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RESENA ANALITICA

Bioseguridad y microorganismos modificados

genéticamente
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RESUMEN. Se presentan los principies basicos de 1a Bioseguridad en rela-
cién con la manipulacién de microorganismos modificades genéticamente
{MMGQG) haciendo énfasis en los riesgos para el medio ambiente, asi comola
manera de abordarlos y tratarios. Esta resefia abarca diferentes {ipes de
microorganismos de importancia para la agricultura y el hombre, a este ul-
timg, relacionados directa o indirectamente. La evaluacidon caso por caso ¥
paso por paso, es la piedra angular del enfrentamiento de estos riesgos gue
no pueden ser ignorados aun cuando en el laboratorio y en liberaciones
controiadas no se mucstren reacciones adversas. El riesgo al manipular ¥
utilizar los MMG existe, como también los mecanismos para evaluarlos,
evitarlos o reducirios. Consideraciones similares de valoracién de riesgo,
evaluacidn, contencién fisica, bioldgica y mitigacién, se tienen con otros
microorganismos no modificados genéticamente, igualmenie aplicables a
los MMG en el cuidado y preservacién del medio ambiente. El répido ¥ cre-
ciente desarrollo de la industria biotecnoldgica en Cuba, la investigacidn,
el desarrolio v el potencial uso de esos agentes biologicos, justifican el tra-
tamiento cada vez mas profundo de estos temas actuales. El irabajo esta
dirigido a los investigadores y directivos que en cualquier lugar y a cada
momento licnen gue tomar decisiones, y tiene el propésito de mantener la
alerta sobre las implicaciones o consecuencias que pueden traer las modifi-
caciones genéticas de los microorganismos al ponerse en contacto con los
diferentes elementos del medio ambiente si no se aplican los principios de
la bioseguridad, teniende en cuenta gue las decisiones de hoy son la tran-
guilidad del manana.

ABSTRACT. Basic biosafety principles are presenied in connection with
the manipulation of genetically modified microorganisms (GMM), empha-
sizing in environmental risks, their assessment and treatment. This review
is about different kinds of microorganisms concerning agriculture and hu-
man health with direct or indirect relationship. A case-by-case approach
and -step-by step evaluation is the keystone to face these risks that can'tbe
minimized even when at the laboratory level and controlled releases, ad-
verse reactions are not seen. The risks in the manipulation and use of GMM
exist as well as the mechanism to evaluate, avoid or reduce them. Similar
considerations about risk assessment, evaluation, physical and biological
contention and mitigation are taken into account with other non-geneti-
cally modified microorganisms that is, many of those working tools in care
and preservation of the environment are used as well. The fast and growing
development of the Cuban biotechnology industry, the research-develop-
ment and potential use of biclogical agents above mentioned, justify a deep
and also growing follow-up of these current issues. This article is dedicated
to researchers and managers who have 1o make decisions at all levels and
to keep them glert about the consequences or implications that can be
brought about with these modifications and the use of such a kind of mi-
croorganisms taking into account those biosafety principles. Current deci-
sions are the future safety and welfare.

INTRODUCCION

La bioseguridad, disciplina gue
aparece como respuesta al creciente
nimero de infecciones adquiridas
en el laboratorio y a los riesgos en la
manipulacién cada vez mayor de los
microorganismos y dentro de ellos
los patégenos conocidos ¥ potencia-
les, tiene su campd de aplicacién
mas reciente tarnbién en los micro-
organismos modificados genética-
mente (MMG).

Si se define bioseguridad ¢omo
el conjunto de medidas técnico-in-
genieras vy cientifico- organizativas
encaminadas a proteger por una par-
te al trabajador del laboratoric que
estd en contacto directo o indirecta-
mente con los microorganismos y
por otra al medio ambiente y la ¢co-
munidad, a ninguna de estas cate-
gorias de proteccion escapan los ries-
gos que se enfrentan con los MMG.
El trabajo esta dirigido a los investi-
gadores y directivos que toman de-
cisiones, con el propodsite de mante-
ner la alerta sobre las imnplicaciones
¢ consecuencias que pueden iraer
las modificaciones genéticas de los
rnicroorganismos {mo) al ponerse en
contacto con los diferentes elemen-
tos del medio ambiente si no se apli-
can los principios de la bioseguridad,
teniende en cuenta gue las decisio-
nes de hoy sen la tranquilidad del
manana.

