas, T (r;,r/_> =t (rL) t* <r/_> es la funcién
de transmisién no-local para la pareja de puntos rr , y el kernel no-local & r;,rl,,iﬂi,,z/,k) =

0 (r:r, §+,zl,k> o* (rl,é_,zl,k) toma la forma

y , k\?
q)( s s o—> 7k> = .
r..r £, .z (475)

xexp(ik)z/+§+—r/+‘fik‘z/qté,frl_

z’+‘z'+§+—r'+) z'+’z'+§_—rl‘
2 2

7 +& —r

). (10)

Z+8& -,

Es importante notar que, para fuentes de ondas o particulas carentes de propiedades no locales, es decir,

fuentes incoherentes, se cumple que ® (r:r, rL) =0 para todo r/D # Oy la ecuacion (9) se reduce a
2 /! / 2 !/ 2 /! !/
0,8 )= / d°ry “P (M)‘ ‘f <1’A)) @ (I'A@maﬂl 7k) ; (1D
F

2 2
donde el coeficiente “P <r;1) ) ‘t (r A) ‘ describe la emisidn de perturbaciones ondulatorias o particulas sin-

2
gulares en cada punto individual r; de la fuente efectiva. En efecto, |W (r%) ‘ describe la distribucién de

irradiancia (Born & Wolf, 1993) en cada punto de la fuente efectiva, como también la densidad de proba-

bilidad cudntica (Feynman et al., 1965)de las particulas localmente emitidas por dicha fuente, mientras que

N (2
0< ‘t (r A) ’ < 1 es la transmitancia local de la fuente efectiva. Es decir, la no-localidad de la fuente efectiva

no es una condicién necesaria para preparar no-localidad en el plano E. De hecho, la ecuacién (11)) indica
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que la geometria del kernel no-local & (r;,, §+7§,,z/,k> es la responsable de la preparacién de la funcién
de no-localidad en el plano E. Este profundo significado geométrico de la preparacion de la no-localidad

. . . ! !
no se altera si consideramos fuentes parcial o completamente coherentes, para las cuales ® (r 1 r_) toma

’ . . . .
valores no-nulos para r;, # 0, pues dichos valores s6lo activan modos del kernel no-local correspondientes

. /.
a las parejas de puntos r . involucrados.

El confinamiento espacialmente estructurado describe la interferencia que ocurre en la etapa de medicién
del interferémetro. Para evidenciar sus propiedades es util separar las contribuciones locales, aportadas por
puntos individuales en el plano E, de las no-locales, aportadas por las parejas de puntos en dicho plano. Con
tal fin, se introduce la funcién adimensional 1 = §(Ep) + [1 — 3 (Ep)] en el integrando de la ecuacién (@),

con 8 (&p) la funcién delta de Dirac. Esto conduce a

R R O O T R L LR S [LE

Re[®(G1,& ra,2,k)explion(&+,&-) +iB (84,8 )]} (12)

De la ecuacion (6)) se sigue que el kernel del primer término de la ecuacién (12)) es la funcién real y positiva

AT =AY
‘D(@A,I‘A,Z,k)—<4n> <|Z+I‘A_§A|2 : (13)

Las fases o (§+,&-) y B(E+,E-) =0 (E+) — 0 (&) en el integrando del segundo término de la ecuacion (12))
son aportados respectivamente por la funcidén de no-localidad y por la funcién de transmisién no-local en
el plano E, las cuales a su vez cumplen las simetrias ® (&;,&-) = 0" (§_,&4) y 1(E1,E-) =1 (E_,&4),
simetria que también se presenta en el kernel ® (€, ,&_,r4,z,k) = ®* (§_,&, ,r4,2,k). De ahi que, cuando
se asocian los valores del integrando para los dos grados de libertad en orientacién del vector de separacion

Ep, se obtiene la parte real, denotada como Re en la ecuacién (12)).

Los dos términos de la ecuacion (I2)) son reales, pero el primero sélo toma valores positivos mientras que
el segundo toma valores positivos y negativos. No obstante, su suma sélo puede tomar valores positivos.
Ademis, la ley de conservacion [yd?ra |¥ (ra)|* = [, d*Eq W (£4)|*]7 (E4)]? conduce de manera directa a
[od*ra® (Ea,ra,z,k) =1y [pd?ra® (&4, ,ra,z,k) =0.

Por dltimo, si ®(&;,&_) = 0 para todo &p # 0, entonces la ecuacién (12)) se reduce a

)P = [ el ®E I 6P @ Earazk). (14)

Estos resultados indican que el primer término de la ecuacién (12)) es directamente registrable por el detector
de médulo cuadrado ubicado en el plano S, pero el segundo término no lo es, de manera que el efecto fisico

de este término sélo se evidencia cuando se adiciona al primero. Debe notarse ademds que la ecuacién
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Figura 2: Secciones axial (columna de la izquierda) y transversal a la distancia z correspondiente al borde derecho de la seccién
axial (columna de la derecha) para un arreglo de cinco pozos Lorentzianos, formalizados en la eucacién (T4). Los vértices de los
pozos estén dispuestos en un arreglo unidimensional regular de espaciamiento a, con [¥ (E4)[* |t (E4)|* = exp (7 1Eal?/ 26%).
Este coeficiente opera como un filtro de pozos, de suerte que en (a), (b) la gaussiana es tan estrecha que elimina todos los pozos
excepto el central; en (c), (d) la gaussiana se ensancha lo suficiente para incluir tres pozos y, practicamente eliminar los dos de los
extremos; y en (e), (f) la gaussiana es tan amplia que incluye todos los pozos con valores significativos en sus vértices. Los grafos
muestran que los pozos solapados no presentan modulaciones espaciales de interferencia y, a una distancia apropiada, la seccién
transversal del solapamiento tiene el perfil Lorentziano de un pozo unico. Fuente: Elaboracién propia.
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(T3) indica que el kernel de la ecuacién (14) no es una funcién arménica y, por lo tanto, no describe la
propagacién de ondas o particulas entre los planos E y S en términos de frentes onda.

Las graficas de la Figura 2] indican que el kernel de la ecuacién (I4), definido en la ecuacién [13] describe
conos de seccién transversal Lorentziana, con vértices en cada punto especifico E4 del plano E y bases que
encierran todos los puntos r4 del drea de deteccion en el plano S. El médximo principal del perfil Lorentziano
indica que, tanto la distribucién de irradiancia de las ondas como la densidad de las particulas materiales que
emergen del vértice del cono, descritas por el coeficiente |¥ (E4)]* |7 (E4) |, se concentran preferencialmen-
te alrededor del eje del cono a lo largo de su propagacién hacia el plano S. Esta particularidad geométrica
revela que el kernel @ (§4,14,2,k) describe un pozo Lorentziano que confina transversalmente la energia de

las ondas y las particulas que emergen de su vértice.

Debe subrayarse que este pozo Lorentziano es la respuesta natural del espacio frente a la propagacién de
ondas y particulas, puesto que estd determinado por las funciones de Green definidas en el volumen delimi-
tado por los planos E y S. Debido al confinamiento transversal, los atributos geométricos del espacio libre en
interferencia no son Newtonianos. Asi mismo, la Figurd2]ilustra que el solapamiento de pozos Lorentzianos
no produce las modulaciones espaciales que caracterizan a los patrones de interferencia. Esto confirma, por
un lado, la tesis expuesta en Castaiieda (2016)de que la superposicién de ondas no seria el principio funda-
mental de la interferencia y, por otro, indica que las ondas y particulas que emergen del vértice de un pozo
permanecen confinados en €l a pesar del su solapamiento con otros pozos. Es decir, la nocién de interaccién

no es aplicable entre pozos Lorentzianos.

El segundo término de la ecuacion (I2)) es entonces indispensable para producir las modulaciones espa-
ciales propias de la interferencia. Este término requiere que la no-localidad preparada en el plano E sea
no-nula en regiones extendidas de dicho plano, que incluyan parejas de puntos determinadas por la funcién
de transmision no-local, de modo que el coeficiente |0 (&+,5-)||T(§+,E— )| sea no-nulo. Sin embargo, como
lo demuestran los experimentos de interferencia con particulas singulares (De Martini et al., 1994; Frabboni
et al., 2012; Juffmann et al., 2012; Bach et al., 2013; Matteucci et al., 2013; Castaiieda et al., 2016a; Casta-
fieda et al., 2016b), este requerimiento de no-localidad no implica que simultineamente haya particulas (o

incluso, perturbaciones ondulatorias) en ambos puntos de una pareja considerada.

Adicionalmente, en estos experimentos, las realizaciones individuales son disjuntas. Una realizacién indivi-
dual comienza con la emisién de la particula singular en la fuente y termina con su registro en el detector,
de modo que en cada realizacién individual sélo hay una Unica particula moviéndose en el interferémetro.
Cuando se afirma que estas realizaciones individuales son disjuntas, se indica que cada particula singular
no estd conectada en modo alguno con la particula precedente ni afecta el comportamiento de las particulas
subsecuentes. Por lo tanto, la no-localidad en el plano E no podria ser atribuida a propiedades fisicas o esta-
disticas de las ondas o las particulas, sino que deberia ser considerada como un atributo puramente espacial,

que modula la geometria de cada pozo Lorentziano, convirtiéndolo en un pozo espacialmente estructurado.
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Dicha modulacién es aportada por los modos del kernel no-local ® (&,&_,ra,z,k), activados por la no-
localidad en el plano E, los cuales son reorientados espacialmente en el volumen delimitado por los planos
Ey S por las fases ot (§4,&_) y B (E+,&-). La Figura3]ilustra la geometrfa moduladora, con fases nulas, del

kernel no-local para diferentes conjuntos de puntos en el plano E.

En consecuencia, las secciones transversales de los pozos espacialmente modulados tienen conjuntos de
zonas con maximos principales, donde se concentran la distribucién de irradiancia o la densidad de par-
ticulas registradas por el detector, caracterizando asi a los patrones de interferencia. En otras palabras, el
segundo término de la ecuacién (I2)) actda como un potencial de confinamiento, que denominamos poten-
cial geométrico (Castafieda, 2016; Castafieda et al. , 2020), cuyos modos tienen también geometria cénica

con envolvente transversal Lorentziana y vértice en el punto medio de la pareja de puntos considerada.

Asi como se ha caracterizado el ingreso de energia ondulatoria o de particulas al pozo Lorentziano en térmi-
nos de un emisor puntual de ondas o particulas ubicado en su vértice, llamado emisor puntual real, también
se han caracterizado los modos del potencial geométrico en términos de emisores puntuales en sus vértices
respectivos, denominados emisores puntuales virtuales. El término virtual se debe a que la modulacién es-
pacial no puede afectar el cumplimiento de la ley de conservacién anteriormente anotada, de suerte que la
integral transversal de los modos es siempre nula (Castafieda, 2016). Por lo tanto, la estructuracion espacial
de cada pozo Lorentziano por modos especificos del potencial geométrico constituye la realizacion fisica de
la descripcién de la interferencia como la interaccion entre cada emisor puntual real y los emisores puntua-

les virtuales distribuidos en el plano E.

Es importante destacar que cada pozo Lorentziano, en virtud de la posicion &4 de su vértice, es
espacialmente estructurado por un conjunto especifico de modos del potencial geométrico. Esto es

formalizado matematicamente por el término de la ecuacién (I2)) para cada valor de la coordenada &4:

W (Ea,xa) = ¥ (Ba) [ |7 (8a) I P (8arra,2.K) + : d*Eplo(Es,6) [T (Er,E-)]
070

Re [CI) (§+,§_,PA,Z,]€) exXp [iOC (&-&-7&—) +iB (&-&-7&—)“ : 15)

Asi, el patrén de interferencia registrado por el detector resultard del solapamiento de todos los pozos
|2

individuales espacialmente estructurados, como lo describe la ecuacién (12)), es decir, |¥(r4)
Je d*E4W (E4,14). La Figura @ ilustra los tres pozos individuales espacialmente estructurados por modos
del potencial geométrico de la Figura[3|(c), (d) asi como el pozo resultante de su solapamiento.

La modulacién especifica de cada pozo individual espacialmente estructurado se representa de manera pre-
cisa y eficiente en el espectro de emisores puntuales (Castaiieda & Muifoz, 2016). Esta herramienta es un
grafo de puntos en un plano de coordenadas (4,&p) , de manera que los puntos para &p = 0 representan
las posiciones de los vértices de los pozos Lorentzianos; mientras que los puntos para Ep # 0 representan

las posiciones de los vértices de los modos del potencial geométrico que modulan a las parejas de pozos
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Figura 3: Secciones axial cerca al plano E (columna izquierda) y transversal en campo lejano (columna derecha) del potencial
geométrico para (a), (b) dos puntos, (c), (d) tres puntos y (e), (f) cinco puntos bajo valores significativos de no-localidad preparada
en el plano E y fases nulas. Fuente: Elaboracién propia.
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(g)

Figura 4: Secciones axial cerca al plano E (a, ¢, e) y transversal en campo lejano (b, d, f) de los pozos individuales espacialmente
estructurados en un experimento con una mdascara de tres aberturas puntuales, colineales e igualmente espaciadas, bajo valores
significativos de no-localidad preparada en el plano E, y su solapamiento en (g), (h). Las zonas prohibidas son evidenciadas en los
perfiles de las secciones transversales de los conos individuales. El solapamiento las reduce a puntos de valor nulo. Fuente:

Elaboracién propia.
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vértices de modos del posicién fA del vértice

= potencial geométrico del pozo individual
L . —2a
vértices de los pozos Lorentzianos —a
....... 0

Figura 5: Espectro de emisores puntuales para interferencia con una méscara de cinco aberturas puntuales colineales y
regularmente espaciadas, con espaciamiento a. En (a) se indican los puntos que corresponden a los vértices de los pozos
Lorentzianos asociados a cada abertura, y los que corresponden a los vértices de los modos del potencial geométrico. Los
recuadros punteados en (b)-(d) encierran los vértices del pozo Lorentziano y de los modos del potencial geométrico que lo
modulan (por claridad en el diagrama, no se sefialan a los dos pozos de la derecha). (b) Bajo valores significativos de no-localidad
preparada en el plano E todos los modos del potencial geométrico intervienen y cada pozo individual espacialmente estructurado
es modulado por cuatro modos especificos. Un rasgo de no-localidad es evidente: cada modo del potencial geométrico modula dos
pozos Lorentzianos con vértices distantes. (c) Al restringir la no-localidad preparada en el plano E, los modos para separaciones
mayores (3a y 4a) son eliminados por filtracion de la funcion de no-localidad, mientras que el peso de los modos para la
separacion 2a se reduce, como lo representa la coloracién gris y el menor tamaiio de los puntos. La modulacién de los pozos
individuales espacialmente estructurados se suaviza. (d) Con una restriccion significativa de la no-localidad preparada, o bien su
remocion, todos los modos del potencial geométrico son filtrados, quedando sélo los vértices de los pozos Lorentzianos. Fuente:

Elaboraci6n propia.
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Lorentzianos, cuyos vértices estdn separados por el correspondiente vector &p. Los vértices de cada pareja
de dichos conos Lorentzianos estdn ubicados de tal manera que el vértice del modo del potencial geométrico

que los modula se ubica en el punto medio entre ellos, Figura[5a).

Siguiendo esta regla, se pueden identificar por inspeccidn los modos del potencial geométrico que modulan
espacialmente a cada pozo Lorentziano, Figura[5](b), y también puede observarse el efecto de la no-localidad
preparada en el plano E sobre las modulaciones de los pozos individuales espacialmente estructurados, Figu-
raE] (¢), (d). En efecto, cuando la no-localidad preparada cubre todos los vértices de los pozos Lorentzianos
con altos valores, la totalidad de los modos del potencial geométrico se involucra de manera significativa en
la estructuracion espacial de los pozos; sin embargo, a medida que la no-localidad se restringe, ya sea en
extension o por reduccién de sus valores, modos especificos son filtrados por la funcién de no-localidad y
su modulacién en la pareja de conos correspondiente o bien disminuye o es suprimida. En otras palabras, la

funcién de no-localidad es un filtro modal del potencial geométrico.

Una peculiaridad importante de los pozos individuales espacialmente estructurados es que sus secciones
transversales pueden contener valores negativos (Figura ). Teniendo en cuenta que, por su mecanismo de
deteccion, los detectores de mddulo cuadrado sélo registran valores positivos, se concluye que las zonas de
valores negativos de un pozo individual son prohibidas para el confinamiento de energia ondulatoria o de
particulas materiales. Es decir, cada pozo individual tendra zonas de confinamiento y zonas prohibidas para

la perturbacién ondulatoria o las particulas que emergen de su vértice.

