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Editorial

El reino de Liliput versus el reino animalia

En abril de este afno llegd la fecha en la que, bajo el patrocinio de la OMS, debian
destruirse los stocks de viruela (variola virus) guardados en laboratorios especiales de los
Estados Unidos y Rusia. A raiz de la controversia que estallé entre cientificos de distintos
paises a favor o en contra de esa resolucion, una periodista me pregunté mi opinién al
respecto. Mi respuesta fue negativa, es decir, no estoy de acuerdo en destruir los stocks, y
luego agregué: de todos modos los virus son indestructibles. Quizas fue una respuesta muy
tajante pero vista la situacion del mundo de los virus en retrospectiva no parece una opinién
descabellada. Cuando ocurrié la destruccion de las torres gemelas en Nueva York en 2001,
inmediatamente, la idea de que el virus de viruela pudiera usarse como agente bioterrorista se
estableci6 con firmeza entre las autoridades sanitarias y de defensa del pais del Norte. Tal es
asi que es el Unico pais que sigue fabricando la vacuna contra la viruela casi al nivel de
toneladas. Recordemos que la vacuna conocida como vaccinia tiene su origen en la viruela de
las vacas y que se trata de una vacuna atenuada (a virus vivo) no exenta de efectos
secundarios administrada, por ejemplo, a individuos inmuno suprimidos.

Sin pensar en una guerra bacteriolégica utépica, mi respuesta se basd en el
comportamiento de los virus en la naturaleza mas alla de la participacion consciente del
hombre en su proliferacion. El virus variola y sus dos variantes: la mayor y la menor, el de
vaccinia (vacuna) y la viruela de los monos llamada también del simio pertenecen a la familia
Poxviridae y comparten antigenos en su estructura. Esta caracteristica es la que permitio
vacunar a millones de personas contra la viruela con el virus vaccinia y lograr erradicarla del
mundo y en especial de los paises africanos, evento que ocurrié en Somalia en 1977 cuando
se registré el dltimo caso de viruela. Una vez erradicada la enfermedad se dejé de vacunar en
la mayoria de los paises y con referencia al Africa esto ocurrié en 1980.

Volviendo a mi expresion: los virus son indestructibles me gustaria agregar que
ademas son impredecibles, como lo muestra la historia de la viruela que no he terminado de
contar. En septiembre de 2010 aparece en un diario espafol un titulo impactante: " La viruela
vuelve a Africa 30 afios después” el titulo basado en un estudio publicado en la revista PNAS
(Proceedings of the National Academy of Sciences) en el que se consigna que la viruela de los
simios ha saltado del mono a los hombres, a los que enferma con una viruela de caracter mas
leve que la conocida. Aparece especialmente en nifilos no vacunados, ya que la aplicacién de la
vaccinia protegia también contra la viruela de los monos. Es un caso similar al VIH, que son
virus ocultos en algun nicho ecolégico como los monos selvaticos y que de pronto se
convierten en pesadilla para los humanos.

Asi, estd ocurriendo con la viruela del simio ya que no s6lo el nimero de casos
aumento notoriamente en los paises africanos sino que aparecié también en otros paises. En
2003 se detect6 en EE UU una variante del virus que salté el Atlantico con los perritos de las

praderas, llamados también marmotas, vendidos como mascotas. Noventa personas resultaron

59



Revista QuimicaViva - Numero 2, afio 10, agosto 2011 - quimicaviva@gb.fcen.uba.ar

infectadas, aunque por fortuna el virus resulté ser poco virulento: solo entre el 1% y el 10% de
los casos resultdé mortal. Como pasa ahora en el Congo, los mas afectados fueron los jovenes
que no recibieron la vacuna por haberse suspendido la vacunacion cuando se declard
erradicada la enfermedad.

Cuanto tiempo pasara hasta que el poxvirus del simio adquiera mayor virulencia al
pasar de humano a humano, ¢volveremos a tener la antigua viruela que dejaba cicatrices de
por vida y mataba al 30% de los infectados durante una epidemia? Por ahora no lo sabemos, la

inquietud esta latente.

Las bacterias también nos acechan

No han pasado todavia dos meses desde que se desat6 el panico en varios paises de
Europa por la aparicion de casos severos de infeccién por la bacteria E.coli enterohemorragica
conocida como ECEH. La enfermedad que produce esta bacteria, muy difundida en nuestro
pais por los brotes que causa en los nifios, se conoce como sindrome urémico hemolitico y
causa dafnos severos a los rifiones y puede conducir a la muerte. El mayor nimero de casos se
registr6 en Alemania incluyendo numerosas muertes. Pero el brote se extendi6 a otros paises
como Bélgica, Suecia, Gran Bretafa, Austria, Republica Checa, Dinamarca, Francia, Holanda,
Noruega, Esparia, Suiza, Estados Unidos y Singapur. La enfermedad causé ademas de casos
clinicos, grandes pérdidas econdémicas ya que se tardé un tiempo relativamente largo para
identificar la fuente de infeccién que resultd ser la ingesta de vegetales cultivados en el sur de
Alemania mientras que al principio de su aparicion se culparon a los lotes de pepinos
originarios de Espafa. Fuentes médicas informaron que se trataba de una cepa de E. coli, que
normalmente es una bacteria inofensiva, pero la aislada de las heces de los enfermos era una
especie rara y resistente a los antibiéticos. Este tipo de bacteria tiene la capacidad de adherirse
a las paredes intestinales desde donde bombea toxinas que provocan, entre otros sintomas,
severas diarreas sanguinolentas.