MICROORGANISMO MODIFICA-
DO GENETICAMENTE

Un microorganismo meodificado
genéticamente es aguel cuya estrue-
tura genética original ha sido altera-
da artificialmente por técnicas de
biologia molecular ¥ su genoma que
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shora cuenta con un segmento de
ADN foraneo, es muy poco probable
encontrarle en la naturaleza,
El ohjetivo de esta modificacion
se dirigira a mejorar caracteristicas
existentes del mo ¢ a introducirie
nuevas funciones. Esto ocurre al ais-
lar genes y transferirlos en su esta-
do funcional al mo gue ge va a mo-
dificar mediantie un vector apropia-
do.t?
Quicre decir que se debe tener:
x Los genes aislados (que codifican
para producit una proteina, una
toxina, una hormona).

= Un vector (plasmidios, virus) en
los gue se inserta el gen aislado.
Este vector se introduce en una
célula bacteriana a la que pasa su
informacién penética integrando-
se a su genoma, la bacteria enton-
ces expresa el gen, obteniéndose
el producto o el efecto deseado.

m Un hospedero (1a bacteria a modi-
ficar, descrita anteriormente).

La relacidn de ios tres elementos
antes vistos apoyados por la mani-
pulacién del hombre traen consigo
la obtencién de los microorganismos
transgénicos a partir de los existen-
fes, pero con nuevas caracteristicas
o las existentes mejoradas cuyo
gencma no $& encuentra en la natu-
raleza pero que pudiera llegar a ella
v estabiecerse, incluso en otras es-
pecies y géneros, constituyendo en
esie caso, un riesgo ecologico gue
puede actuar directa o indirectamen-
te en la salud humana, animsl o de
las plantas.! 24

PERSISTENCIA Y SUPERVIVEN-
CIA DE LOS MMG

En )a mayoria de los casos, los
MMG tienen desventgjas con el res-
to para su supervivencia y compe-
tenicia debido a ta carga metabdlica
asociada con el hecho de portar y
expresar funciones adicionales (ma-
terial genético fordnec introducido).!
No obstante, algunas manipulacio-
nes pueden traer consigo el aumen-
to de la capacidad de sobrevivencia
¥y persistencia en competencia con
otros organismos, asi ocurre al intro-
ducir 1a capacidad para sumentar el
metabolismo de un substirato o para
aumentar la tolerancia a factores fi-
sicos como el frio ¢ la resistencia a
antibidticos.

Los factores del medio ambien-
te gue pueden afectar la persisten-
cia, estabilidad y expresién de los
MMG, incluyen:

n El tipo de suelo.

= La disponibilidad de nutrimentos
¥ humedad.

a El pH ¥ la temperaiura.

= Los inhibidores guimicos.
m Los aspectos biocldgicos (compe-
tencia, depredadores, eic.}.

Las comunidades de microorga-
nismos establecidas resisten la co-
lonizacién de otros en su nicho eco-
légico.

Varios factores adicionales pue-
den favorecer la supervivencia y
dispersién de los MMG'* tales
como!

Los vectores mecanicos (insec-
tos, animales).

Las corrientes de aire y las llu-
vias.

Estos factores y otros potencia-
les, hacen dificil controlar la disper-
sién en situacion de campo (libera-
¢ign deliberada} e inciuso en libera-
clones controladas deben tenerse en
cuenta.!?

Las etapas finales de las evalua-
ciones de riesgo vy la consiguiente
gestion del riesgo iendran en cuen-
ta, en conjunto, todos estos elemen-
tos para la toma de decisiones de las
autoridades competentes en la auto-
rizacién de las liberaciones y aplica-
ci6n de los MMG.

Las consecuencias de los posi-
bles escapes o dispersiones no pue-
den ser calculadas con todo rigor y
pueden ser no discernibles, de poca
importancla o causar dafnos severos
en el equilibrio ecolégico. Fl hombre
puede estar amenazado también de
forma directa y la modificacién
genética al microorganisma o a sus
productos pueden afectar la salud y
la seguridad de la comunidad. En el
proceso de investigacidn y otras eta-
pas, en la manipulacién propiamen-
te dicha, pueden existir riesgos po-
tenciales, asi como en las aplicacic-
nes en grandes voltimenes donde
puedan actuar indirectamente como
alérgenos o directamente causando
enfermedades. 48101

La supervivencia y persistencia
se logra fundamentalmente con nue-
vas capacidades introducidas que le
permiten al MMG la competencia
ventajosa con el resto.!