No obstante, la ecuacién (I2)) indica que el pozo resultante del solapamiento de todos los pozos individuales
espacialmente estructurados no puede contener valores negativos, de suerte que s6lo puede tener zonas
prohibidas puntuales de valor nulo, que separan a las zonas de confinamiento. Este comportamiento indica
que las zonas prohibidas de un pozo individual dado son eliminadas por los valores positivos de las zonas de
confinamiento de los otros pozos individuales. Tal requerimiento hace que el conjunto de pozos individuales
espacialmente estructurados, involucrados en un experimento de interferencia, no sea separable en general.
Maés atn, al solapar las zonas prohibidas de los pozos individuales con las zonas de confinamiento de los
demads pozos, los valores de las zonas de confinamiento son reducidos por los valores negativos de las zonas
prohibidas. Asi, la energia de las ondas o la densidad de particulas confinadas en un pozo individual serdn
menores en las zonas que coinciden con zonas prohibidas de los demds pozos individuales. Por dltimo,

teniendo en cuenta la ecuacién (3)), se llega a

2Re[®(&1,&-,ra,z, k) explio(§4,5-) +iB (§+,5-)]]

=@ (E+,& 1.z, k) expioe(E4,E-) +if (&4,8-)]
+@" (84,8, ra,z, k) exp[—iat(E1,&-) — i (§4,E-)], (16)
=@ (84,8, ra,z,k)explion (&4, 6 ) +iB(E4.8-)]
+P(&-,E,ra.z,k)explio(E-, &4 ) +iP(E-,&4)]
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lo que indica que tal expresion es no-factorizable.

vértices de pozos; -=--- —afy 42— solapados

-.n"' \"n-. xA
6420246
x10°

Figura 6: Entrelazamiento espacial en un experimento de interferencia de Young (mdscara de doble abertura puntual con
separacion a). Las graficas muestran los perfiles transversales de los pozos individuales y su solapamiento cerca al plano E en (a),
(b) y en campo lejano en (c), (d) (A es la longitud de onda empleada, que puede corresponder a ondas o particulas, por lo que las
unidades de los ejes son arbitrarias). La no-separabilidad de los dos pozos individuales espacialmente estructurados bajo valores
significativos de no-localidad preparada en el plano E se evidencia en el solapamiento de las zonas prohibidas de cada cono con
las zonas de confinamiento del otro en (a). El valor del pozo solapado es positivo pero menor que la de la zona de confinamiento
del pozo individual. En (c) este efecto se reduce a puntos de valor nulo. Una restriccién adecuada de la no-localidad preparada

elimina el entrelazamiento, manteniendo la modulacién de interferencia en (b) y (d). Fuente: Elaboracién propia.

Este aspecto, unido a la no-separabilidad del conjunto de pozos individuales espacialmente estructurados y a
la influencia mutua entre las zonas de confinamiento de unos pozos individuales con las zonas prohibidas de
los otros pozos, Figura[6] llevan a la conclusién de que los pozos individuales espacialmente estructurados
presentan una novedosa forma de entrelazamiento, que denominamos entrelazamiento espacial, debido a
que se manifiesta en los puntos de solapamiento de zonas prohibidas con zonas de confinamiento como una
afectacion mutua de estas zonas: los valores positivos del confinamiento eliminan los valores negativos de

las zonas prohibidas, a la vez que las zonas prohibidas reducen los valores del confinamiento, Figura[7}

El entrelazamiento espacial puede ser removido debilitando apropiadamente la no-localidad preparada en el
plano E, de manera que las zonas prohibidas de los conos individuales sean eliminadas, como se ilustra en
la Figura[6] Esto puede lograrse sin eliminar completamente el potencial geométrico, lo que indica que el
entrelazamiento espacial es una peculiaridad (no reportada anteriormente) de la interferencia bajo alto grado

de no-localidad preparada.
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Figura 7: Modificacién de los perfiles transversales de los pozos individuales espacialmente estructurados en el experimento de
Young de la Figura@ por entrelazamiento espacial, cerca al plano E en (a), (b) y en campo lejano en (c), (d). Los perfiles
modificados constituyen predicciones de deteccion de la energia de las ondas o de la densidad de particulas provenientes del

vértice del pozo correspondiente, ubicado en la posicion. Fuente: Elaboracién propia.

3. ¢(UNNUEVO PRINCIPIO FiSICO?

Thomas Young (Young, 1804)formulé la explicacion de la interferencia en términos de la superposicion de
ondas emitidas desde las dos aberturas de la mascara ubicada en el plano E. Ese principio se arraigd pro-
fundamente en la fisica, particularmente después de que Augustin-Jean Fresnel lo involucrara en su célebre
principio fenomenoldgico, conocido actualmente como principio de Huygens-Fresnel (Born & Wolf, 1993),
desde el cual se explica eficazmente la interferencia y la difraccién de la luz. En el siglo 20, la interferencia y
la difraccion de particulas fue demostrada experimentalmente, primero con electrones por Davisson-Germer
y G.P. Thomson y después con diferentes tipos de particulas, incluyendo dtomos y moléculas (Feynman et
al., 1965; De Martini et al., 1994). Los experimentos mds inquietantes fueron realizados con particulas sin-
gulares, en los que el resultado final se obtiene acumulando los resultados de realizaciones individuales.
Se ha demostrado que la superposicion de funciones de onda permite predecir con exactitud el patrén de
interferencia final, pero no puede considerarse como un principio fenomenolégico, sino como una estrate-
gia matemdtica que opera en el espacio de Hilbert de las funciones propias del operador Laplaciano en la
ecuacién de Schrodinger independiente del tiempo para espacio libre. Esta peculiaridad fue sefialada por

Feynman como el “tinico misterio en el corazén de la Mecénica cudntica” (Feynman et al., 1965).

Hasta ahora, no se ha formulado un principio fenomenolégico que unifique las descripciones de la interfe-
rencia con ondas y con particulas singulares. Pero es plausible esperar que, si existe, dicho principio debe
ser diferente al de superposicion de funciones de onda, tanto para ondas cldsicas como para particulas cudn-

ticas, debido a sus peculiaridades anteriormente sefialadas.

En la seccién anterior se mostré que el confinamiento en pozos espacialmente estructurados por un potencial
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geométrico, explica fenomenolégicamente de igual manera la interferencia de ondas y de particulas, pro-
porcionando predicciones precisas de los patrones detectados a través de un aparato matematico no-paraxial
y exacto. No obstante, en este contexto, las funciones propias del operador Laplaciano en la ecuacién de
Helmbholtz, que describe la componente espacial tanto de la ecuacién de ondas como de la ecuacién de
Schrodinger para espacio libre, no se interpretan como frentes de onda que se propagan, sino como condi-
ciones geométricas con las que el espacio responde a la propagacion. De esta manera, el espacio se incorpora
como una entidad fisica, al lado de las ondas y las particulas, cuyas propiedades geométricas no son New-
tonianas: en lugar de ser uniforme, isotrépico e indiferente frente a la propagacion de ondas y particulas
descritas por una ecuacién de Helmholtz, el espacio configura pozos Lorentzianos que confinan la energia

de las ondas y la densidad de particulas en propagacidn.

Por otra parte, la no-localidad preparada geométricamente sobre el plano de la méscara de interferencia,
activa el potencial geométrico como agente externo que modula espacialmente, en zonas de confinamiento,
el volumen de los pozos Lorentzianos, produciendo pozos espacialmente estructurados. Asi, la energia
de las ondas o la densidad de particulas que parten del vértice se propagardn a lo largo de las regiones
de confinamiento del correspondiente pozo individual espacialmente estructurado. Esta modulacién de
pozos Lorentzianos por potenciales geométricos realiza, en el espacio ordinario y de manera geométrica,

la afirmacién (Castaneda, 2016)

La causa necesaria y suficiente para la interferencia tanto de la luz como de la materia es la
interaccion entre cada emisor puntual real y los emisores puntuales virtuales, distribuidos en el

plano de entrada de la etapa de realizacién del experimento en el interferémetro.

También se mostrd que, bajo valores significativos de no-localidad preparada, los pozos individuales espa-
cialmente estructurados estardn espacialmente entrelazados, de modo que su conjunto no es separable. Esta
peculiaridad no se reporta en ninguna de las formulaciones convencionales, cldsica o cudntica, de la interfe-

rencia.

El andlisis anterior nos autoriza entonces a formular un principio de interferencia alternativo y
completamente diferente al principio de superposicion de ondas, que especifica de manera mas precisa

la afirmacion citada:

El principio fenomenoldgico de la interferencia en espacio libre es el confinamiento de la
energia de las ondas o la densidad de las particulas en pozos Lorentzianos espacialmente
estructurados por potenciales geométricos, que son activados por la no-localidad preparada en
el plano de la méscara de interferencia. Bajo valores significativos de la no-localidad, dichos

pozos estardn espacialmente entrelazados.

Por lo tanto, desde este principio la interferencia se describe asi: la perturbacién ondulatoria o la particula

singular emitidas en un punto del plano de la fuente (F) se propagan confinadas en un pozo y, a la vez, en
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un cono de correlacion, hacia el plano de la méscara de interferencia (E). Los puntos de llegada a este plano
estardn determinados por la base del pozo y estardn vinculados por la condicién de no-localidad preparada,
que determina la base del cono de correlacion. La perturbacion ondulatoria o la particula singular que arriba
a un punto dentro de una abertura de la méscara se propagard, de alli hacia el plano del detector (S), a lo
largo de una de las zonas de confinamiento del pozo Lorentziano espacialmente estructurado con vértice en
dicha abertura; y es registrada en el punto de llegada dentro de dicha zona de confinamiento. Esta descrip-
cién fenomenoldgica corresponde rigurosamente al modelo matemético de cada etapa de la interferencia,
discutido y documentado en la seccién anterior, por lo que no se basa en hipétesis intuitivas o ajenas a ese
modelo; el cual, a su vez, proviene de la solucién exacta a la ecuacién de onda clésica para espacio libre y a

la ecuacién de Schrodinger para regiones del espacio libres de campos.

El principio alternativo que se propone tiene, entonces, implicaciones novedosas y originales para la com-
prensioén fenomenoldgica de la interferencia. En primer lugar, el principio es tinico e igual para la interfe-
rencia tanto de ondas como de particulas, de suerte que la descripcién en términos del confinamiento en
espacio ordinario es la misma para ondas y para particulas. Esta generalidad del principio no se refiere a la
naturaleza fisica de las ondas y las particulas, pues le confiere el rol primordial en interferencia al espacio

ordinario. En consecuencia, las hipétesis motivadas por la dualidad onda-particula son innecesarias.

Tal generalidad elimina, por lo tanto, la asimetria de las descripciones de la interferencia basadas en la su-
perposicién de ondas, en los formalismos convencionales de la éptica y la mecdnica cudntica. En 6ptica, las
ondas son entes fisicos con existencia en el espacio ordinario, de suerte que la interferencia, como resultado
de su superposicion, es un fenémeno fisico bien establecido. En contraste, en mecdnica cudntica, las ondas
son funciones del espacio de Hilbert, sin existencia en el espacio ordinario; asi, su superposicion es una
estrategia de prediccién matematica de la densidad de probabilidad de las particulas registradas por el detec-
tor. Dicha superposicién no se considera un fenémeno fisico en propiedad, de manera que la fenomenologia
del comportamiento de las particulas entre su emisién y su deteccidn no estd bien establecida, no obstante,
la excelente precisién en la prediccién de la densidad de probabilidad. Este “misterio” fue sefialado por

Feynman como se mencioné anteriormente.

Alrededor de la estrategia de prediccion cudntica de la interferencia de particulas mediante superposicion
de funciones de onda en el espacio de Hilbert se han establecido algunas hipétesis exéticas. Considerando
los experimentos con particulas singulares, la exigencia matemadtica de que la funcién de onda cubra las
rendijas de la méscara de interferencia de manera espacialmente correlacionada ha conducido a las nociones
de “particulas deslocalizadas” y “auto-interferencia”, ampliamente popularizadas. Es un hecho que tanto la
emisién como la deteccién de particulas son eventos locales, asi que la deslocalizacién debe ocurrir en el
plano de la méscara de interferencia y debe ser removida por colapso de la funcién de onda en el plano del
detector. La fenomenologia del confinamiento no requiere de estas hipdtesis, pues muestra que los eventos

de emision, cruce de la méascara de interferencia y deteccion son locales, tanto para particulas singulares
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como para ondas. La no-localidad, que se prepara sobre el plano de la médscara también de manera geomé-
trica, como un comportamiento del espacio, activa la modulacién espacial en zonas de confinamiento para
la interferencia, mediante el potencial geométrico. De esta manera, la deslocalizacién de las particulas que
arriban a la méscara, su auto-interferencia luego de que atraviesan la mascara y el colapso de su funcién
de onda para asegurar una deteccién local son hipétesis innecesarias en el marco de la fenomenologia de

confinamiento.

En esta fenomenologia unica y general, basada en el principio de confinamiento, también la descripcion
optica de la interferencia de ondas se ve modificada. Convencionalmente, la correlacién espacial requerida
en el plano de la méscara se considera un atributo del campo 6ptico. La demostracién de que las propiedades
de correlacion de la fuente de ondas no son una condicién necesaria para la preparacién de la funcién de
no-localidad en la méscara pone en cuestion el rol de ese atributo, permitiendo que se considere como un
comportamiento del espacio. Es claro, por supuesto, que hacer interferencia con una fuente coherente como
un laser no es igual a hacerla con una fuente incoherente como la luz solar, como se explicé anteriormente.
Sin embargo, la consistencia de la explicacién fenomenoldgica de la interferencia considerando la prepa-
racién de la no-localidad como un comportamiento del espacio, respalda la generalidad del principio de

confinamiento, cubriendo también a la dptica.

Es oportuno aclarar que no se incluye explicitamente la interferencia con fotones singulares porque, aunque
los experimentos se realicen atenuando apropiadamente ciertas fuentes de luz, en la teoria esa atenuacidn se
realiza cuantizando el campo electromagnético en las ecuaciones de Maxwell (Scully & Zubairy, 1997).
Es un procedimiento muy conocido que conduce a la cuantizacién de las condiciones de frontera en
las ecuaciones de nuestro modelo. Sin embargo, ese es un tema cuyos detalles sobrepasan los objetivos
de este articulo y motivan la escritura de articulos posteriores. Los alcances de este articulo, que son
fundamentalmente tedricos, apuntan a la formulacién de una fenomenologia tnica y causal (es decir, una
descripcidn en el espacio ordinario, que es el &mbito donde se realizan los experimentos) de la interferencia
con ondas cldsicas y particulas masivas. Consideramos que esta meta se ha alcanzado por el respaldo que
brindan las predicciones exactas de interferencia, particularmente con particulas como electrones, moléculas
de fullereno C60 y otras moléculas organicas (Castafieda et al., 2016b; Castafieda ef al., 2016a; Castafieda
& Matteucci, 2017).

4. (ES LA INTERFERENCIA UN CASO DE DIFRACCION?

Un aporte adicional de esta descripcién fenomenoldgica apunta a esclarecer una discusion de largo tiempo
sobre cudl de los dos fendmenos, interferencia o difraccién, incluye al otro como un caso particular o si
se trata de dos fenémenos diferentes. Como soporte de la discusidn, consideremos un caso particular pero
representativo: el pozo Lorentziano espacialmente estructurado obtenido cuando insertamos una mdscara

de cinco aberturas puntuales colineales y regularmente espaciadas, con espaciamiento a y longitud de arre-
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glo L = 4a, bajo valores significativos de no-localidad. La Figura [5] (a), (b) ilustra el espectro de emisores
puntuales correspondiente, de manera que los cinco pozos Lorentzianos se distribuyen en el volumen de la
etapa de medicion del interferémetro como se ilustra en la Figura 2] (e), (f). Estos dos grafos mantienen su

morfologia independientemente del valor del espaciamiento.

Sin embargo, el potencial geométrico varia significativamente de morfologfa con el espaciamiento, estructu-
rando espacialmente los pozos Lorentzianos como se ilustra en la Figura[8] Si a > A, el potencial geométrico
presentard un entramado de zonas de confinamiento cerca al plano de la mascara, llamado Alfombra de Tal-
bot (Case et al., 2009) que, ya en campo lejano, determina un conjunto definido de zonas de confinamiento
principales separadas por un cierto nimero de zonas de confinamiento secundario de muy poca capacidad.
Este conjunto es morfolégicamente invariante a lo largo del eje del pozo (solo se esparce angularmente con

el esparcimiento del pozo).

Las zonas de confinamiento en campo lejano no tienen la misma capacidad de confinamiento ni el mismo
ancho debido, respectivamente al perfil Lorentziano del pozo y a la no-linealidad del argumento de la fun-
cion arménica del potencial geométrico. Las secciones transversales de pozos espacialmente estructurados
bajo esta condicién, como el ilustrado en la Figura[8|(a) paraa = 3Ly L = 12\, determinan lo que llamamos
usualmente patrén de interferencia, Figura[§|(b).

Si reducimos continuamente el espaciamiento, manteniendo el mismo nimero de aberturas en el arreglo, la
extension y complejidad de la alfombra de Talbot se reduce significativamente y la separacién angular de las
modulaciones principales del potencial geométrico en campo lejano aumenta, de suerte que las mas alejadas
del eje de la envolvente Lorentziana quedan por fuera de la apertura angular del pozo y son filtradas. Asi,
cuando se tiene a < Ay L > A, el potencial geométrico s6lo consistird de la zona de confinamiento principal
axial con algunas zonas secundarias aledafias, que se han ensanchado angularmente hasta ocupar el volumen
del pozo Lorentziano, como se ilustra en la Figura[8{c) para a = 0.8\ L = 3.2. Las secciones transversales

de pozos espacialmente estructurados bajo esta condicidn son llamadas usualmente patrones de difraccion,
Figura[§] (d).