Cuando Fleming descubri6 la penicilina, se inicié una era esperanzadora que prometia
la cura contra todas las enfermedades de origen bacteriano a la que contribuyeron muchos
cientificos que se pusieron a la bisqueda de nuevos antibidticos. Lamentablemente, la
plasticidad de los genomas de los microorganismos para mutar a formas resistentes empujadas
por el uso y abuso de los antibiéticos desemboco en la triste actualidad en la que han resurgido
enfermedades como por ejemplo la tuberculosis, que ponen nuevamente en riesgo la salud
humana. El poder patégeno de las bacterias es una realidad preocupante si se considera el
hecho de que las enfermedades infecciosas contraidas en hospitales estdn entre las
principales causas de defuncion y morbilidad de los pacientes. El domingo pasado pude leer en
el diario La Nacion una editorial en la que se consignan los datos obtenidos por el infectélogo
Ricardo Durlach sobre un estudio realizado sobre 4249 pacientes internados. De todos ellos el
11,3 % se infectd con bacterias prevalentes en el hospital (generalmente multirresistentes) y
sobre 1229 pacientes operados se comprobd que el 10,2 % desarrollé juna infeccion adquirida

en el quiréfano!
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Es necesario aclarar que las infecciones hospitalarias no son soélo privilegio de nuestro
pais ocurren también en los denominados paises del primer mundo aunque quizads con menor

incidencia.

El reino de Liliput

Jonathan Swift volcd su gran imaginacion en las aventuras de Gulliver al que un dia
hizo naufragar y arribar al reino de Liliput habitado por seres pequefios de unos 15 cm de altura
que capturaron a Gulliver. Uno se pregunta como estos seres tan pequefos pudieron atar y
paralizar a Gulliver que media por lo menos doce veces mas. La respuesta es simple eran
muchos y actuaron cooperativamente. Como una metéfora esta situacion ideada por el escritor
irlandés en 1726 es que asocio el reino de Liliput con las bacterias, los virus y otros
microorganismos no visibles al ojo desnudo. El hombre ha luchado por permanecer en la tierra
a través de millones de afos. Pero los microorganismos también y muchas veces a expensas
de los humanos que le sirven de sustento. Esos seres miroscopicos se han adaptado a
condiciones extremas de vida como la temperatura, la salinidad, es el caso de las arqueas. Los
cientificos han sabido aprovechar las propiedades de ésta Ultimas en sus experimentos
moleculares, pero qué pasa con las eubacterias (bacterias verdaderas) y los virus. La evolucién
ha favorecido a los humanos con un sistema inmune eficiente en combatir a cualquier intruso
pequefo, pero no siempre lo logra ya sea porque no tiene una buena respuesta inmunitaria, o
por que los viajes internacionales nos conectan en breves horas con pasajeros infectados con
microorganismos exoticos para los que no tenemos defensas.

Es un hecho incontrovertible que ambos reinos: el de Liliput y el de animalia quieren
perdurar a través de los siglos mientras exista el planeta tierra. Sin embargo en esa batalla
entre ambos pareceria que a pesar de todos los adelantos de la Ciencia los liliputenses estan
ganando la batalla. Habra que preguntarse cuanto de esto que ocurre no se debe a que los
hombres con sus conductas se auto sabotean.

Dra. Celia E.Coto

Directora de Quimica Viva
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Editorial

Alberto Kornblihtt, nuevo miembro de la Academia de Ciencias de
EEUU

QuimicaViva felicita al Dr Alberto Kornblihtt por su reciente designacién como
miembro de la Academia de Ciencias de Estados Unidos, en merecido reconocimiento a su
prolifica labor en el campo de la Biologia Molecular.

Kornblihtt es investigador superior del Conicet en el Instituto de Fisiologia, Biologia
Molecular y Neurociencias (Ifibyne) del Conicet y en la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales de la UBA, donde ademas de sus labores de investigacion de alto impacto en la
comunidad cientifica, lleva a cabo una amplia labor docente, interviniendo en la formacion
de cientificos desde sus primeros pasos. El Dr. Kornblihtt es un cientifico que no solamente
se destaca dentro del laboratorio y como docente, sino que participa activamente en tareas
de difusién, acercando la ciencia de avanzada a toda la comunidad.

Nos sumamos al resto de la comunidad cientifico-educativa para felicitar a quien es
desde hace varios anos uno de los cientificos méas destacados de la region.