En el casc que un MMG sea pa-
i6geno al hombre o los animales
pueden desencadenarse epidemias
que le garanticen su persistencia.
Hasta hoy, l2 utilidad de estos se en-
cuentra en el campo de la agricultu-
ra como biofertilizantes y bioplagui-
cidas y en otros campos como la ali-
mentacion y la salud humanas.' 34

Por otra parte, mecanismos gené-
ticos naturales queintervienen en la
transferencia de genes en la bacte-
ria pueden contribuir a la supervi-
vencia y persistencia de los MMGen
el ambiente.'* Estos mecanismos

son: la conjugacion, la transduccién
v la transformacion.

Hay evidencias de gue la trans-
ferencia genética por conjugacidn
puede ocurrir en el suelo g pesar de
todas las barreras fisiolégicas y del
medio ambiente. Exisie ademas po-
tencial para la geurrencia de trans-
formacidn v la transduceién ocurre
en un nmimero significativo de bac-
terias y bacteriéfagos en el medio
ambiente de manera que puede exis-
tir el intercambio genéiico enire es-
pecies o géneros, siendo muy dificil
evaluar su significacion.!

Laresistenciaa aniibidticosse ha
utilizado ampliamente como marca-
dor de algunos MMG junto a otros
insertos, en esie caso, durante su
presencia en el medic ambiente pu-
diera oeurrir una transferencia de
resistencia antibibtica a otros
patdégenos, lo cual incrementaria su
patogenicidad. Procesos similares
han ocurrido de forma natural en la
luz intestinal entre enterobacterias
y en medios acuaticos entre bacte-
rias de la especie V cholerae ¥ que
ha ayudado a Ia persistencia de una
caracteristica indeseabie,

La mayor importancia de los
MMG radiea en sus virtudes y utili-
dades que se expresan en la agricul-
tura, 1a industrias alimentaria y far-
macéutica, la obtencién de medios
de diagndsticoy otras {Tabla 1),2104

Por oira parte, Iz modificacion
genética de un agente bicldgico con
fines hostiles para su utilizacién
como arma bioldgica, es repudiado
y prohibido por tratados internacio-
nales y no deja de seguir siendo pre-
ocupacién en circulos cientificos v
gubernamentales.1#17

Entre los agentes biolégicos con
caracteristicas deseables estin los
bioplaguicidas, los cuales tienen ia
funcion de control de las plagas por
los mecanismos antes vistos. Mu-
chos se han seleccionado o fratado
getiéticamente para lograr su persis-
tencia en la naturaleza, pudiéndose
aplicar en grandes volimenes y am-
plias regiones. Esto implica no obs-
tante, que pueden transmitiresa in-
formacidn genética a otras especies
¥y géneros haciéndose dificil evaluar
el comportamiento de éstos, consti-
tuyendo un riesgo ecolégico. Existen
cuatro elementos fundamentales
para valorar los posibles riesgos del
estudio y liberacién de los biopesti-
cidas en general y los MMG en par-
ticular:

Andlisis general

a Objetivos que se persiguen.
a Beneficios y costos.




Revista CENIC Ciencias Biolégicas, Vol. 31, No. 3, 2000.

w Riesgos.

m Factibilidad.

m Existenicia de infraestructura de
mstalaciones ¥ recursos humanos.

u Justificacidn,

Caracteristicas del microorganis-
mo donante y del receptor

a) Caracterizacion del mo donantey del
receptor (Ubicacidn taxondmica, ca-
racterizacioén bioquimica e inmu-
noldgica, genética ¢ inocuidad).

bj Resistencia a condiciones am-
bientales adversas, a desinfectan-
tes, antibidticos y otros factores.

¢} Intercambio genético (ocurrencia
de transduceion, conjugacién o
transformacidn en el laboratorio
o en el medio ambiente).

Informacién para la insercion del
material genético

m Tipo de material, fuente vy funcio-
nes.

r :Comosecobtuvoel material? {Como
se identificd y aisl6? iCoémo se pre-
tende insertar?

s Identificacién del vector y del si-
tio de insercidn.

m Ubicaci6n, cantidad y estabilidad
del gen insertado.