Puede decirse entonces que llamamos interferencia a la estructuraciéon espacial del pozo Lorentziano cu-
ya componente de menor frecuencia espacial estard determinada por la condicién de filtrado de paso alto
a > A, realizada por la funcién de transmision no-local de la mascara. Componentes de frecuencia espacial
mas baja, a < A, son requeridas en difraccion, siempre y cuando la banda de frecuencias espaciales contenga
componentes de alta frecuencia delimitadas por la condicion L > A. En otras palabras, a los términos inter-
ferencia y difraccién se les puede asociar significados espectrales (en la banda de frecuencias espaciales)
muy precisos y diferenciados, que no hacen referencia a los criterios convencionales basados en el nlimero

y distribucién de emisores en el plano E.

Si (A/10) < L <A, las zonas de confinamiento secundarias son removidas y s6lo se mantiene la zona princi-
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Figura 8: De interferencia a difraccion. Perfiles axiales cerca al plano E (a, c, e, g) y transversales en campo lejano (b, d, f, h) de
pozos Lorentzianos espacialmente estructurados, asociados a un arreglo lineal de cinco aberturas puntuales en el plano E,
regularmente espaciadas con espaciamiento y longitud del arreglo (a,L) asi: (3, 124) en (a)-(b), (0.8A,3.24) en (c)-(d),
(0.25A,A) en (e)-(f ) y (A/40,A/10) en (g)-(h). Fuente: Elaboracion propia.
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pal axial, pero con un ancho angular menor que la apertura angular del pozo Lorentziano, que es de alrededor
de 70° (considerando un decaimiento del perfil Lorentziano del 95 %) como se ilustra en las Figuras §]e)-(f)
para a = A/4 y L = A. Esta peculiaridad del potencial geométrico indica que patrones de difraccién con
zonas de confinamiento secundarias s6lo se obtienen con distribuciones discretas de emisores reales apro-
piadamente espaciadas, una caracteristica que se reportd por primera vez en Optica (Castafieda, 2017), pero

que constituye una propiedad general del potencial geométrico.

Finalmente, si L < (A/10) la zona de confinamiento axial se habrd esparcido angularmente coincidiendo
con la envolvente Lorentziana del potencial geométrico, de modo que no podrd modular al pozo Loren-
tziano sino que simplemente coincidird con su volumen, como se ilustra en la Figura (g) paraa=2A/40y
L =A/10. Se destaca que la seccién transversal adquiere simetria de rotacion a pesar de que el arreglo de
aperturas puntuales es lineal, como se aprecia en la Figura[§] (h). Es decir, el pozo Lorentziano del arreglo

adquiere la morfologia del pozo Lorentziano de una tnica abertura puntual, ubicada en el centro del arreglo.

Esto conduce a la conclusién, ya reportada en dptica (Castaiieda & Moreno, 2019) de que el confinamiento
bajo esta condicion es independiente del nimero de aberturas puntuales del arreglo, su distribucion espacial
y sus relaciones no-locales. Se destaca el hecho de que el potencial geométrico no aumenta la apertura
angular del pozo Lorentziano a pesar de que el espaciamiento del arreglo sea mucho menor que su longitud.
Este aspecto confirma al pozo Lorentziano como la respuesta natural de confinamiento en el espacio libre,

ante la propagacion de ondas o particulas.

5. CONCLUSIONES

Se ha demostrado que el confinamiento en pozos Lorentzianos es la respuesta natural del espacio libre a la
propagacioén de ondas o particulas. En interferencia y difraccion, los pozos Lorentzianos son espacialmente
estructurados por el potencial geométrico activado por la no-localidad preparada en el plano de la mascara
de interferencia. El confinamiento espacialmente estructurado se propone como principio fenomenolégico

Unico para la interferencia y la difraccion tanto de ondas como de particulas.

Adicionalmente, se mostrd que los pozos individuales espacialmente estructurados bajo valores significati-
vos de no-localidad preparada estdn espacialmente entrelazados, y que interferencia y difraccién son moda-
lidades de confinamiento espacialmente estructurado en conjuntos discretos de pozos, que sélo difieren en

la banda de frecuencias espaciales involucradas en las modulaciones.
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RESUMEN: El presente trabajo muestra el estudio del proceso de extraccion de hierro proveniente de lodos rojos a
través de su lixiviacion con dcido sulftirico (H2S04) bajo un disefio de experimentos factorial de dos niveles con cuatro
factores (2%). Los factores analizados en este trabajo fueron: temperatura de reaccion, tiempo de contacto, concentra-
cién del 4cido y relacién liquido a sélido. Se observé que la temperatura de reaccion es el factor con mayor incidencia
en la cantidad de hierro extraida (80.89 %), seguido de la concentracién de 4cido (3.54 %). La interaccion de segundo
orden (relacion liquido a sélido y temperatura de reaccidn), de tercer orden (concentracion, tiempo y temperatura de
reaccion) y cuarto orden (concentracién de acido, tiempo de contacto, relacién liquido-sélido y temperatura de reac-
ci6én) afectan de manera significativa la variable respuesta. En base a los factores e interacciones mads significativas, se
seleccioné como mejor condicién para la lixiviacién: 30 %v/v de écido sulfiirico, 3 horas de reaccién, relacién liquido
a s6lido 30 mL/g y temperatura de 100 °C.

PALABRAS CLAVE: Disefio de experimentos; hierro; lixiviacion; lodo rojo.

ABSTRACT: The present work shows the study of the iron extraction process from the red mud by its leaching with
sulfuric acid (H,S0,) through a factorial design of two levels and four factors (2*). The analyzed factor in this work
was: reaction temperature, time of contact, acid concentration and the liquid to solid ratio were varied. It was observed
that the temperature is the factor with the greatest influence on the quantity of extracted iron (80.89 %), following the
acid concentration (3.54 %). The second order (liquid to solid ratio and reaction temperature), the third order (con-
centration, time and reaction temperature) and the fourth order (acid concentration, time of contact, solid to liquid
ratio and reaction temperature) interactions affect significantly the response factor. On basis to the most significant
factors and interactions, it was selected as the best condition for leaching: 30 %v /v acid sulfuric concentration, 3 hour
of reaction, liquid to solid ratio 30 mL/g and a temperature of 100°C.
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1. INTRODUCCION

El proceso Bayer, es el método més utilizado a nivel industrial para la extraccion de alimina (A, O3) de la
bauxita, el cual se basa en la extraccion selectiva de los componentes en el mineral mediante una disolu-
cidén alcalina (Zinoveev et al., 2021). La fraccién insoluble del mineral, es el residuo sélido conocido como
lodo rojo (Zinoveev et al., 2021), cuya apariencia rojiza se debe a su alto contenido en hierro (Agrawal et
al., 2018). Por cada tonelada de Al,O3 se generan aproximadamente entre 0.8 y 1.5 toneladas de lodo rojo
(Evans, 2016; Vasters & Franken, 2020) que varian dependiendo de la calidad de la materia prima y de las
condiciones del proceso (Agrawal et al., 2018). Para el afio 2017, se produjeron entre 155 y 175 millones
de toneladas de lodo rojo (Vasters & Franken, 2020), y para 2020 la cantidad almacenada a nivel mundial
excedio los 5 billones de toneladas (Qi, 2021). En Venezuela se tenia una producciéon acumulada de 14 mi-
llones de toneladas entre los afios 1983 y 2000 (Galarraga et al., 2002). Se estima que mds de 35 millones de
toneladas de lodo rojo se encuentran almacenadas en los sistemas lagunares de la Corporacién Venezolana
de Guayana (CVG) Bauxilum (Centeno-Bordones & Jiménez, 2020).

A nivel mundial, sélo alrededor del 15 % del lodo rojo generado anualmente se recicla (Zhang et al., 2018)
y la mayor parte se dispone en rellenos, lagunas o en el lecho marino (Zinoveev et al., 2021). Debido a su
elevada alcalinidad (pH entre 10 y 12.5), alto contenido de 6xidos de hierro, de aluminio, de titanio y canti-
dades traza de otros elementos metalicos toxicos (Sc, Mn, Ct, Nb, Ga, Zr, Sn, Cu, Zn, Y, U, Th) (Zinoveev
et al., 2021; Lépez & Linares, 2018), esta gran cantidad de lodo rojo almacenado ha ocasionado serios
problemas ambientales en los paises productores, que incluyen contaminacién de suelo, de aguas subterra-
neas, e incluso contaminacién marina. Ademads, su almacenamiento en lagunas o piscinas, ocupa grandes
dreas de terreno, y el lodo rojo secado por el aire puede conducir a contaminacién por particulas, la cual es
un serio problema de salud para las personas que viven cerca de dichas instalaciones (Li et al., 2017). La
construccién y el mantenimiento de las instalaciones disefiadas para este fin requieren grandes cantidades

de recursos, material financiero y humano (Zinoveev et al., 2021).

Varios accidentes industriales asociados al lodo rojo se han registrado, como el ocurrido en el afio 2010,
en la refinerfa de alumino de Akja (Hungria), en el cual 700.000 7> de una mezcla acuosa de este material
se derramaron destruyendo la flora y la fauna en las localidades cercanas (Ruyters et al., 2011; Mayes et
al., 2016). La situacién descrita anteriormente, ha impulsado la necesidad de encontrar usos para este resi-
duo peligroso, por ejemplo, la extraccién de elementos metalicos como las tierras raras mediante diferentes
tipos de 4cidos minerales y mezclas de éstos (Karimi et al., 2018; Borra et al., 2016), escandio mediante una
mezcla de 4cido clorhidrico-EDTA y 4cido sulfirico (Zhou et al., 2018; Lymperopoulou et al., 2019), y de
hierro mediante el uso de diversos como el acético (Yang et al., 2015) o 4cido sulfirico (H,SO4) variando
las condiciones del proceso (Debadatta & Pramanik, 2013; Magalhdes et al., 2012).
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El propésito del presente trabajo es mostrar el estudio del proceso de extraccion del hierro presente en el lodo
rojo proveniente de la planta refinadora de alimina CVG Bauxilum C.A., ubicada en Guayana, Venezuela,
utilizando 4cido sulftrico, para determinar las condiciones mds adecuadas del proceso mediante un disefio de
experimentos factorial de dos niveles (2¥). El andlisis de este proceso permitiria establecer las aplicaciones
industriales del residuo generado, ya que el hierro extraido podria ser utilizado en la produccion de 6xidos
de hierro, los que a su vez son de gran importancia en dreas como la catdlisis y pigmentos. El mencionado
material, también podria usarse como materia prima en la produccién de sulfato férrico polimérico una

sustancia muy utilizada en el tratamiento de agua (Liu et al., 2009).

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

2.1. Digestion del lodo rojo

Se pes6 un gramo de lodo rojo seco, y posteriormente se transfiri6 a un balén esmerilado de 100 mL provisto
de dos bocas. Luego, se afiadi6 un volumen de solucién de &4cido sulftrico (H>,SO4) de concentracion
20%v/v 0 30%v/v. La mezcla obtenida se colocé en el equipo de reflujo. El sélido se mantuvo en digestion
por un periodo de tiempo especifico, contado desde el momento en que la mezcla alcanzé la temperatura
deseada, el control de esta variable se realizé de forma manual, empleando un termémetro de vidrio marca
Taylor. Finalizada la reaccion, se procedi6 a filtrar al vacio, utilizando papel de filtro Whatman con tamaiio
de poro de 2.0um, y lavados con agua destilada hasta pH neutro, conservandose, ademads del filtrado, el

primer lavado.

2.2. Caracterizacion del filtrado

La determinacién de la concentracién de hierro presente en la fase liquida se realiz6 mediante
espectroscopia de absorcién atémica (AA) por aspiracién directa en llama de aire-acetileno, empleando
un espectrofotdmetro GBC 932 AA, en un rango de barrido entre 2 y 80 ppm y una longitud de onda de
372 nm. En este sentido, se realizé una dilucién de la muestra en proporcién: 1/100. El espectrofotémetro
fue calibrado con patrones de concentraciones comprendidas entre 5 y 80 ppm. Mediante interpolacion en

la curva obtenida se determind la concentracién de hierro en la muestra.

2.3. Diseiio de experimentos factorial 2* completo

Para el anélisis se aplicé un disefio de experimentos factorial de dos niveles completo, para el cual se se-
leccionaron cuatro factores: temperatura de reaccién, tiempo de contacto, concentracién de acido, y rela-
cién liquido a sélido (Tabla [I)) considerados en investigaciones similares donde se analizé el proceso de
extraccion de metales del lodo rojo (Karimi et al., 2018; Lymperopoulou et al., 2019; Debadatta & Pra-
manik, 2013; Magalhdes et al., 2012; Yanmei, 2021; dos Passos et al., 2015). Los niveles de la variable
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Tabla 1: Variables y niveles seleccionados para disefio 2*. Fuente: Lépez-Uscategui (2016)

Factores Min Max
Concentracién de dcido (%v/v) A 20 30
Tiempo de contacto (k) B 2 3

Relacién liquido a sélido (mL/g) C 20 30
Temperatura de reaccién (°C) D 70 100

temperatura de reaccién se fijaron por encima de 70°C, ya que por debajo de este valor la extraccion de hie-
rro es poco significativa (Liu et al., 2009); para los demds factores se consideraron los niveles establecidos
por Debadatta & Pramanik (2013), Magalhdes et al. (2012) y dos Passos et al. (2015).

De acuerdo a Lymperopoulou et al. (2019), el 4cido sulfurico (H2S04) tiene un impacto ambiental modera-

do, si se compara con otros dcidos minerales a la misma concentracién.

Se realizaron dos réplicas, dando un total de 32 corridas. Como variable respuesta se selecciond la masa
de hierro extraido por gramo de lodo rojo (gFe/g de lodo rojo), la matriz del disefio, el andlisis de
varianza, y la validacién de los supuestos se realizé empleando un software estadistico (Minitab 16). La
caracterizacion inicial de hierro en el residuo fue presentada por Lopez & Linares (2018) y Lépez-Uscategui
(2016), donde se observa el alto contenido de aluminio y hierro en el residuo: (43.944 +0.001) %Al y
(36.432+£0.001) %Fe.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Proceso de extraccion

La ecuacién quimica mostrada describe la reaccion involucrada en la lixiviacién del hierro, en el cual se
alcanza la neutralizacién total del lodo rojo. El 6xido férrico se transforma en su sulfato (Debadatta &
Pramanik, 2013; Liu et al., 2009):

Fey03(s) +6H ™ (ac) — 2Fe** (ac) + 3H,0(1) (1)

En algunas investigaciones se ha modelado este proceso, mediante estudios cinéticos y difusionales, encon-
trdndose una buena adaptacién al modelo de difusién intraparticula para lodos rojos no calcinados (Liu et
al., 2009). En el caso de lodos previamente calcinados, existe una buena adaptacion al modelo de nicleo no
reaccionado, observdndose que la cinética del proceso de lixiviacién es controlada por la reaccién quimica
(dos Passos et al., 2015).

Los fenémenos quimicos y de transporte de masa, antes mencionados, justifican que después de realizada

la lixiviacidn, existiese una disminucion en la cantidad de masa del residuo, debido a la extraccién del
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hierro y de otros metales presentes como impurezas en el lodo rojo. También se observé una pérdida de
la coloracién roja, caracteristica del residuo de bauxita, debido a la hidratacién y posterior disolucion de la
hematita presente, a las elevadas condiciones de acidez utilizadas en el proceso de lixiviacion, permitiendo la
formacién de acuocomplejos férricos (Jang et al., 2007; Centeno-Bordones et al., 2020). El sélido retenido
en el filtr6 present6 una coloracién amarilla, atribuible a fases no solubles como cuarzo (Si0;), 0 compuestos
de aluminio en forma de k-feldespato (Liu et al., 2009), como la albita (Lépez & Linares, 2018), aunque
también podria estar presente la fase amorfa limonita que precipitaria debido al incremento del pH del sélido

durante el lavado (Centeno-Bordones & Jiménez, 2020).

3.2. Diseiio de experimentos factorial

En la matriz (Tabla [2) se muestra la variable respuesta, cantidad de hierro extraida, obtenida al variar el
conjunto de variables independientes, la concentracién de acido sulfirico (A), el tiempo de contacto (B), la

relacion liquido a sélido (C) y la temperatura de reaccién (D).

De acuerdo al coeficiente de determinacién ajustado (Rz-ajustada) (Gutiérrez & De la Vara, 2008), el modelo
de regresion obtenido describe un 91.15 %, de la variabilidad de la respuesta, por lo que los factores estu-
diados son responsables o explican en un alto porcentaje la variabilidad observada en la cantidad de hierro
extraido del lodo rojo. En cuanto a los supuestos del ANOVA, al aplicar la prueba de Ryan-Joiner se observa
que el coeficiente de correlacion de los datos con sus puntuaciones normales es cercano a la unidad (0.978)
con un valor-p mayor a 0.100, por lo que no se puede rechazar la hip6tesis nula de normalidad con un nivel
de confianza de 95 %. La independencia se midié mediante la prueba de Durbin-Watson, con un valor de
2.24 para el estadistico, el cual es mayor que la cota superior para los valores de la prueba (Gutiérrez & De
la Vara, 2008), afirmando que no existe correlacion entre los residuos. El supuesto de varianza constante se
verificé mediante la prueba de Bartlett donde el estadistico de la prueba resulté ser 20.21 con un valor p de
0.164, aceptandose la hipétesis nula de igualdad de varianzas. Por lo tanto, el modelo estadistico aplicado

cumple con los supuestos del ANOVA.