» Cualguier dato que ofrezca infor-
maeion acerca de sobreviveneia,
persistencia, multiplicacién y di-
seminacion.

Posible repercusion en el medio
ambiente

Informacidn sobre todos los com-
ponentes:
u Del organismo.
x De] ensayo.
1 De las medidas de seguimiento,
identificacién y de mitigacién.
Los elementos I ¥ II son en su
fundamento validos para otros mo
en la valoracién y gestidn riesgo.
En general, puede decirse como
regla que si ninguno de los compo-

nentes de la manipulacién genética
presenta riesgos conoceidos y ningu-
no puede predecirse de la combina-
cidén, entonces no se necesitan res-
tricciones para el posible riesgo bio-
l6gico mis alld de las necesarias para
los componentes de la manipula-
cién_l,ls

La mayoria de las investigacio-
nes con ADN recombinante sola-
mente tienen una posibilidad remo-
ta de crear un riesgo {en el laborato-
rio ¥ en liberaciones controladas)
debido a gue, el ADN transferido, el
vector v el hospederc son todos
inocuos.! Es decir, si el mo receptor
propiamente dicho es del grupo ries-
go I 6 II, se aplicardn en el trabajo
niveles de bioseguridad (NBS)162;
si el mo es de grupos superiores, 1o
cual es muy poco probable, entonces
se aplicard contencién fisica y prin-
cipios operacionales de esos niveles
{NBS 3 6 4). Es menesier tener en
cuenta, ademas, si el gen donado es
capaz de expresar un factor de viru-
lencia en el receptor, como pudiera
ser una {oxina, entonces se tendré
en cuenta ese riesgo, ublcandolo en
el grupo correspondiente del mo que
produce la toxina.

Existen diferentes clasificacio-
nes de los mo en grupos de riesgo,
as{ como de los tipos de laberatorio,
el denominador comtn es clasificar
en orden creciente ¢ decreciente el
peligro que representan éstos para
el personal que los manipula poruna
parte y el riesgo que representan
para la comunidad o el medio am-
biente {0 para ambos) por otra y en
consecuencia ubicarios en una ins-
talacién o laboratorio cuyas condi-
ciones de contencion fisica y de prac-
ticas de seguridad sean apropiadas
para el riesgo que se enfrenta. Unmo
ubicado en un grupo de riesgo 11 se
trabaja en un NBS II o Laboraterio
Bisico, otro del Grupo de Riesgo I,

Tabla 1. Algunos microorganismos modificados genéticamente (MMG) y su

utilidad.
MMG Utilidad Mecanismos
E coli Obtencién de insulina,  Expresion del gen insertado

interferones, hormonas
de crecimiento.

que codifica para los anterio-
res productos.

B. thuringiensis

Control de plagas

Inhibicidn del crecimiento

E. popillice en la agricultura. ¥ la reproduceion o provocan
la muerte inmediata.
Rizobia y Mycorrhizas Incremento en las co- Fijacién de nitrégeno,
sechas y regeneracion captura de fosfatos
del suelo, ¥ micronutrimentos.
Levaduras Obtencidn de antigenos  Expresién del gen insertado

{Virus de Inmunodefi-
ciencia Humana, hepa-

titis)

que codifica para dichos
antigenos.

6 grandes volGmenes de algunos del
Grupo Il seirabajan enun NBS3o
BL3_E.18.-20

Es importante tener en cuenta
que la valoracidn del riesgo comien-
za con la propia concepeién del pro-
yeeto de medificar a un mo genéti-
camente y después en diferentes eta-
pas hasta traspasar las fronteras del
laboratorio propiamente dicho, en
las liberaciones conircladas prime-
ro y después en sus aplicaciones de
campo a pequefia y gran escala, en
todo este proceso se cuenta con téc-
nicas de seguimiento que deben ser
seleccionadas cuidadosamente y
gue constituyen una poderosa arma
en esas etapas y para orientarse en
la gestién de riesgos, es deciy, en las
medidas que se deban adoptar.!

En las etapas de investigacidn,
desarrolle e investigacién controla-
da se va aumentando la familiaridad
con los MMG y se van logrando las
fécnicas especificas que més adelan-
te asistirdn en el seguimiento alre-
dedor del sitio de liberacién.