En cuanto a los efectos principales, la concentracion de dcido sulfirico y la temperatura presentan un p-valor
menor a 0.05 indicando que afectan significativamente la cantidad de hierro extraido con un nivel de con-
fianza de 95 % (Tabla[3). La temperatura contribuye en un 80,89 % a la variabilidad de la respuesta (Tabla),
con un efecto positivo, lo cual concuerda con el resultado obtenido por Lymperopoulou et al. (2019). El au-
mento de la lixiviacién del hierro con la temperatura (Debadatta & Pramanik, 2013; Liu et al., 2009), lo cual
se debe al incremento de la energia cinética de las moléculas presentes en el liquido, las cuales chocan con
mads frecuencia contra las particulas del lodo rojo, intensificando su movimiento Browniano y favoreciendo
su difusién (Yanmei, 2021), ademds, la constante de equilibrio de la reaccion también se incrementa con la
temperatura (Liu ef al., 2009). La concentracién de 4cido sulfiirico presenta una contribucién de 3.54 % a la
variabilidad de la cantidad de hierro extraido (Tabla[d)), al aumentar estd variable aumenta la concentracién

de iones hidronio (H™") presenten en la solucién, facilitando su reaccion con el 6xido de hierro (ecuacion ;
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Tabla 2: Cantidades extraidas de hierro para cada corrida del disefio de experimentos 2*. Fuente: Lépez-Uscategui (2016)

Orden Variable Variable , (e +0.003)
p codificada Etiqueta
Estandar g Fe/g lodo
A(%vlv) B(t) CmL/g) DEC) x1 x x3 Xxa

1 20 2 20 70 -1 -1 -1 -1 (1) 0.147
2 30 2 20 70 1 -1 -1 -1 a 0.130
3 20 3 20 70 11 -1 -1 b 0.150
4 30 3 20 70 1 1 -1 -1 ab 0.150
5 20 2 30 70 S B -1 ¢ 0.113
6 30 2 30 70 1 101 -1 ac 0.162
7 20 3 30 70 11 1 -1 be 0.117
8 30 3 30 70 1 1 1 -1 abc 0.140
9 20 2 20 100 -1 -1 -1 1 d 0.181
10 30 2 20 100 1 1A 1 ad 0.191
11 20 3 20 100 -1 -1 bd 0.205
12 30 3 20 100 1 1 -1 1 abd 0.201
13 20 2 30 100 S U B | 1 cd 0.212
14 30 2 30 100 1 -1 1 1 acd 0.210
15 20 3 30 100 -1 1 1 bed 0.216
16 30 3 30 100 1 1 1 1 abed 0.221
17 20 2 20 70 -1 -1 -1 (D) 0.123
18 30 2 20 70 1 -1 -1 -1 a 0.146
19 20 3 20 70 -1 -1 -1 b 0.146
20 30 3 20 70 1 1 -1 -1 ab 0.162
21 20 2 30 70 1A 1 -1 ¢ 0.111
22 30 2 30 70 1 11 -1 ac 0.162
23 20 3 30 70 11 1 -1 ¢ 0.144
24 30 3 30 70 1 1 1 -1 abc 0.142
25 20 2 20 100 -1 -1 1 d 0.188
26 30 2 20 100 1 -1o-1 1 ad 0.199
27 20 3 20 100 -1 1 -1 1 bd 0.189
28 30 3 20 100 1 1 -1 abd 0.205
29 20 2 30 100 -1 -1 1 1 cd 0.217
30 30 2 30 100 1 -1 1 acd 0.199
31 20 3 30 100 11 1 1 bed 0.182
32 30 3 30 100 1 1 1 1 abed 0.230
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Tabla 3: Analisis de varianza para los datos de extraccion de hierro. Fuente: Lopez-Uscategui (2016)

Fuente de Suma de Gradosde  Cuadrado

L i . Fy Valor P
variacion  cuadrados libertad medio
A 0.00136 1 0.00136 12.45 0.003
B 0.00037 1 0.00036 3.33 0.071
C 0.00000 1 0.00000 0.01 0.336
D 0.00015 1 0.00015 1.35 0.000
AB 0.00029 1 0.00029 2.62 0.939
AC 0.00028 1 0.00028 2.56 0.124
AD 0.00000 1 0.00000 0.02 0.194
BC 0.03117 1 0.03117 284.31 0.153
BD 0.00020 1 0.00020 1.85 0.974
CD 0.00000 1 0.00000 0.01 0.009
ABC 0.00055 1 0.00055 4.98 0.698
ABD 0.00112 1 0.001124 10.25 0.034
ACD 0.00032 1 0.000322 2.94 0.100
BCD 0.00005 1 0.000048 0.43 0.524
ABCD 0.00092 1 0.000920 8.39 0.009
Error 0.00175 16

de acuerdo a Yanmei (2021), se incrementan la cantidad de moléculas que pueden ser activadas por unidad

de volumen.

Para los niveles estudiados, la relacién liquido a sélido y el tiempo presentaron bajas contribuciones a la
respuesta (< 1%, Tabla @) Segtin Liu et al. (2009), el tiempo de vida media (t'/?) del proceso de lixiviacion
del hierro es de 92min a 70 °C y decrece a mayores temperaturas. Yanmei (2021) encontraron que a 100 °C,
la concentracion de hierro lixiviado se hace constante por encima de los 90 min, lo que explicaria la baja
incidencia del tiempo en la variabilidad de la cantidad de hierro extraido. En cuanto a la relacién liquido-
solido, al haber una mayor cantidad de solucién se espera una mayor solubilizacion de los metales en la fase
sélida (Debadatta & Pramanik, 2013; Yanmei, 2021).

Ademds, se observa que algunas interacciones presentan un p-valor menor a 0.05 indicando que afectan
significativamente la variable respuesta con un nivel de confianza de 95 % (Tabla [3). La interaccién de li-
quido/sélido x temperatura contribuye en un 2.92 % a la variabilidad de la respuesta (Tabla[d)) con un efecto
positivo, lo que implica que la relacién liquido-sélido debe estar en su valor alto (30 mL/g) para incrementar
la cantidad de hierro extraido. La interaccion de tercer orden concentracion X tiempo X temperatura contri-
buye en 1.42 %, (Tablaf) con un efecto positivo, por lo que se requiere que el tiempo esté en su valor alto (3
h) para aumentar la cantidad de hierro extraido. Finalmente, la interaccién de cuarto orden, que involucra los
cuatro factores tiene un peso de 2.39 % (Tabla[)) sobre la variabilidad de la respuesta, y su efecto es positivo,
en este sentido para aumentar el valor de la respuesta se requiere que todos los factores se encuentren en
su valor alto. En base a este andlisis se seleccionaron las siguientes condiciones como las mas adecuadas:
30%v/v, 3 h, 30 mL de dcido/1 g de lodo rojo, y 100 °C.
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Tabla 4: Efectos de los factores y suma de cuadrados estimados para el disefio factorial aplicado al proceso de extraccién de hierro.
Fuente: Lopez-Uscategui (2016)

Término del Estimacion del Suma de Contribucién

modelo efecto £ 0.000001  cuadrados £ 0.000001  porcentual = 0.01 %
A 0.013061 0.001365 3.54
B 0.006759 0.000365 0.95
AB -0.000339 0.000001 0.00
C 0.004301 0.000148 0.38
AC 0.005987 0.000287 0.74
BC -0.005919 0.000280 0.73
ABC -0.000503 0.000002 0.01
D 0.062423 0.031173 80.89
AD -0.005036 0.000203 0.53
BD 0.011853 0.000001 0.00
ABD 0.008259 0.000546 1.42
CD 0.011853 0.001124 2.92
ACD -0.006346 0.000322 0.84
BCD 0.002442 0.000048 0.12
ABCD 0.010726 0.000920 2.39

El grifico de superficie estimada (Figura[I]) para la cantidad de hierro extraido (gFe/g lodo rojo) en funcién
de los efectos principales significativos (concentracién y temperatura) indican que los mayores valores de
la variable respuesta, cuyos coeficientes se muestran en la Tabla[5] se presentan para los valores mds alto de
estos factores.
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Figura 1: Superficie respuesta del modelo considerando los factores concentracién de dcido — temperatura. Fuente: Elaboracién

propia.

Tabla 5: Coeficientes para el modelo de regresion (variables no codificadas). Fuente: Lopez-Uscategui (2016)

Término  Notacion Coeficiente
Constante Bo 3.54481

A B -0.146454

B B2 -1.18905

C B3 -0.170592

D B4 -0.0400643
AB B2 0.0518562
AC Bi3 0.0069673
AD B1a 0.00169032
BC Bas 0.0573331
BD Bo4 0.0142884
CD B34 0.00199682
ABC Bi2s -0.00245136
ABD Bio4 —6.05x10°*
ACD Bi3s —8.00 x 1073
BCD Bos4 —6.83x 1074

ABCD Biaza  2.86x 1073
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4. CONCLUSIONES

Mediante el proceso de extraccion, los iones de hierro (III) se transfirieron desde la fase sélida a la
fase liquida, observandose una disminucion del color rojo que caracteriza al residuo generado durante la
produccién de alimina. El anélisis de este proceso mediante un disefio de experimentos factorial permitié
establecer que la concentracién de dcido sulftrico (%v/v) y la temperatura de reaccién contribuyen
positivamente a la extraccién del hierro presente en el lodo rojo; asi como también las interacciones de
segundo orden (relacién sélido-liquido y temperatura de reaccién), las de tercer orden (concentracién de
acido, tiempo de contacto y temperatura) y de cuarto orden (concentracién de acido, tiempo de contacto,
relacion solido-liquido y temperatura de reaccion). Finalmente, la condicidn seleccionada, a partir del disefio
de experimentos, como la més apropiada para realizar el proceso de extraccién de hierro fue 30 %v/v de
acido sulftirico, 3 horas de reaccion, relacion sélido a liquido 1/30 g/mL y una temperatura de reaccién de
100 °C.
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RESUMEN: Tanto la enzima NDM-1, como sus variantes reportadas, presentan multirresistencia a distintos antibid-
ticos para el tratamiento de enfermedades de tipo infeccioso. El presente trabajo muestra una revisién del mecanismo
hidrolitico que sigue la enzima, un andlisis bioinformdtico de la NDM-1 a NDM-16, algunas caracteristicas gené-
ticas, mutaciones y estudio del sitio activo. Se encontré que las 16 variantes presentan 14 mutaciones, utilizando
como plantilla, la secuencia aminoacidica de NDM-1; ademads se establece la posibilidad de tomar estructuras de me-
dicamentos como D-captopril para disefiar prototipos de mayor actividad y biodisponibilidad, asi como baja toxicidad.
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ABSTRACT: Both the NDM-1 enzyme and its reported variants present multiresistance to different antibiotics for
the treatment of infectious diseases. The present work shows a review of the hydrolytic mechanism followed by the
enzyme, a bioinformatic analysis of NDM-1 to NDM-16, some genetic characteristics, mutations and study of the
active site. It was found that the 16 variants present 14 mutations, using the amino acid sequence of NDM-1 as a
template; furthermore, the possibility of taking structures from drugs such as D-captopril to design prototypes with
higher activity and bioavailability, as well as low toxicity, is established.

KEYWORDS: NDM-1; PDB; PsiPred; SWISS-MODEL.

2Valencia, E., Olarte, W., Galvis, M. & Sastoque, F. (2023). Revisién, caracterizaciéon y andlisis bioinfor-
mdtico de nueva delhi metalo-B-lactamasa-1 (ndm-1) y sus variantes. Rev. Fac. Cienc., 12 (1), DOI:
https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v12n1.104338

bSecretaria de Educacién Distrital de Bogotd. Area de Ciencias Naturales

* Autor para correspondencia: edvalenciac@unal.edu.co

“Secretaria de Educacién y Cultura de Soacha.

dUniversidad Nacional de Colombia, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas.

®Universidad de Antioquia, Facultad de Ciencias Naturales y Exactas.

59



Eduvan Valencia, Wilson Olarte, Mauricio Galvis, Fernanda Sastoque

1. INTRODUCCION

El hombre se ha visto en la necesidad de acudir a la naturaleza para obtener sustancias que le permitan tratar
de mejor manera las enfermedades, es por ello que la invencién de medicamentos para mitigar sus dolencias
se remonta a los mismos origenes de las diversas sociedades humanas (Escalona et al., 2008), debido a esto,
se ha establecido una lucha continua entre la humanidad y algunos seres vivos como las bacterias en busca
de la supervivencia de cada especie (Pérez, 2009). Por ejemplo, el hombre ha obtenido compuestos como los
antibidticos descubiertos por primera vez por el médico escocés Alexander Fleming en 1929, con el fin de
establecer estrategias de defensa que les permita sobrevivir a las enfermedades de tipo infeccioso causadas
por las bacterias. Por otra parte, no es desconocido que el uso indiscriminado de antibiéticos (en algunos
paises) para el tratamiento de una enfermedad infecciosa en personas como en animales, ha ocasionado que
las bacterias en sus procesos de mutacién y por consiguiente de evolucién hayan creado mecanismos de
resistencia, entre los cuales se encuentra con mayor frecuencia la produccién de enzimas B-lactamasas que
hidrolizan el anillo B-lactdmico de los antibiGticos de uso convencional, inhibiendo su accién como bacte-
ricida o bacteriostitico (Sudrez & Gudiol, 2009; Yacoby & Benhar, 2007; Cruz & Ramoén, 2010; Yang et
al., 2015; Liu et al., 2015).

Cuando los pacientes presentan infecciones por bacterias resistentes, se emplean antibiéticos de amplio es-
pectro como los carbapenémicos que son usados como ultimo recurso (Ariza & Leoén, 2013; Deshpande
et al., 2010), el inconveniente es que dichos fairmacos han sido burlados por la aparicién de enzimas del
tipo carbapenemasas en los microorganismos que se especializan en la inactivacién de los medicamentos
ocasionando el bloqueo, por decirlo asi, de su accion terapéutica (Morales-Moreno et al., 2014). Algunas
de las bacterias que han mostrado resistencia a la mayoria de los antibiéticos por la produccién de carbape-
nemasas adquiridas, son del tipo Gram negativas no fermentadoras como por ejemplo las publicadas por la
OMS en febrero de 2017 como patégenos para ser priorizados y para los cuales se necesitan urgentemente
nuevos antibidticos. Entre las bacterias se incluyen las siguientes: Acinetobacter, Pseudomonas y miem-
bros de la familia Enterobacteriaceae como Klebsiella spp, Serratia, Proteus, E. coli y Enterobacter spp,
lo cual indudablemente y como se ha venido mencionando en lineas anteriores, plantean un preocupante
problema de salud ptiblica a nivel mundial debido a su rdpida diseminacién y alta resistencia en el ambiente
hospitalario (Queenan & Bush, 2007; Papp-Wallace et al., 2011; Gonzalez et al., 2015), siendo las causan-
tes de aproximadamente 1.27 millones de muertes en 2019 asociadas con multirresistencia a los diversos
antimicrobianos (Murray et al., 2022). Por tal motivo, se han enfocado los esfuerzos en buscar nuevos me-
dicamentos que burlen dichos mecanismos de defensa y que muestren un buen perfil de biodisponibilidad y
toxicidad (Alcaide et al., 2004; Valencia, 2014).

Uno de los primeros paises en emitir una alerta sobre el incremento de cepas Gram negativas de la fa-

milia Enterobacteriaceae con resistencia a carbapenémicos en pacientes, fue el Reino Unido en el 2009

(Deshpande et al., 2010). Varios de los pacientes habian tenido alguna experiencia de tratamientos hospita-
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larios en la India y Pakistdn y presentaban un nuevo tipo de MBL designada posteriormente como NDM-1
por el pais donde se evidencio el primer foco de infeccién. Posteriormente este mecanismo también fue en-
contrado en Europa, Japén, Australia, Canada y Estados Unidos, en Latinoamérica, solo hasta el afio 2011
se reporta el primer caso en Guatemala, con el aislamiento de dos cepas portadoras de la NDM-1 prendiendo
las alertas epidemioldgicas en nuestro continente (Ariza & Ledn, 2013). En 2012 se detectd en Colombia
en Klebsiella pneumoniae, en Paraguay en Acinetobacter pittii y en Uruguay en Providencia rettgeri. En
2013 otros paises habian reportado el hallazgo de la circulacién de este mecanismo: Argentina en P. rett-
geri, Brasil en P. rettgeri, Honduras en A. baumannii, México en P. rettgeri, Nicaragua en A. baumannii,
K. pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter Cloacae; y recientemente, Costa Rica en E. Coli (Rojas et
al., 2017).

De acuerdo a lo expuesto, el presente escrito pretende dar una descripcién en lo que respecta a enzimas del
tipo carbapenemasas MBL (metalo B-lactamasas) de tipo NDM-1, abordando apartes como el mecanismo
de resistencia, algunas caracteristicas genéticas, estructura y mutaciones, revision del sitio activo, andlisis
bioinformaético de su estructura primaria, secundaria y terciaria, entre otros. Por ejemplo, las metaloenzimas
que requieren de un ion metlico divalente como el Zn>" para ejercer su actividad (Ackerman & Gatti, 2013),
son una amenaza latente ya que hidrolizan todos los antibiéticos B-lactdmicos usados terapéuticamente, con
la excepcion de monobactdmicos como el aztreonam, y no son bloqueadas por los inhibidores de B-lactamasa
del tipo serina, tales como 4cido clavulanico, tazobactam, y sulbactam (Hall et al., 2003; Zhang et al., 2014).
De las NDM-1, se tratardn topicos como estudio estructural, caracteristicas del gen que las produce,
secuencia aminoacidica, mecanismo de accidn, anélisis bioinformatico, entre otros, que servirdn como punto
de referencia para distintos grupos de investigacién que estén trabajando sobre este tipo de proteinas ya que
tienen una gran labor puesto que éstas MBL estdn evolucionando rdpidamente y volviéndose cada vez mds
eficaces y especializadas frente a diferentes antibiéticos (Bebrone, 2007; Bebrone et al., 2010), y ademads se
suma el hecho de que actualmente no estdn disponibles inhibidores clinicamente relevantes de estas enzimas
(Ackerman & Gatti, 2013).

2. (POR QUE NDM-1?

Desde su primera aparicién en Asia, NDM-1 ha sido uno de los objetivos terapéuticos con mds relevancia y
preocupacion de los diferentes grupos de investigacién que abordan el tratamiento de enfermedades infec-
ciosas. La metalobetalactamasa mencionada, ha sido un dolor de cabeza principalmente en lo que respecta a
los procedimientos seguidos en los diferentes hospitales para tratar infecciones ya que cuentan con variedad
de mecanismos de resistencia frente a los diversos antibiéticos B-lactdmicos, excepto aztreonam, colistina
y tigeciclina (Gonzalez et al., 2015; Zhang et al., 2014; OPS/OMS, 2014). La metaloenzima se encuentra
codificada por el gen NDM-1 el cual pertenece a una gran familia codificadora de carbapenemasas que,
y como se ha mencionado, los carbapenémicos son los antibidticos que se emplean como ultimo recurso

antimicrobiano, convirtiendo a éstos patégenos en un serio problema de salud (Lee et al., 2001; Meini et

V 12 N°1 enero - junio de 2023 & ISSN-e 2357-5749 e DOI: https://doi.org/10.15446/rev.fac.cienc.v12n1.104338 e Articulo Revision 61



Eduvan Valencia, Wilson Olarte, Mauricio Galvis, Fernanda Sastoque

al., 2014). El gen se puede encontrar en diferentes plasmidos (un plasmido de 180 Kb de K. pneumoniae y
un pldsmido de 140 kb de E. coli) que se pueden transferir lateralmente con facilidad a otras cepas con una
frecuencia alta (Zhang et al., 2014), ocasionando un alto riesgo de pandemia mundial entre Enterobacteria-
ceae (Bebrone, 2007; Rolain et al., 2010).

La propagacién de NDM-1 ha planteado algunas problematicas como: (a) la posible existencia de portadores
que son asintométicos y que atin no han sido detectados permitiendo una répida propagacioén; (b) la falta
de inhibidores altamente eficaces disponibles hasta la fecha; (c) la alta transferencia horizontal que exis-
te entre las diferentes cepas bacterianas por medio de pldsmidos que confieren multirresistencia (Ariza &
Ledn, 2013; Rolain et al., 2010; Strynadka et al., 1992), son interrogantes que sin duda alguna ponen en aler-
ta a todos los sistemas de salud ya que el nimero de contactos de personas asintomaticas y la multiplicidad
de zonas geogrificas en riesgo y que carecen de protocolos robustos para la identificacién de MBLs, podrian
convertir el escenario en un problema casi imposible de tratar en un periodo de tiempo muy corto (Rolain
et al., 2010), en nuestro pais, NDM ha sido detectada y actualmente su diseminacién se ha incrementado
en un nimero considerable de pacientes infectados de acuerdo con los datos del sistema de vigilancia del
INS (instituto nacional de salud), lo que ha generado inquietud por la posibilidad de que en Colombia éste
mecanismo de resistencia se vuelva de alta prevalencia, como ha ocurrido con otras carbapenemasas (Rojas
etal., 2017).

Es aqui donde se deben direccionar todos los esfuerzos hacia la prevencién, control y deteccién temprana
de los microorganismos que portan el gen NDM-1 con el fin de evitar que la transmisién de estos
mecanismos de resistencia lleguen a niveles tan peligrosos que las infecciones no puedan ser tratadas (Ariza
& Ledn, 2013); ademds de seguir en el estudio y conocimiento tanto a nivel estructural como funcional de
estas NDM, con el objetivo de proponer alguna alternativas de solucién como lo es sin ninguna duda nuevos
inhibidores con un efecto terapéutico significativo, que sean capaces de establecer un complejo acil-enzima
estable parecido al que sigue el mecanismo propuesto para las serin B-lactamasas (Yang et al., 2015), que
presenten una alta biodisponibilidad, que no presenten toxicidad o sea minima, serian algunos de los retos a

trazarse.

3. MECANISMOS DE RESISTENCIA DE NDM-1

Con el objetivo de garantizar su permanencia en la naturaleza, los microorganismos han sorteado habilmen-
te los efectos de los diferentes formacos creando resistencia a éstos. Entre los mecanismos de resistencia
mdas comunes en bacterias Gram negativas clinicamente importantes, se encuentra la produccion de enzi-
mas denominadas -lactamasas, y en especifico aquellas metaloenzimas como NDM-1, las cuales causan la
hidrdlisis del anillo B-lactamico de los antibidticos produciendo un compuesto carente de actividad antimi-
crobiana (Ariza & Ledn, 2013; Papp-Wallace et al., 2011; Meini et al., 2014; Strynadka et al., 1992; Bush

& Jacoby, 2010), las mutaciones en las proteinas ligadoras o de anclaje de penicilina (PBP) y porinas alte-
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ran su expresion y funcién (Gonzalez et al., 2015), las bombas de eflujo, las modificaciones que impiden
o reducen la entrada del antibidtico a la bacteria (impermeabilidad) y la pérdida de proteinas de membrana
externas (Deshpande et al., 2010), constituyen los principales mecanismos de resistencia a los antibiéticos
B-lactamicos como penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos que son usados en los esquemas de trata-

miento de enfermedades de tipo infeccioso a nivel nosocomial.

Especificamente para los carbapenémicos, existen dos mecanismos de resistencia que son la adquisicién de
genes que codifican para carbapenemasas y la reduccién en la captacion del antibiético por asociacion entre
modificacién de las porinas (por deficiencias en la calidad o cantidad) y con sobreexpresion de f-lactamasas
con débil afinidad sobre carbapenémicos (Gonzalez et al., 2015). Es por lo anterior que se hace necesario
la deteccidn y caracterizacion casi inmediata de éste tipo de enzimas ya que juegan un papel critico en el

momento de seleccionar o plantear una terapia adecuada para paliar dicha infeccidn.

4. ALGUNAS CARACTERISTICAS GENETICAS

Los genes que codifican las MBL pueden tener su origen cromosdmicos o extracromosémicos (Walsh et
al., 2005), aunque por su rapida diseminacion se les relaciona con genes ubicados en pldsmidos los cuales a
su vez, estdn asociados a estructuras genéticas méviles (secuencias de insercidn, integrones y transposones)
(Ovalle et al., 2013), lo que convierte a las B-lactamasas en general en un claro ejemplo de la plasticidad de
la genética bacteriana (Vignoli & Seija, 2006).

La propagacién de los genes de MBL, se piensa, fue impulsado por el consumo regional de cefalosporinas
de amplio espectro y carbapenémicos (Walsh et al., 2005).La mayoria, si no todos, los genes que codifican
los tipos IMP y VIM asi como GIM-1 fueron encontrados como genes cassettes en integrones de clase 1,
aunque los genes IMP se han encontrado en integrones de clase 3 (Walsh ef al., 2005). Este no es el caso del

gen NDM-1, lo cual puede ser un indicio de que su origen es distinto al de otras MBL (Ariza & Le6n, 2013).

La mayoria de los genes que codifican las MBL se encuentran ubicados en pldsmidos por lo general entre
120 y 180 kb, aunque el gen blaVIM-7 se ha encontrado en pldsmidos de 24kb (Walsh er al., 2005), en
especifico el gen NDM-1 estd codificado dentro de una seccién de ADN de 1350 pb con un contenido de
Guanina-Citosina (GC) menor (57 %) que el ADN circulante que posee entre 62 % y 65 % de GC. Corriente
arriba, el gen posee 250 nucledtidos de ADN que contiene secuencias similares a las secuencias promotoras
convencionales, demostrando la probabilidad de que el promotor del gen NDM-1 fuera adquirido junto con
el gen (Walsh et al., 2005).

El marco abierto de lectura del gen NDM-1 codifica para una proteina putativa de 269 aminodcidos con

una masa molecular de aproximadamente 27.5 kDa. Este gen comparte muy pocas caracteristicas con otras
MBL, y con el que se relaciona mds estrechamente, la VIM-1/VIM-2, solo posee un 32.4 % de identidad
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(Yong et al., 2009).

El gen NDM-1 se ha descrito en diferentes tipos de plasmidos (IncA/C, IncF, Inc L/M) y aunque un poco
menos frecuente, estd integrado al cromosoma bacteriano (Moncada, 2014). Varios de estos pldsmidos se
caracterizan por su capacidad de ser auto-transferibles por medio de la conjugacion bacteriana, asi como
un amplio rango de hospederos entre especies gram negativas incluyendo Enterobacteriaceae, Aeromonas,

Pseudomonas, Stenotrophomonas 'y Vibrionaceae (Moncada, 2014).

De esta manera la diseminacién de este gen con otros genes de resistencia a diferentes grupos de
antibidticos como macroélidos, aminoglicésidos, rifampicina, sulfamethoxazol y aztreonam se ha informado,
haciendo el panorama cada vez mds alarmante. A diferencia de otras enzimas como KPC y OXA-48.
Los aislamientos portadores del gen blaNDM presentan altas concentraciones minimas inhibitorias a
carbapenémicos (Moncada, 2014). Varios de los factores anteriormente mencionados hacen del control de
la propagacién del gen NDM-1 un importante tema de salud puiblica ya que su diseminacién puede ocurrir a
gran velocidad generando un importante problema en cuanto a control de enfermedades infecciosas (Ariza
& Leodn, 2013).

5. PRINCIPALES CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y MUTA-
CIONES ENCONTRADAS (NDM-1 A LA NDM-16)

Las MBL tienen dos familias representativas muy importantes, la VIM y la IMP, aunque en la actualidad la
NDM hace parte relevante de este grupo por su amplia diseminacion a nivel mundial. Como se ha venido
mencionando, estas enzimas poseen baja homologia en sus aminodcidos aproximadamente del 30 %, pero
sus propiedades son similares; son transferibles, la mayoria se encuentra en genes cassetes localizados en

integrones tipo 1 y en ocasiones en plasmidos y transposones (Sudrez et al., 20006).

Las enzimas del tipo NDM, al igual que otras MBL son proteinas globulares, que presentan una masa 100
veces mayor que su substrato. En este sentido, una vez que el antibidtico ingresa al sitio activo, son varias
las interacciones quimicas que se producen entre ambas moléculas (Vignoli & Seija, 2006). Desde el punto
de vista quimico, son hidrolasas con clasificacién E.C. 3.5.2.6, donde una comparacién entre las estructuras
terciarias de las tres subclases de enzimas, revela un arreglo comin o B-f o tipo sandwich (Ackerman &
Gatti, 2013); contiene dos subdominios, cada uno separado por una o-hoja y un par de hélices que caen
hacia el exterior de cada una de ellas (Abarca & Herrera, 2001). En las enzimas del tipo B1 como la NDM,
el sitio activo contiene dos iones zinc (Zn>T) los cuales estdn coordinados por el motivo altamente conser-
vado (His, His, His, Asp). Estos iones zinc estdn relacionados con la coordinacién de dos moléculas de agua

necesarias para la hidrdlisis de su sustrato (Dortet et al., 2014).

A la fecha se han reportado 16 variantes de la enzima NDM, las cuales varian en algunas mutaciones de
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Tabla 1: Mutaciones encontradas en las 16 variantes de la enzima NDM. Fuente: Elaboracién propia.

Metalo . Metalo .
Mutaciones Mutaciones
Betalactamasa Betalactamasa
NDM-1 No Aplica NDM-9 E152K
NDM-2 P28A NDM-10 R32S, G36D, G69S, A74T
NDM-3 P28A, A99T, L221P NDM-11 M154V
NDM-4 M154L NDM-12 MI154L, G222D
NDM-5 V88L, M154L NDM-13 D95N,M154L,D130G
NDM-6 A233V NDM-14 MI154L, A233V
NDM-7 D130N,M154L NDM-15 M1541L,A233V
NDM-8 D130G,M154L NDM-16 V88L,M154L,A233V

sus aminoacidos (una o maximo dos mutaciones) y en su actividad hidrolitica. Los residuos conservados
del sitio activo de esta serie de MBL reportados son: H120, A121, H122, D124, H189, D192, C208, H250
(Cortés, 2011). La mutacién 154 Met-Leu, en el Loop L8, que se ha informado en las variantes NDM-4,
NDM-5, NDM-7, NDM-8, NDM-11, NDM-12, NDM-13, NDM-14, NDM-15 y NDM-16, se considera cri-
tica en la funcién hidrolitica de la enzima ya que se podria relacionar con un incremento de su actividad
en comparacién con otras variantes (Dortet ef al., 2014). En la Tabla [I] se muestra las mutaciones de 16

variantes del gen NDM.

Se puede evidenciar por comparaciéon con NDM-1 catorce mutaciones que ha sufrido dicho gen desde su
descubrimiento, aislamiento y elucidacién lo cual ya completa més de una década y en donde el panorama
sigue siendo incierto debido a que en este momento y en el futuro préoximo no se esperan fairmacos que pue-
dan arrojar resultados clinicos significativos para el tratamiento de infecciones producidas por bacterias que
portan cualquiera de las variantes de NDM. Dichas mutaciones, en su mayoria ocasionadas por el uso inade-
cuado de los antibidticos, se encuentran en gran parte localizadas en las cadenas laterales de la metaloenzima
(57.14 %) alterando la funcién de expresion, que generalmente se refleja en un aumento de la actividad hi-
drolitica que presentan frente a dichos fadrmacos, ademds de pasar el rasgo mencionado a su descendencia, lo
que dard lugar a una colonia totalmente resistente (Ariza & Ledn, 2013; Ghafur, 2010; Cortés, 2011; Abhi-
nav & Jaiswal, 2013; Meini et al., 2014). Otro hecho que sustenta lo anteriormente mencionado, son los
estudios de CMI (concentracién minima inhibitoria) en diferentes cepas de bacterias portadoras de NDM-1
a NDM-8 que han sido sometidas a diversos antibidticos como cefalosporinas (cefatzidima, cefalotina y ce-
fotaxima) y carbapenems (imipenem y meropenem), mostrando resistencia a dichas dosis y por consiguiente
aumentado las CMI para los posibles tratamientos, hecho que se le ha atribuido a las mutaciones como por
ejemplo M154L que se encuentra interactuando con el sitio en donde se localizan los equivalentes de metal
Zinc (Meini et al., 2014), de aqui la importancia de hacer un estudio detallado de las mutaciones presentes
en cada una de las NMD conocidas con el fin de tener una mejor comprension de su actividad enzimaética y
asi poder proponer algunas estrategias in silico, in vivo, que sirvan como bases para el desarrollo de farma-

cos con potencial efecto clinico.
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Estudios comparativos asistidos por ordenador, entre enzimas del tipo IMP-1, VIM-2 y NDM-1, ponen de
manifiesto que la NDM-1 pueden tener un mayor perfil de droga y mayor eficiencia catalitica que las del
tipo IMP-1 y VIM-2, debido a un "bolsillo” con mayor dimensién y una menor distancia entre los iones de

Zn y el 4tomo de oxigeno de la betalactamasa (Dortet ef al., 2014).

6. SITIO ACTIVO

En cuanto a consideraciones mas detalladas para la estructura del sitio activo de la enzima NDM-1, se ha
reportado que se encuentra en torno a dos iones Zn”>* y que est4 rodeado por los aminoécidos His-120, His-
122, Asp-124, His-189, Cys-208 y His-250. Uno de los ion zinc (Zn>*) muestra coordinacién tetraédrica
formada por unién con los aminodcidos His-120, His-122, His-189 y uno los de los grupos hidroxilo del
aminodcido Asp-124 (Bebrone, 2007; Guo et al., 2011).

En cuanto al segundo catién de Zn?*, se ha encontrado que forma una coordinacién trigonal piramidal en la
cual participa uno de los grupos hidroxilo de Asp-124 y los aminoacidos Cys-208 y His-250. En la Figura
[T] se muestra una representacion del sitio activo de la NDM-1, donde se resaltan la unién de los dos iones
cataliticos de zinc, sus geometrias y las respectivas distancias de enlace entre estos, el solvente y los ami-

noécidos con los que coordina.

H122 D124
),
~ - £ Wat H250
3.4‘71 34A N B oA
28AE S -7
Histidine site 3.2A

éA 25A H0A

Cysteine site
H1 20
C208
H

189

Figura 1: Vista del sitio activo de la enzima MBL NDM-1. Fuente: Guo et al. (2011).