El seguimiento persigue obtener
informacién sobre la efectividad di-
sehiada del MMG, sobrevivencia y
dispersitn, la estabilidad genética y
cualquier efecto biolégico no desea-
do o expansién inesperada de otros.

L.as técnicas para este seguimien-
to comprenden entre otras:

m Deteccién y contec de los MMG
en el ambiente.

» Técnicas con anticuerpos fluores-
centes.

s Métodos para detectar genes de
registencia antibidtica, tolerancia
a metales pesados, biolurninicen-
cia y pigmentacién.

m Sondas para hibridacidn ADN o
ARN qgue son muy sensibles y es-
pecificas.

m Reaccidn en cadena de la polime-
rasa {PCR), que puede detectar
cantidades {nfimas de material
genético.

El temor inicial con estos mo se
ha ido modificando sobre 1z base de
la familiaridad y experiencia en su
manipulacién,'® lo cual no implica
que se dejen de tomar las medidas
necesarias y se evalie ¢caso por caso.
La politica de regulaciones en la se-
guridad de la biotecnologia en gene-
ral ¥ en particular con este tipo de
mo, €5 la piedra angular del éxitode
su obtencién y utilizacidn segurs;
para llegar ahi, es importante te-
ner en cuenta todos estos elemen-
tcs.l-ﬁ.g.ll

No obstante fodas estas medidas
y técnicas de seguimiento, es obvio
que la posibilidad del riesgo, de ac-
cidentes, de imprevistos, siempre
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exista v para ello, se utilizan dos he-
rramientas adicionales, la conten-
cidém y la mitigacidn.!

CONTENCION Y MITIGACION

Lz contencién puede ser fisica o
bioldgica. La contencidn fisica inclu-
ve el diseno y funcionamiento de
instalaciones con el NBS apropiado
y segin la naturaleza del expenimen-
to (se ufilizan invernaderos, mallas
o redes para insectos, laboratorios
cspecializados, ete.) para impedir
mecanicamente la dispersidn de
50§ organismos.

La contencidn hiologica por su
parte se logra cuando el organismo
puede ser probade o utilizado én un
lugar que tenga condiciones adver-
sas para su supervivencia o disper-
sidn, el cual se altera para permitir
la sobrevida artificial como es el caso
de zonas desérticas o frias. Los MMG
gue no resisten estas condiciones
son mas seguros de probar en dichos
lugares con las condiciones altera-
das, ya gue un escape de ellos fuera
de los perimetros de la instalacidn o
al cesar los estudios no implicaria la
supervivencia de éstos en el me-
dio; puede también introducirse
un gen suicida o alterar la capaci-
dad de los MMG para utilizar los
nutrimentos.

La Unién Europea define “uso
contenido” al que ha estado entre
barreras fisicas con o sin barreras
adicionales fisicas o quimicas para
evitar escapes o liberaciones al am-
bienie exlerior. Para valorar el ries-
go incluso en el laboratoric estia
entidad sigue el esquema siguien-
te: ®
s Consideracién de las propiedades

predictivas del MMG para defer-

minar si hay algin mecanismo po-
tencial por el cual pueda represen-
tar alglin riesgo para la salud hu-
mana.

n Estudio de la probabilidad de que
el MMG pudiera realmente causar
dano a la satud hurmnana.

m Valoracién de la contencidn nece-
saria para salvaguarvdar la salud
humana,

n Identificacion de cualguier riesgo
posible para el ambiente y asignar
cualguier medida de contencién
adicional para asegurarse gue el
medio ambiente no estara en ries-

go.
MITIGACION

La mitigacién esté comprendida
entre los planes de emergencia con
medidas encaminadas a controlar las
densidades de poblacidén microbiana.

Estas medidas pueden ser a cor-
{0, mediano o largo plazo! {Tabla 2).

Laseleccién de un método deter-
minado depende de la situacién es-
pecifica, 1a factibilidad y los costoes.
Cuandeo un MM ha infectado plan-
tas o animales y exista la posibilidad
de causar efectos adverses, la inci-
neracion, el sacrificio ¢ el enterra-
miento prefunde puede ser una so-
lucion. Otras medidas se encaminan
a la descontaminacién, pero no lo-
gran la erradicacién compieta, sere-
duce incluso hasta concentraciones
no detectables. Medidas mas moder-
nas y complicadas incluyen la utili-
zacidén de genes letales que pueden
atacar el ADN de las células o la pa-
red, o mediante otros mecanismos.
El control se puede lograr con un gen
receptor que se activa en presencia
de un compuesto particular en el am-
biente.!