Los dos iones de zinc interactian uno con el otro a una distancia de 3.2 A y estdn puenteados a su vez por
el aminodcido Asp-124. Un Zn>*, en los alrededores del sitio denominado “sitio cistefna”, y como se puede
observar en la Figura una distancia de 2 A entre el oxigeno de la molécula de disolvente y el ion Zn>*, lo
cual indica una unién hidréxido el cual podria servir como nucledfilo atacante en el carbono carbonilo del
anillo B-lactdmico (Guo et al., 2011). Sin embargo, la elucidacién del mecanismo de accién preciso de la

NDM-1 requiere ain mds investigacién.
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El sitio activo de la NDM-1 es una cavidad profunda que estd formada por un bucle entre las regiones B5-02
y B10-a4, en el cual se encuentran los iones zinc en la profundidad de este sitio. Esta cavidad se encuentra
unida a un bucle en la regién comprendida entre los aminoacidos Thr119-Met126 y Ser217-Asp225, mien-
tras que el bucle Met67-Gly71 actia como una especie de “porteria” para cerrar el sitio durante la unién con
el sustrato y para abrirlo para la liberacién del producto por medio de cambios conformacionales (Guo et
al., 2011).

Las MBL tipo Bl se caracterizan ademds por incluir un bucle en la zona N-terminal, entre los residuos
61 — 65, el cual no estd presente en las enzimas subclase B2 y B3 (Guo et al., 2011). Este bucle es de
especial importancia en la actividad de las enzimas MBL B1 ya que estudios demuestran que esta region
puede interactuar con sustratos e incluso moléculas inhibidoras que poseen cadenas laterales hidrofébicas,
forma una cavidad tipo tinel en la ranura del sitio activo y por lo tanto bloquea la molécula en el sitio activo
(Bebrone, 2007; Guo et al., 2011). Estudios biol6gicos demuestran que la eliminacion de esta regién bucle,
afecta significativamente la actividad enzimdtica ya que la fuerza de unién con el sustrato se hace més débil

(con excepcion del Imipinem) (Guo et al., 2011).

Es importante mencionar que lo profundo que puede resultar la cavidad del sitio activo en la NDM-1, provee
un mayor volumen que otras enzimas relacionadas como la VIM-4, con un extraordinario pozo hidrofilico
que estd rodeado por los aminodcidos Trp-93, Gln-123, Asp-124 e His-250, lo que en consecuencia po-
dria proveer mas espacio para contener el ligando en el sitio activo que otras enzimas reportadas (Guo et
al., 2011). Como se ha demostrado en otros informes, la NDM-1 presenta alta afinidad por la mayoria de
las cefalosporinas, en particular cefuroxime, cefotaxime y cefalotin y a las penicilinas lo que se considera
inusual para una MBL, se podria llegar a suponer que el amplio pozo con el que cuenta el sitio activo en la

NDM-1, podria contribuir a su selectividad por los antibiéticos de amplio espectro.

Un estudio relacionado respecto del papel de los residuos conservados en la actividad catalitica de NDM-1,
se llevé a cabo para lo cual se generaron mutaciones en N193A, S217A, G219A y T262A, cerca del sitio
activo con el fin de conocer el papel de los residuos conservados en la actividad catalitica (Ali et al., 2019).
La afinidad y propiedades cataliticas de los mutantes fueron reducidas considerablemente por imipenem,
meropenem, cefotaxime, cefoxitin, ceftazidimem, comparadas con la enzima original. Se concluyé que los
residuos N193, S217, G219, y T262 juegan un papel importante en la orientacién correcta del sitio activo

de NDM y también participaron considerablemente en la estabilidad general de la enzima (Ali et al., 2019).

Un trabajo donde se usa RMN, investiga la influencia de los iones Zn(II) en el comportamiento dindmico
de NDM-1. El anélisis del NDM-1 por RMN en ausencia y presencia de Zn(II), muestra que regiones
especificas (los bucles ASL2, ASL3, ASL5 y L9 y la hélice ®2) de la proteina se vieron afectadas por la

unidén de dos Zn(Il) (Riviere et al., 2020). Se realizé el ensayo de actividades inhibidoras y la caracterizacién
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estructural de los complejos de NDM-1 con flavonoles en presencia de Zn(Il), el cual evidencié que la
morina, la miricetina y la quercetina interactian en el mismo sitio de unién que los antibiéticos de referencia
y que estas interacciones son impulsadas en gran medida por la interaccién con los dos Zn(II), como en el

caso del reconocimiento de sustratos en las metalobetalactamasas (Riviere et al., 2020).

7. IMPLICACIONES TERAPEUTICAS PARA DROGAS RESISTENTES
A BACTERIAS PRODUCTORAS DE NDM-1

Algunos reactivos con potencial clinico que especificamente inhiben MBL han sido introducidos clinica-
mente, dentro de estos se incluyen derivados tioésteres, sulfonil hidrazonas, productos naturales tricicli-
cos, derivados de 4cido succinico, derivados de penicilinas, productos derivados de la degradacién de ce-
falosporinas, captopril, dcido tiomandélico, derivados del acido benzo-hidroxamico y piridina carboxilatos
(Bebrone, 2007; Guo et al., 2011).

De los compuestos mencionados anteriormente, el captopril es ampliamente usado en la accién enzimatica y
como posible inhibidor. D-captopril se ha reportado por presentar buena concentracion inhibitoria (IC50 de
7.9micromol/litro) de la NDM-1. Por otro lado el L-captopril, que es ampliamente usado en el tratamiento
de la hipertension, presenta una IC50 de 202.0micromol/litro. Las anteriores observaciones podrian indicar
que el fragmento pirrolidina del L y D captopril, es crucial para la unién a la NDM-1. Por ejemplo, una
extension del grupo carboxilo del D-captopril podria incrementar la interaccién con la NDM-1, asf, el nue-

vo compuesto podria mejorar el efecto inhibitorio de la actividad enzimética de la enzima (Guo et al., 2011).

Trabajos recientes de cribado, acoplamiento molecular, dindmica molecular y alineamiento de proteinas han
estudiado la inhibicién de NDM-1 mediante compuestos naturales de la base de datos NPASSv1.0. En este
trabajo se investiga los residuos del sitio activo y las interacciones de estos aminoacidos con los ligandos
(Salari et al., 2021). Se ha encontrado una energia de unién baja de —24.3 kcal/mol, incluso més baja que
la informada por otros autores. En otro estudio basado en técnicas in-silico, tras un andlisis comparativo
con respecto a la puntuacién de acoplamiento de los antibidticos clinicos estdndar e inhibidores, asi como
andlisis de simulaciones dindmica molecular para verificar la estabilidad global de los inhibidores en el sitio
activo de la enzima (Rahman & Khan, 2019), se informan las evidencias necesarias para la consideracion
de la withaferina A, la diosgenina y el beta-sitosterol como posibles moléculas lideres para la inhibicién
de la NDM-1, sin embargo, se recomiendan mds estudios in vitro e in vivo para establecer y confirmar la

potencialidad de estas moléculas inhibidoras (Rahman & Khan, 2019).
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8. REVISION DE LAS PROPUESTAS DE MECANISMOS DE REAC-
CION

En cuanto a propuestas del mecanismo de hidrélisis de las MBL en general, las discusiones se han centrado
en la molécula orientada de agua (ion hidréxido) identificada entre los dos iones de zinc, donde se presume
que esta molécula servird como el nucledfilo que inicia la reaccién de hidrélisis (Kim et al., 2013). El es-
tudio del mecanismo ha llevado complicaciones debido a la ausencia de suficiente informacién respecto a
estructuras de rayos X, que muestren la posicion exacta del complejo enzima-sustrato. Basicamente el me-
canismo de hidrdlisis propuesto sugiere que el sitio activo orienta y polariza el enlace sustrato B-lactdmico
para facilitar el ataque nucleofilico del zinc-agua. Vale la pena aclarar que el mecanismo de hidrélisis puede

variar de una MBL a otra. En la Figura 2] se muestra la reaccién general de hidrélisis del meropenem.

Meropenem

Figura 2: Hidrdlisis de meropenem por la enzima NDM-1. Fuente: Ma et al. (2014).

Con base en estudios de dindmica y cudntica molecular, se plantea que la hidrdlisis propuesta para la
actividad de las MBL incluye la desprotonacién de una molécula de agua en el Zn*? de la segunda posicién
el cual actia como 4cido de Lewis que disminuye su pK, que resulta en la formacién de un ion hidréxido
que ataca el oxigeno carboxilico del anillo B-lactimico. Luego el enlace zinc-agua/hidréxido, se recupera

por adicién de otra molécula de solvente como se observa en la Figura[3]
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Figura 3: Propuesta de hidrdlisis en forma bis-zinc de un fragmento de una cefalosporina mediado por la enzima NDM-1 de la
subclase B1. Fuente: Liang et al. (2011)

9. ANALISIS BIOINFORMATICO

La Bioinformadtica es de suma importancia ya que permite abordar tanto el almacenamiento como la extrac-
cién y el procesamiento conjunto de datos, ademds, del andlisis estructural y funcional de genes y proteinas,
asi, como el modelado de sistemas y descubrimientos de farmacos (Pathak et al., 2022). Los datos mencio-
nados, incluyen informacién sobre el origen y los métodos utilizados para determinarlos; la informacién se
recopila en bases de datos que se emplean actualmente, como por ejemplo NCBI (EEUU) para nucledétidos,
PDB (Protein Data Bank) y Uniprot para proteinas (Lesk, 2019).

Con relacion sobre el andlisis de las diferentes variantes de NDM a partir de herramientas bioinforméticas
como Uniprot, PDB, PsiPred y SWISS-MODEL, se puede establecer en cuanto a la estructura primaria que
la proteina presenta una conformacién monomérica con funcién hidrolasa constituida por 270 aminodcidos
con una masa aproximada de 28,499 Da. El amino4cido mds abundante es alanina con un porcentaje entre
el 15 — 16 % aproximadamente y como aminodcido menos abundante se hall6 la cisteina encontrdndose en
menos del 1% en las enzimas, de lo cual se puede inferir que la presencia de puentes disulfuro es casi nula.
En cuanto a la estructura secundaria, se determiné que cerca del 50 % de los aminoacidos estan presentes en
los pliegues que puede adoptar la proteina y el restante se encuentra de forma casi equitativa en las o-hélice
y B-hojas, en cuanto a los aminodcidos que posiblemente interaccionan con los iones metalicos divalentes,
se encuentran localizados en su mayoria en los pliegues de las NDM lo que puede posibilitar una mayor
tasa de mutacién, hecho que se ha podido determinar mediante el examen estructural de enzimas como
por ejemplo PBP a partir de bacterias resistentes que presentan mutaciones en los residuos cercanos a los
motivos cataliticos (Zapun et al., 2008; Gordon et al., 2000). Por otra parte en cuanto a la estructura terciaria,
se observé por identidad de secuencia que las metaloenzimas presentan dos equivalentes de Zn’* que se
encuentran interactuando con aminoacidos como H120, H122, D124, H189, C208, H250, cabe mencionar
que la tnica cisteina que se estableci6 en la cadena proteica hace parte de los aminodcidos del sitio catalitico.

As{ pues, se evidencia la relevancia que tiene el conocer las herramientas que la tecnologia nos ofrece en la
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actualidad, con el fin de realizar investigaciones que no dependan de un laboratorio fisico en gran porcentaje

y que sean en gran medida mds racionales en tiempo y recursos fisicos y humanos.

10. CONSIDERACIONES FINALES

Indudablemente queda bastante por hacer en el campo de investigacion de enfermedades de tipo infeccio-

so por NDM como se ha podido mostrar en este escrito. Algunos de los retos a corto y mediano plazo serian:

Enfocar esfuerzos direccionados a la prevencion, control y deteccién de NDM en los diferentes sistemas de
salud de cada pafs es crucial, debido a escenarios como la portacién del gen y sus variantes por personas
que no presentan ningtn sintoma permitiendo su rdpida propagacién y la aparente facilidad de transferencia
de dicho gen entre cepas, presentan un panorama preocupante a nivel de salud publica que podria ser casi

imposible de tratar.

Encontrar nuevos medicamentos que burlen los diferentes mecanismos de defensa de los microorganismos
que han mostrado multirresistencia a casi todos los tipos de farmacos existentes, ya que en la actualidad
no hay disponibilidad de alguno con efectos clinicos relevantes. Para ello se podria plantear nuevos prototi-
pos inhibidores como por ejemplo estructuras que presenten fragmentos de pirrolidina podrian favorecer la
unién con NDM-1 como se evidencia en los farmacos L-captopril y D-captopril, asi como variantes que se
puedan proponer como por ejemplo la extension en el grupo carboxilo del D-captopril logrando incrementar
interaccién con NDM-1 y sus variantes. Por otro lado, también se encuentran estudios de compuestos deri-
vados del 4cido tiofenocarboxilico que han mostrado actividad antibacteriana sinérgica en combinacién con
meropenem (Shen et al., 2013); 4cidos mercaptocarboxilicos también se encuentra dentro de las estructuras
quimicas mas estudiadas como prominentes inhibidores de MBLs (Skagseth et al., 2017). Otros estudios
de acoplamiento ligando polarizado, usan estructuras derivadas de las cromonas las cuales mostraron am-
plio espectro de inhibicién para carbapenemasas (Christopeit & Leiros, 2016). En los estudios de inhibicion
con compuestos derivados de Azoliltioacetamidas diaril sustituidas, se encontré que todas ellas presentaron
inhibicién de la MBL NDM-1(B3, L1), de Estenotrofomas maltofilia (Zhang et al., 2014). Compuestos de-
rivados del tiol han mostrado inhibiciéon prometedora para MBL, como por ejemplo ésteres tiol del 4cido
mercaptoacético (Islam, 2013). Este mismo estudio menciona otra amplia gama de estructuras quimicas im-
portantes en el estudios de inhibidores de MBLs, tales como Fenazinas, derivados del 4cido tiomandelico,
derivados del mercaptofosfonatos (han mostrado buenos efectos inhibitorios en la subclase B2), bifenil te-
trazoles (inhibidor competitivo), derivados del 4cido succinico y ftlico, derivados Hidroxamatos, derivados
de piridina dicarboxilatos, triazoles y tiosemicarbazidas N-acetiladas y derivados del 4cido borénico asi co-
mo del EDTA.

Por otra parte, se debe aprovechar el hecho estructural de NDM-1, ya que contiene un mayor volumen de

cavidad en su sitio catalitico en comparacién con otras enzimas (VIM-4) lo que puede permitir el disefio de
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nuevos farmacos que en alguna medida y guardando las proporciones estructurales no sean restringidos por
su tamafio, ademds de que puedan formar complejos acil-enzima estables similares a los que se dan en el
mecanismo de inhibicién de las PBP, que presenten una alta biodisponibilidad, que no presenten toxicidad

o sea minima, serfan algunos de los retos a perseguir.

Finalmente se debe prestar atencién a la cepa P. rettgeri, ya que en nuestro pais los reportes de infeccion
ocasionados por este microorganismos son los mds altos en lo que se refiere a diseminacién segin los

reportes de las diferentes instituciones competentes de salud en el territorio nacional (Rojas ef al., 2017).
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RESUMEN: El COVID-19 es la enfermedad provocada por el SARS-CoV-2, el virus que desencadend la instauracién
de medidas preventivas de confinamiento desde principios de 2020. En un inicio, se identificé a la proteina S del virus
como la “llave” que, dada su gran afinidad por el receptor ACE2, promueve la entrada al cuerpo humano. ACE2 se
encuentra expresado en diferentes tejidos, y por lo tanto, son més propensos a presentar alteraciones al estar expuestos
al virus. En el encéfalo encontramos dos regiones con ACE2 altamente expresado: 1) el bulbo olfatorio, razén por la
cual se sugiere que esto puede facilitar la entrada del virus hacia el SNC, e incluso se considera que explica la pérdida
de olfato y 2) el tallo cerebral, que resulta de especial importancia porque el complejo Pre-Botzinger se sitia embebido
en dicha estructura y regula el ritmo respiratorio mediante la coordinacién de quimiorreceptores que sensan la satura-
cién de O, y CO3, lo que da paso a un decremento en el suministro de oxigeno. Ademds, parte de las alteraciones en
el SNP se piensa que se generan a partir de la interaccion del virus con los nociceptores dando paso a sintomas como
dolor muscular y de cabeza.

PALABRAS CLAVE: SARS-CoV-2; ACE2; cerebro; nociceptores; bulbo olfatorio.

ABSTRACT: COVID-19 is the name of sickness headed by SARS-CoV-2, which gated the confinement restrictions
since March 2020. At the beginning the S protein was identified as the “key” that enhances entering human body,
due to its affinity with ACE2 receptor. ACE2 receptor is known to be expressed in a variety of tissues in a manner
in which that location increases their infection-probabilities in exposure to this virus. The brain contains two regions
where ACE2 is manly expressed: 1) The olfactory bulb which is thought to be involved in loss of smell and facilitating
entering to the Central Nervous System, on the other hand 2) the brainstem keeps imbibed the Pre-Botzinger complex,
a mediator of respiratory rhythm, showed its implications in oxygen depletion because of abnormal working of O,
and CO» sensing chemoreceptors. In concern with PNS it is considered virus-nociceptors interaction as the most likely
reason to muscular pain and headache.
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1. INTRODUCCION

Han transcurrido mds de dos afios desde que la pandemia causada por el COVID-19 nos mantuvo en con-
finamiento a nivel mundial. A la fecha se ha publicado una descomunal cantidad de estudios intentando
descifrar los mecanismos de accién del virus causante de esta enfermedad, el SARS-CoV-2 (por sus siglas
en inglés severe acute respiratory sydrome); sin embargo, atin queda una infinidad de preguntas por resol-
ver, por lo que existe un fuerte interés en cuanto a los factores causantes de los sintomas comunes durante
y posteriores al desarrollo de la enfermedad, especialmente aquellos que causan alteraciones en el Sistema
Nervioso Central (SNC).

Al igual que otros coronavirus, la infeccién primaria del SARS-CoV-2 afecta el tracto respiratorio, causan-
do ya sea una infeccién asintomdtica o bien, una variedad de sintomas que incluyen tos, fiebre, neumonia,
falla respiratoria, y parte de los sintomas que indican alteraciones a nivel neurolégico son dolor de cabeza,
confusién, depresion, desérdenes sensoriales y neuromusculares, entre otros (Spudich & Avindra, 2022). De
acuerdo con los datos presentados por la Organizacién Mundial de la Salud, hasta finales de mayo del 2022
el virus habia contagiado a mas de 527 millones de personas y producido la muerte de aproximadamente
6.2 millones en todo el mundo (World Health Organization COVID-19 Explorer, 2020).

Pero antes de profundizar més en este tema, se puntualizan las particularidades que se conocen hasta ahora
de este agente patdgeno. Se sabe que se trata de un virus cuyo material genético se compone de RNA (por
sus siglas en inglés ribonucleic acid), es decir, material genético de cadena sencilla con una extensién apro-
ximada de 26 — 35 Kilobases (Kb), y codifica para cuatro proteinas estructurales: la proteina E (por envelope
en inglés), la proteina M (por membrane en inglés), la proteina S (llamada asi por Spike protein en inglés

que a su vez hace referencia a su forma de espicula) y la proteina formadora de la nucleocédpside (N).

Es conveniente recordar a la proteina S como el caballo de Troya que daré inicio al ataque porque ademas
de ser la responsable de la estructura en forma de “corona” del virus (Esakandari et al., 2020), en diversos
estudios se ha comprobado que actia como una “llave maestra” que le permite tomar el control de la ma-
quinaria celular de sus victimas, o bien del hospedero (Baig et al., 2020; McFarland et al., 2021; Shiers et
al., 2020). Esto se debe a que estd conformada por dos subunidades: la S1 que presenta mayor afinidad al
receptor ACE2 (por sus siglas en inglés Angiotensin-converting enzyme) y la S2 que auxilia la formacion de
una invaginacién en la membrana celular tras la unién del virus a los receptores ACE2 y es ahi cuando la
misma tension de la invaginacién endocita la molécula virica. En el proceso, se fusionan ambas membranas
de manera que le es permitido el paso al material genético virico y consecuentemente inicia la replicacion
de este (Sawa & Akaike, 2022).

En pocas palabras, la proteina S se logra “camuflar” entre una de las proteinas que el cuerpo humano expresa

en condiciones normales de modo que actda tal como si se tratase de la Angiotensina 2 y logra “burlar” el
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Figura 1: Esquema del SARS-CoV-2 y su interaccién con las células del organismo huésped. En A, se representa cuan parecida
puede ser la proteina S a la Angiotensina 2, lo que convierte la primera en una llave maestra que permite al virus interactuar e
ingresar a las células huésped. En B, esquema donde se muestra que la proteina S engaiia a las células huésped al unirse

directamente con el receptor ACE2. Fuente: Elaboracién propia.

sistema al orillar a los receptores ACE2, que detectan la presencia de ésta, a unir su cerradura equivocamente
con la “llave maestra” (Figura[I]A). Lo que las células “no saben” es que este engaiio es el presagio de una
guerra, puesto que es asi como consigue instalarse e invadir el interior de las células para comenzar a formar
un ejército de SARS-CoV-2.

2. ;COMO INVADE EL SARS-COV-2 AL SNC?

El SNC es aquel que controla y regula una infinidad de funciones, que a su vez involucran la integracién
y coordinacion de funciones sistémicas, por lo que cada uno de los componentes que lo conforman debe
estar propiamente resguardado y protegido de agentes que puedan intervenir en el cumplimiento de sus fun-
ciones. Por esa razén, existe una barrera que separa parcialmente el flujo sanguineo del tejido nervioso. A
esta barrera se le conoce como Barrera Hematoencefdlica y presenta una conformacion bien estructurada a
tal grado que es capaz de frenar el avance de numerosas toxinas, bacterias y agentes viricos e incluso otras
sustancias como medicamentos de libre circulacion en el cuerpo; pero ademads, permite el paso selectivo de
moléculas esenciales hacia el cerebro para llevar a cabo diferentes procesos homeostéticos. Se compone de
cuatro tipos celulares: células endoteliales, pericitos, astrocitos —llamados asi por su forma de estrella— y
neuronas (Barichello et al., 2019), (Figura |2[)
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Figura 2: Disposicién y composicién de la barrera hematoencefélica, como se puede apreciar estd compuesta por tipos celulares
que contempla células endoteliales, pericitos, astrocitos y neuronas. Ilustracion basada en Barichello et al. (2019). Fuente:
Elaboraci6n propia.

Pese la complejidad de esta barrera, sorpresivamente se ha sugerido que ésta no basta para frenar la ruta
invasiva del SARS-CoV-2 hacia el cerebro, ya que hasta el momento, se han propuesto diferentes mecanis-
mos en los que el virus puede afectar a este érgano: en primera instancia, se piensa que la sobreexpresion
de ACE2 en células del epitelio olfativo significa un atajo hacia el cerebro y de ahi puede dar inicio a la
colonizacién hacia los tejidos que expresan el receptor blanco; en lo que respecta a la participacién de la
barrera hematoencefélica, se ha observado que su permeabilidad selectiva se ve alterada como resultado de
procesos inflamatorios lo que a su vez, permite la entrada de agentes proinflamatorios que eventualmen-
te pueden desencadenar un dafio en el tejido neuronal. Ademas, parte de los componentes celulares de la
barrera hematoencefélica (astrocitos, pericitos y algunas células endoteliales) expresan el receptor ACE2

(Alomari et al., 2020; Hernandez et al., 2021) lo que facilita la instalacién del virus en esta zona.

Otros de los mecanismos que preocupan y que pueden ser los desencadenantes de manifestaciones clinicas
que nos remiten a dafios neuronales son aquellos que amenazan el suministro de O al cerebro. Hasta el
momento se han encontrado dos por lo que es conveniente abordarlos desde puntos de vista separados: por
un lado, es sabido que uno de los sintomas caracteristicos de la enfermedad es la inflamacidén en el tejido
pulmonar y dada la liberaciéon de tormentas de citoquinas, los alvéolos pueden llegar a colapsar y quedar
inhabilitados para el intercambio gaseoso. Por otra parte, preocupa el hecho de que el receptor ACE2 se
exprese en el complejo pre-Botzinger que se localiza en el tallo cerebral y se encarga de coordinar el ritmo

respiratorio, de tal forma que regula la periodicidad de los movimientos musculares que permiten la entrada
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y correcta circulacion del aire en funcién de la informacién que reciba de los quimiorreceptores sensibles
a las concentraciones de O, y CO; circulantes en el torrente sanguineo. De manera que al verse afectada
la coordinacién entre la ritmicidad respiratoria y la demanda de O», es inevitable presentar una condicién
hipéxica, definida por una saturacién de O; en sangre por debajo de 90 % (Hernandez et al., 2021; Hill et
al., 2012).

En lo que respecta a los sintomas asociados con funciones de cognicidn, en numerosos estudios se han
percatado de que las personas con COVID-19 persistente, tienden a desarrollar problemas en la memoria de
trabajo, dificultad para encontrar palabras al hablar, complicaciones para concentrarse que pueden derivar en
confusion o neblina cerebral, entre otros (Bliddal et al., 2021; Graham et al., 2021). Es probable que parte
de estos sintomas se desarrollen como consecuencia de la degradacién de los recubrimientos de mielina, que

segun lo que sefiala Shabani (2021) se da como consecuencia de factores inflamatorios.

3. ;Y QUE SUCEDE CON EL SISTEMA NERVIOSO PERIFERICO
(SNP)?

Es bien sabido que muchos tipos de virus pueden interactuar directamente con diversos tipos de neuronas
sensoriales, ejemplos de estos pueden ser el virus de la rabia y el virus del herpes. Ademads, es conocido que
muchas infecciones por patdégenos tienden a producir dolor. Esto ha llevado a estudiar las interacciones
de diversas bacterias y virus con los nociceptores, las neuronas sensoriales encargadas de responder a
estimulos nocivos. Algunos autores sugieren que el SARS-CoV-2 puede interactuar con algunas poblaciones
de nociceptores y que dicha interaccidn podria ser la causa de los sintomas caracteristicos de la enfermedad
tales como dolor de cabeza o dolor muscular. Shiers et al. (2020) identificaron a nivel de ARNm y proteina
que existe una subpoblacién de neuronas sensoriales que expresan el receptor ACE2, dichas neuronas
ademds expresaban el gen del péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CALCA), el gen del receptor
purinérgico tipo 3 (P2RX3) y el gen del canal de sodio dependiente de voltaje 1.8 (SCN10A), lo que define
a estas neuronas como nociceptores (Shiers et al., 2020), por lo que podrian ser la puerta de entrada del
SARS-CoV-2 al SNP. Ademas, existen ciertas estrategias de propagacién en las que los nociceptores se ven

involucrados en episodios severos de la enfermedad (Graham et al., 2021; McFarland et al., 2021).

4. DOLOR Y DEBILIDAD MUSCULAR DURANTE COVID-19 (EL
SARS-COV-2 ES EL CULPABLE?

Se ha sugerido que tanto el dolor como la debilidad muscular pueden estar relacionados con la liberacion de
Interferones tipo I (Int-1), que son proteinas “de combate” que mandan las 6érdenes de ataque contra agen-
tes patégenos, en su mayoria de tipo viral. En un inicio se pensaba que el cardcter de Int-I tenia un efecto

directo sobre la funcionalidad de los nociceptores; no obstante, mas tarde se encontré que interactian entre
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si mediante “soldados de bajo rango” —-MNK1/2 (Mitogen activated protein kinase interacting)— que actian
como intermediarios entre Int-1 y nociceptores. De manera que, si los Int—1 mandan un ataque, los MNK1/2
estimulan a los nociceptores llevandolos a un estado excitado ocasionando dolor de cabeza, cuerpo cortado

y dolor en articulaciones (Khan et al., 2021).

Sin embargo, también se ha observado que este virus presenta proteinas accesorias —nsp6, nsp13, ORF3B,
ORF6- que funcionan como bloqueadores que entorpecen el combate al impedir la liberacién de los Int-1y
ante este enfrentamiento, piden refuerzos y llaman al combate a las tropas de citoquinas que, en numerosas
ocasiones son las responsables de la generacién de una respuesta hiperinflamatoria, lo que podria derivar
en un estado critico de la enfermedad (McFarland et al., 2021). También existe una segunda proteina de
combate que coordina las batallas en el tejido muscular, a ésta se le conoce como Interleucina de tipo 6 y
tal como sucede con Int-I, la Interleucina de tipo 6 desencadena la excitacion de los nociceptores lo que se
traduce en dolor muscular y coincide con ser uno de los sintomas que anuncia posibles complicaciones de
la enfermedad (Ali et al., 2021; McFarland et al., 2021).

Un aspecto que ha adquirido mayor importancia es la presencia de debilidad muscular y se sospecha
que al igual que otros coronavirus, el SARS-CoV-2 provoca una oleada de moléculas proinflamatorias
que desencadenan la degradacién de las ldminas de mielina, que son recubrimientos generados por
oligodendrocitos (en SNC) o por células de Schwann (en SNP) que facilitan la conductividad de la corriente
eléctrica. Por este motivo es sabido que, de no estar este recubrimiento en buen estado, los axones de las
neuronas que llevan las 6rdenes a los miocitos (células musculares) son propensos a presentar fugas de
energia de manera andloga en la que un cable pelado conduce poca o deficiente corriente eléctrica generando
una respuesta defectuosa que muy probablemente se puede traducir en debilidad muscular (McFarland et
al., 2021).

5. CONCLUSIONES

Ahora que se tiene un panorama mds amplio de algunas de las ticticas de ataque del SARS-CoV-2 al siste-
ma nervioso y como estos pueden afectar en procesos de neurorrecepcion, cognitivos, homeostéticos, entre
otros, es pertinente mencionar que, pese a que se estd trabajando a un ritmo acelerado en farmacos y vacunas
para combatir y tratar el COVID-19, resulta de especial importancia atender las medidas de distanciamiento,
el uso de cubrebocas asi como la promocién de la vacunacién, ya que lo mencionado en el presente escrito es
s6lo una muestra de lo que se conoce hasta el momento; sin embargo, las observaciones clinicas contindan
arrojando nuevos sintomas y secuelas derivados de la enfermedad, incluso se sospecha que las personas que
han contraido la enfermedad pueden adquirir mayor vulnerabilidad a desarrollar enfermedades neurodege-
nerativas como Parkinson o Alzheimer (Spudich & Avindra, 2022), pero atn existe un panorama incierto al

respecto al considerar el amplio repertorio de sintomas asociado a las diferentes variantes.
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Asi mismo, conviene hacer hincapié en que la comprension de las estrategias de infeccién del SARS-CoV-2
demanda un enfoque integral que requiere atencién en diferentes factores de riesgo a nivel poblacional en

funcién de condiciones ambientales, genéticas e incluso, socioeconémicas.
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RESUMEN: Se reportan los resultados a 0 K de la magnetizacién de un sistema geométrico de Fe, en forma de
nano-disco de 3.14 nm de espesor (¢), con didmetros, interno, d = 28.26 nm y externo D = 200.96 nm, en funcién
de un campo magnético externo, en el rango H = 200 mT, aplicado sobre uno de los ejes de facil magnetizacién
(x), bajo condiciones de frontera libres. El estudio se realizé a partir de una simulacién computacional, utilizando el
programa micromagnético Ubermag; que utiliza el paquete OOMMEF y el método de diferencias finitas, con un tamafio
de celda, ¢ = 1.57 nm. Los resultados muestran ciclos de histéresis abiertos con campos coercitivos (H,) bien defini-
dos, en donde, ademads, se observan escalones que se asocian a campos de nucleacién (H,) y aniquilacién (H,) que
se corresponden a la formacion y desapariciéon de dominios magnéticos. En cuanto, a las configuraciones magnéticas,
se aprecia la generacion de dominios y paredes de dominio magnético, en algunos casos de tipo Néel. Por tltimo, los
graficos de energias muestran un paisaje complejo en funcién del campo, en donde las energias desmagnetizante (Ey),
intercambio (E,,), anisotropia (Ex) y Zeeman (Ez), compiten entre si. Tal complejidad estd asociada a la geometria,
el tamafio del sistema, y al sentido del campo magnético externo aplicado.

PALABRAS CLAVE: Nano-disco; ubermag; diferencias finitas; histéresis.

ABSTRACT: We report the results at 0 K of the magnetization of a geometrical system of Fe, in the form of a 3.14
nm thick nano-disk (¢), with diameters, internal, d = 28.26 nm and external D = 200.96 nm, as a function of an ex-
ternal magnetic field, in the range H = +200 mT, applied on one of the axes of easy magnetization (x), under free
boundary conditions. The study was carried out on the basis of a computational simulation using the micromagnetic
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program Ubermag; which uses the OOMMEF package and the finite difference method, with a cell size, ¢ = 1.57 nm.
The results show open hysteresis loop with well-defined coercive fields (H.), where in addition steps are observed that
are associated with nucleation (H,,) and annihilation (H,) fields that correspond to the formation and disappearance
of magnetic domains. As for the magnetic configurations, the generation of domains and magnetic domain walls, in
some cases of Néel type, is appreciated. Finally, the energy plots show a complex landscape as a function of the field,
where demagnetizing (E;), exchange (E,y), anisotropy (Ex) and Zeeman (Ez) energies compete with each other. Such
complexity is associated with the geometry, the size of the system, and the direction of the applied external magnetic
field.

KEYWORDS: Nano-disk; ubermag; finite differences; hysteresis.

1. INTRODUCCION

Durante las tltimas tres décadas la ciencia y la tecnologia tuvieron un gran avance. Parte de éste se debi6
a la incursion de las tierras raras (TR) (Porcher et al., 2000), en la industria, asi como también al desa-
rrollo computacional, lo que permitié la creacidn de dispositivos eficaces a escala micrométrica (Ortega et
al., 2011), dando paso a la miniaturizacion, en donde la geometria y el tamafio juegan un papel importante
en la determinacion de las propiedades fisicas de un material (Guillem, 2018). Actualmente, los grupos de
investigacion de diversas universidades y compaififas buscan optimizar tiempos y costos en la fabricacién de
esta clase de insumos para la industria (Monteblanco et al., 2017), razén por la cual se ha implementado el
estudio micromagnético a nivel computacional, llegando a obtener resultados con lujo de detalles a través de
simulaciones en un orden de magnitud inaccesible para la parte experimental (Vigo, 2018). Asi por ejemplo,
en funcién de diversos pardmetros, se puede determinar cémo es la dindmica de la magnetizacién de un
material especifico, observando distintos estados magnéticos acompaiiados de la formacién de dominios y
paredes de dominio magnético (Sudrez et al., 2015). Ademds, durante los procesos de magnetizacién, es
posible apreciar la competicion de las diversas energias que componen el Hamiltoniano del sistema, como
son: la energia de intercambio (E,,) de corto alcance que intenta acoplar los momentos magnéticos a nivel
local, la energia desmagnetizante (E;), la responsable de generar los dominios magnéticos, la energia de
anisotropia (Ex) que direcciona los momentos magnéticos sobre los ejes de facil magnetizacion y finalmen-
te; la energia Zeeman (Ez) que intenta alinear los momentos magnéticos con el campo magnético externo
aplicado (Blanco-Roldén, 2017).