Debe tenerse presente en todos
los céaleulos que la contencidn abso-
luta de los mo no es posible, por lo
que pudiera ser mas apropiado el
término confinamiento.

Se han probado otros sistemas
para controlar la liberacién de los
mo, asi como la supervivencia en ¢l
ambiente una vez gue han cumpli-
do su funecién. Estos incluyen la sen-
sibilidad a las bajas temperaturas
donde no gcurre reparacion del
ADN.

Si es suelo vy se trata de pegue-
fias parcelas, se han propuesto dos
métodos alternativos para mo del
género Bacillus fundamentalmente;
la extraccién de la capa superficial y
tratamiento en autoclave o irradia-
cién con ¥Co y la aplicacién de va-
por por debajo de planchas de PVC
sobre ¢l terreno, Jo cual se repite en
varias ocasiones para permitir la
germinacién de esporas y que el ca-
lor generado pueda eliminar las for-
mas vegetativas conloqueselogran
temperaturas entre 54 y 100 °C .

CONCLUSIONES

El riesgo en la manipulacion y
con las diferentes aplicaciones de
los MMG siempre existe, como tam-
bién los mecanismos para evaluar-
los, evitarlos o reducirlos. En esto,
la mano del hombre desempena el
papel fundamental.

La evaluacidn caso por case ¥
paso por paso es la piedra angular
del enfrentamiento de estos riesgos
que no pueden ser menospreciados,
aun cuande en el laboratorio y en li-
beraciones controladas no se mues-
iren reacciones adversas, de ahi, la
necesidad de establecer las regula-
clones pertinentes, para lo que pu-

Tabla 2. Métodos de control de las concentraciones de poblaciones microbianas modificadas genéticamente con efectos

no deseables,

Microorganismo Periodo
Inmediato* Corto plazo** Largo plazo***
Incineracion. Cuarentena. Rotacién de cultivos.
Cuareniena. Uso de preductos guimicos. Mejoramiento del suele.
Asociado a plantas Inundacién. Rotacién de cultivos. Control de ia erosion.
animales o apambo < Control de vectores. Inundacidn por irrigacién. Control de insectos.
’ Solear Tratamiento por calorn Uso de antibidticos.

Solear el suelo.
Control de la erosion del suelo.

Uso de productos quimicos. Seguridad fisica.

Control de malezas.

Famigacion.

Inundacién.

Uso de productos guimicos.
Control de erosion.
Mejoramiento del suelo.

Fumigacion.
Inundacién.
Control de erosién.
Control de malezas.

Fumigacidén.
Inundacidn.

De vida libre. Uso de productos guimices.

* Degde horas hasta varios dias para alcanzar efectividad.
** Desde varios dias hasta 3 afios para alcanzar efectividad.
**+ Mas de 3 afios.
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dieran ser una buena guia, las direc-
trices técenicas del Programa de Na-
ciones Unidas para el Medio Am-
biente, los resuliados de lag actua-
les negociaciones de un Protocolo de
Bioseguridad de acuerdo con el Ar-
ticulo 19.3 del Convenio de Bio-
diversidad y el Decreto Ley 190 de
la Seguridad Biolégica del Conse-
jo de Estado de la Repiiblica de
Cuba.

Las posibilidades de gue las mo-
dificaciones genéticas puedan afec-
tar el rango de huésped o el organis-
mo huésped o su capacidad para
utilizar diferentes sustratos, o que
pudiera convertir el huésped en pa-
tégeno, o alterar su equilibrio con
poblaciones relacionadas ecolégica-
mente, tienen que ser todas consi-
deradas, lo mismo pudiera ocurrir
comn mo nuevos no antes conocides,
con la diferencia de que los MMG
contienen genes y producen com-
puestos que normalmente no se en-
cuentran en los mo que les dieron
origen.

El conocimiento y las precaucio-
nes sin embargo, deben y pueden
llevar a afirmar que mas que una
amenaza, la bictecnologia en general
y los MMG en particular, constituyen
la esperanza de muchos pueblos.
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