Sin embargo, en la literatura, no se ha profundizado en los paisajes de estas energias en funcién de un
campo magnético aplicado; el objetivo de este trabajo es contribuir a la comprension de los mecanismos de
magnetizacion e inversion de la magnetizacién de un nano-disco de hierro, asi mismo, entender el rol que

juegan las distintas energias que integran el Hamiltoniano del sistema en dichos procesos.
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2. MODELO Y ASPECTOS METODOLOGICOS

Se consider6 un sistema geométrico de Fe, en forma de nano-disco de 3.14 nm de espesor (¢), con didme-
tros, interno, d = 28.26 nm y externo D = 200.96 nm. Los pardmetros de entrada del Fe, mostrados en la
Tabla ] corresponden al hierro en “bulk” , y como primera aproximacién se han tomado iguales para nues-
tro estudio, a pesar de las dimensiones de nuestro sistema, dado que se estd en el rango de las decenas de
nandémetros, incluso por encima de los 100 nm en el caso del didmetro externo, lo que permite considerar

una aproximacion al continuo con pardmetros similares a los del bulk.

Se partié de un estado aleatorio de magnetizacion, donde los momentos magnéticos no tienen una orienta-
cion privilegiada; seguidamente, se aplicé un campo magnético externo, H = £200 mT (paso de 5 mT) en
direccion x, coincidiendo con uno de los ejes de facil magnetizacion que posee el hierro [1,0,0]; en cuanto,
al tiempo transcurrido entre una iteraciéon y la siguiente se fij6é en 0.5 ns, que es el tiempo de integracion
de la ecuacion (2)). Este tiempo debe ser lo suficientemente pequefio para permitir variaciones graduales y
continuas del vector magnetizacion en cada celda, lo que permite alcanzar una variacién minima entre el

angulo formado por momentos magnéticos entre dos posiciones adyacentes.

La simulacién micromagnética se realizé utilizando el programa Ubermag que usa el software Object Orien-
ted Micromagnetic Framework (OOMMEF) desarrollado por el National Institute of Standars and Techno-
logy (NIST), (Donahue, 1999). Asi mismo, se us6 el método de diferencias finitas (Figura , a través
del cual la muestra es dividida en pequefias celdas cubicas unitarias idénticas en forma de paralelepipedo
(Ledesma, 2015).

El tamafo de la celda de discretizacién se fijé en 1.57 nm, magnitud mds pequefia que la longitud de
intercambio (Abo et al., 2013), dada por:

lox = \/2A/ (uoM?) = 3.4nm (1)

Tabla 1: Pardmetros fisicos de entrada para Fe, Hahn(2019).

Propiedad Valor
Constante de anisotropia (K;) 48 kJ/m?
Tipo de anisotropia Cubica
Planos cristalinos [100]/[010]
Constante de rigidez (A,) 21 pJ/m
Constante de amortiguamiento () 1.00
Magnetizacién de saturacién (Ms) 1.70 MA/m
Celda de discretizacién 1.57 nm
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Figura 1: Nano-disco de Fe con didmetro interno (d), externo (D) y espesor (¢). Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 2: Método de diferencias finitas. Fuente: Elaboracién propia.

donde up es la permeabilidad del espacio libre (Sudrez et al., 2015). En cuanto, a la dindmica de la
magnetizacion, esta se resuelve a partir de la ecuacién diferencial de Landau-Lifshitz-Gilbert (Ecuacién
[2) (Lakshmanan et al., 2011), dada por:

dm

=—'Yo(m><Heff)—|-(X<mX —>, (2)
—_——— dt

amortiguamiento

dm
dt

precesion

en donde la precesién del vector magnetizacién (m) alrededor del campo efectivo (H,yy) , estd representado
por el primer término de esta ecuacidn; mientras el segundo describe la disipacién de éste hasta alcanzar el
equilibrio (Figura , ademds, Yo = poY = 2.2 x 10°mA~ s, es la raz6n giromagnética y o es la constante
de amortiguamiento de Gilbert.

En cuanto al campo efectivo, estd dado por:

L 1 dw(m)
eff = oM, dm 3)
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Figura 3: Representacion gréfica de la ecuacidn de Landau - Lifshitz - Gilbert (LLG). Fuente: Elaboracién propia.

siendo w(m) el funcional de densidad de energia del sistema, y estd determinado a través de:
w(m):w1+wz+W3+...:Zw,~(m). 4)
i=1

Integrando sobre el volumen total de la muestra, se obtiene:
Em] = / w(m)dV. 5)
A su vez, el Hamiltoniano del sistema viene dado por:

H=—Am-V’m—K[(m-u;)*(m-u)? + (m-uy)*(m-u3)*+

1
(mu3)*(m-w;)?] = S poMom - Hy — poMsm - H. (6)

El primer término es la energia de intercambio (E,.), donde A es la constante de rigidez, el segundo
corresponde a la energia de anisotropia ciibica (Ex), K es la constante de anisotropia, de igual forma, el
tercero representa la energia de desmagnetizacion (E,), siendo Mj, la saturacion del sistema, en donde el
campo desmagnetizante (H;) se genera gracias a la formacion de cargas magnéticas libres en la superficie de
la muestra y el dltimo término es la energia Zeeman (Ez), donde H representa el campo magnético externo

aplicado a lo largo del eje de facil magnetizacion (x), en direcciones [1,0,0] y [—1,0,0], respectivamente.

3. RESULTADOS

La Figura[d muestra el ciclo de histéresis, donde, se evidencia en cada una de las ramas (negra para la rama
de campo decreciente y azul para la rama de campo ascendente), tres campos criticos: (a) uno de nucleacién
(H,), también conocido como campo de inversién de la magnetizacién, fuertemente ligado a la geometria y
el tamafo del material estudiado, se caracteriza por la variacién abrupta de la magnetizacién acompaiiada

de un movimiento rdpido de las paredes de dominio, para el cual ocurre una reorganizacién de las mismas;
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Figura 4: Ciclo de histéresis de un nano-disco de Fe, obtenido con Ubermag. a) Primer campo de nucleacién (H,). b) Campo
coercitivo (H.). ¢) Segundo campo de nucleacién (H,) y d) Campo de aniquilacién total (H,). Los puntos negros corren a lo largo
de la rama de campo descente del ciclo de histéresis empezando enH = +200mT, mientras que los puntos azules corren a lo largo

de la rama de campo ascendente del ciclo de histéresis empezando en H = —200mT . Fuente: Elaboracién propia.

este campo estd asociado a tres dominios magnéticos (Figura [5t); (b) otro coercitivo (H,); (c) uno mds de
nucleacién (H,), acompaiiado de dos dominios magnéticos (Figura[6p) y (d) uno total de aniquilacién (H,).
Por su parte la Figura [5] presenta las configuraciones magnéticas, donde al hacer un recorrido de derecha a
izquierda por la rama superior representada por los circulos negros, se encuentra un primer estado de satu-
racion (M), a partir de los 200 mT (Figura[5|a), donde aunque la mayor parte de los momentos magnéticos
apuntan en la misma direccidn, tanto del campo magnético externo aplicado, como de uno de los ejes de
facil magnetizacion [1,0,0], también, se pueden observar en los bordes de la muestra paredes de dominio y
momentos magnéticos con componentes fuera del plano, (Gélvez et al., 2019). Siguiendo el recorrido, en el
estado de remanencia (M, ), se encuentra un comportamiento similar al anterior, sin embargo, se nota un pe-
quefio crecimiento hacia el centro de las paredes de dominio magnético (Figura[5|b). A partir de este punto,
el campo magnético externo es aplicado de forma contraria a la orientacion inicial, coincidiendo con una de
las direcciones de facil magnetizacién [—1,0,0]. Lo que genera un primer campo de nucleacién (H,) (Ortega
etal.,2011), dando inicio al proceso de inversién de la magnetizacién mediante la rotacion de los momentos
magnéticos (Figura[5|c). Como consecuencia, se observan tres dominios magnéticos separados por paredes
de dominio magnético: 1) en la parte izquierda, los momentos magnéticos se orientan con componentes
fuera del plano (x,y) en la direccién (+z). 2) en la parte derecha, nuevamente se tiene una orientacién con
componentes fuera del plano (x,y), pero, esta vez en direccién (—z). 3) por ultimo, se tiene una regiéon media
entre estas dos regiones, en la cual los momentos magnéticos se orientan de manera coplanar al plano (x,y),
lo que genera paredes de dominio magnético entre estos tres estados magnéticos. Siguiendo el recorrido

hasta un valor cercano al campo coercitivo (H,) (Figura|5|d), se observa como la mayor parte de los domi-
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nios magnéticos hacen parte de dos grandes regiones antiparalelas, formando dominios magnéticos que se

encuentran separados por una pared de dominio magnético del tipo Néel, (Monteblanco et al., 2010).
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Figura 5: Graficos de magnetizacién de un nano-disco de Fe en presencia de un campo magnético externo aplicado de: a) H = 200
mT,b) H=0mT, c) H=—10mT y d) H = —50 mT. Fuente: Elaboracién propia.

Al continuar con el trayecto a través del ciclo de histéresis, se ve como estas dos subregiones empiezan
a desvanecerse, a costa del crecimiento de aquellos dominios magnéticos que se encuentran en un sentido
similar al campo magnético externo aplicado (Figura [f]a). Esto provoca que los momentos magnéticos se
orienten de forma coplanar al plano (x,y); asimismo, se aprecia el crecimiento de estos dominios magnéticos
desde los extremos hacia el centro de la muestra, reduciendo la cantidad de paredes de dominio magnético

(Figura|§| b); para finalizar, el recorrido, se encuentra un segundo campo de nucleacién, donde los domi-
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nios magnéticos crecen (Figura [0 c), lo que permite la inversién total de la mayor parte de los momentos
magnéticos agrupados en un gran dominio magnético orientado en el sentido del campo magnético externo
aplicado (Figura[6]d), en un nuevo estado de saturacién (—M,) pero, al igual que lo sucedido en el estado de
saturacion inicial (M;), también se observan paredes de dominio y momentos magnéticos que apuntan fuera

del plano en direccién (£z), en los bordes de la muestra (Guillem, 2018).
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Figura 6: Gréficos de magnetizacién de un nano-disco de Fe en presencia de un campo magnético externo aplicado de: a)
H=—-80mT,b) H=—120mT, ¢c) H = —135 mT y d) H = —200 mT. Fuente: Elaboracién propia.

De forma general, se puede apreciar que, en los dos estados magnéticos de saturaciéon, =M, (Figura[5|a y

Figura[6id), asi, como en el estado magnético de remanencia M, (Figura[5|b), se presentan comportamientos

magnéticos diferentes tanto, en los bordes como en el centro, respecto al resto de la muestra. Basicamente la
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Figura 7: Gréficos de energias de un nano-disco de Fe en presencia de un campo magnético externo aplicado:
a) Energia de anisotropia (Ex), b) Energia desmagnetizante (E;), ¢) Energia de intercambio (E,,) y d) Energia Zeeman (Ez). Los
puntos negros corren a lo largo de la rama de campo descente del ciclo de histéresis empezando en H = +200 mT, mientras que
los puntos azules corren a lo largo de la rama de campo ascendente del ciclo de histéresis empezando en H = —200 mT. Fuente:
Elaboracién propia.
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razon de este fendmeno se debe al menor nimero de coordinacién que tienen las celdas de discretizaciéon en
los bordes y por tanto menor nimero de enlaces ferromagnéticos con las celdas vecinas, lo que aumenta el
nimero de grados de libertad para estos momentos magnéticos y permite que éstas sean regiones altamente

influenciables o susceptibles (magnéticamente) a las otras energias presentes en el Hamiltoniano.

La Figura[/| muestra los graficos de energia, en donde al hacer un recorrido similar al anterior, se tiene un
primer estado de saturacién (M), para un valor de H = 200 mT, donde la mayor parte de los momentos
magnéticos se encuentran paralelos entre si, y apuntando en el sentido del campo magnético externo apli-
cado, lo que conduce a que las energias de intercambio (E,,) y Zeeman (Ez) presenten un minimo absoluto,
no obstante, en los bordes y en el centro de la muestra se contemplan tanto, paredes como dominios mag-
néticos en donde los momentos magnéticos se orientan con componentes fuera del plano (x,y) en sentido
(£2), provocando que la energia de anisotropia (Ex) muestre un valor maximo absoluto, ya que no todos los
momentos magnéticos se encuentran orientados sobre el eje de facil magnetizacién en direccién [1,0,0], por
el contrario, la energia desmagnetizante (E;) logra un valor minimo relativo. Una vez se alcanza el estado
de remanencia a campo cero (M,), se observa un estado magnético similar al de saturacioén (Mj); en donde
se nota una pequefia disminucién de las energias de desmagnetizacién (E,), y de anisotropia (E), debido al
crecimiento de las paredes de dominio magnético; en cuanto, a la energia de intercambio (E,,), ésta se man-
tuvo constante, ya que al ser una energia de corto alcance, no se ve afectada por este pequeifio crecimiento de
las paredes de dominio magnético, caso contrario, a lo sucedido con la energia Zeeman (Ez) que alcanz6 un
madximo relativo. Al aplicar el campo magnético de forma inversa, en la direccién [—1,0,0] y cuando H =
~ —10 mT, se genera un campo de nucleacion (H,), en donde los momentos magnéticos hacen parte de tres
(3) dominios magnéticos separados por paredes de dominio, dando lugar al inicio del proceso de inversion
de la magnetizacion, a través del crecimiento de dominios y paredes de dominio magnético, lo que conduce
a la disminucién de las energias de desmagnetizacion (E;) y de anisotropia (Ex); por su parte, las energias
Zeeman (E7) y de intercambio (E,y) presentan una variaciéon minima. Siguiendo el recorrido a través del
campo de nucleacion (H,) hasta los ~ —50 mT, se observa un paisaje de energias bastante complejo con
estados magnéticos diferentes, ademds, con momentos magnéticos orientados de manera coplanar, como
también, entrando y saliendo del plano (x,y), lo que permite que la energia de anisotropia (Ex) alcance su
minimo valor, debido a la orientacidon de los momentos magnéticos sobre las seis (6) direcciones posibles de
los tres (3) ejes de facil magnetizacion (x,y,z), para luego salir de este estado y empezar aumentar su mag-
nitud por debajo de los 90 mT donde ocurre el segundo campo de nucleacién (H,) y el cual corresponde a la
transicién de un estado de tres momentos a uno de dos momentos magnéticos. Por su parte, la energia Zee-
man (Ez) alcanza su mdximo valor para luego empezar a disminuir, mientras se tiene un pequeflo aumento
de las energfas de intercambio (E,,) y desmagnetizante (E;). Siguiendo a través del campo de nucleacion se
observa que hasta valores de H =~ —90 mT, la energia de anisotropia (Ex) logra su estado de equilibrio,
de forma similar la energia Zeeman (E7) presenta una pequefia reduccion, caso contrario sucede con las
energias de intercambio (E,,) y desmagnetizante (E;) que sefialan claramente una tendencia al aumento en

sus valores.
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Para valores de H =~ —135 mT, la tendencia en cuanto al comportamiento de las energias de intercambio
(E.y) y de anisotropia (Ex) se mantiene igual, alcanzando sus maximos valores. Con respecto a la energia
dipolar (E;) ésta alcanza un valor cercano al mdximo, contrario sucede con la energia Zeeman (Ez) que
alcanza un minimo relativo. A partir de este punto y hasta alcanzar el nuevo estado de saturacion (—Ms),
en H = —200 mT, la energia desmagnetizante (E;) presenta un pequefio aumento, a su vez, la energia
de anisotropia (Ex) logra su maximo valor; sin embargo, debido a que en este estado la mayor parte de
momentos magnéticos se encuentran orientados con el campo magnético externo aplicado se favorece un
estado de equilibrio tanto para la energia Zeeman (Ez), como para la energia de intercambio (E,,), las cuales

de nuevo alcanzan su minimo valor.

4. CONCLUSIONES

La dindmica de la magnetizacién de un sistema geométrico de Fe, en forma de nano-disco de 3.14 nm
de espesor (), con didmetros, interno, d = 28.26 nm y externo D = 200.96 nm, en funcién de un campo
magnético externo de H = 200 mT aplicado en direccién del eje (x), mostré un paisaje complejo de
energias, en donde, a pesar que las energias Zeeman (E) y de intercambio (E,y) resultaron ser de un orden
mayor de magnitud que las energias de anisotropia (Ex) y desmagnetizante (E,), se observé una competencia
directa entre estas cuatro (4) clases de energia, lo que result6é en la formaciéon de dominios y paredes de
dominio magnético, en algunos casos de tipo Néel y con transiciones bien marcadas de estados de tres
dominios a dos dominios magnéticos. Asimismo, se originaron campos de nucleacién (H,) y aniquilacion
(H,) durante el proceso de inversion de la magnetizacién, lo que condujo a la fluctuacién de algunas energias,
acompafiadas de momentos magnéticos con componentes orientados tanto de forma coplanar, como fuera

del plano (x,y) en la direccién (£z).
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