Links a notas sobre el tema en diversos medios periodisticos:

Pagina de la FCEN
Diario La Nacién
Diario Clarin

Diario Pagina 12
Diario de ciencias

Comité editorial
Revista Electronica Quimica Viva
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Abstract

Protein structure determination is a key step for a better understanding of molecular biology at
molecular level as well as in drug development. In this context, NMR constitutes a powerful
technique, provided that certain conditions apply to the sample. Moreover, pulse sequence
versatility allows using NMR for studying protein-ligand interactions and biomolecular dynamics.
The strengths and weaknesses of the application of NMR to protein structure elucidation are
briefly discussed in the present review.

Key words: protein structure- NMR- protein-ligand interaction

Introduccion

La aplicacién de la quimica en la biologia constituyd, a principios del siglo XX, el
principal detonante de la exploraciéon de la estructura de la materia bioloégica. Sin embargo,
hubo que esperar al desarrollo de diferentes técnicas espectroscopicas, y no fue hasta
mediados de los afos cincuenta que Perutz y Kendrew obtuvieron la estructura cristalografica
de la mioglobina de esperma de ballena, la primera estructura tridimensional de una proteina
(1). En la misma década, Watson y Crick interpretaron correctamente los datos cristalograficos
proporcionados por Rosalind Franklin y pasaron a la historia por descubrir la doble hélice del
ADN (2). Desde entonces la importancia de la biologia estructural no ha parado de crecer y hoy
la elucidacién de la arquitectura molecular es fundamental para la comprensién de los procesos
biolégicos asi como en el disefio de farmacos. Sin embargo, a pesar del esfuerzo invertido, la
estructura de biomacromoléculas sigue siendo una tarea que se puede considerar de dificil a
imposible, dependiendo del sistema de estudio. Los trabajos de Ernst y Withrich, ambos de
nacionalidad Suiza y ambos premio Nobel, han revolucionado la resonancia magnética nuclear
(RMN) adecuandola para el estudio de sistemas biolégicos (3, 4). Actualmente la RMN permite,
en casos favorables, obtener la estructura tridimensional de proteinas, acidos ribonucleicos y
fragmentos de ADN (5, 6). En la presente actualizacién se discutira el proceso de elucidacion
estructural por RMN, haciendo especial énfasis en los ultimos desarrollos de la técnica asi

como en las ventajas y las limitaciones de la misma.
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Conceptos basicos de RMN

En presencia de un campo magnético permanente se produce un desdoblamiento de
niveles energéticos de los nucleos atémicos debido al efecto Zeeman. Las poblaciones de
equilibrio de dichos niveles pueden alterarse mediante pulsos de radiofrecuencia. La
resonancia magnética nuclear consiste en la medida de la sefal que se produce en el retorno
del sistema al equilibrio. Estas mediciones proporcionan informacién de la distribucién de
niveles cuanticos que, en grado Ultimo, son una expresién de la constituciéon de la materia.
El observable mas comun en RMN se denomina desplazamiento quimico que, de manera
simplificada, equivale a la posicién que cada sefal ocupa en el espectro. El desplazamiento
quimico es muy importante porque permite diferenciar por el tipo de nlcleo observado
(carbono, protén, nitrégeno,...), por las caracteristicas quimicas del nlcleo bajo consideracion
(protones alifaticos, aromaticos,...) y por el entorno local de cada nucleo (protén rodeado de
protones frente a un proton cercano a carbonos). Asi, el desplazamiento quimico constituye un
exquisito descriptor de la estructura de la materia y por ello la RMN, tras ser inventada por los
fisicos, ha interesado a quimicos primero y después a biélogos (7).

Los atomos que estan unidos por enlaces producen un desdoblamiento de senales en
el espectro debido al acoplamiento escalar entre los nucleos involucrados. Este
desdoblamiento puede aumentar la complejidad del espectro porque incrementa el nimero de
sefales (de hecho hay métodos para eliminar este efecto) pero proporciona una valiosa fuente
de informacion para establecer la topologia quimica de la molécula. El acoplamiento escalar ha
permitido disefar la espectroscopia multidimensional en la que los desplazamientos quimicos
de un tipo de ndcleos (p. ej. protdén) se comparan con los de otro nicleo (p. ej. carbono) en un
espectro bidimensional en el que tan solo aparece una sefal en el plano protén/nitrégeno en
aquellas coordenadas que haya un par de nudcleos que estan acoplados escalarmente.
Un segundo tipo de efecto (el acoplamiento dipolar) es proporcional al angulo que forma el
espin nuclear con el eje principal del campo magnético externo y también es susceptible de
proporcionar informacioén estructural. El problema es que, debido al movimiento de la molécula
que se produce en solucién, todas las orientaciones son equiprobables y la componente neta
de dicho acoplamiento se promedia a cero. Hace algunos afios, Tjandra y Bax utilizaron bicelas
lipidicas para orientar a las moléculas en solucién con lo que se reintroducia el acoplamiento
dipolar sin perjuicio del resto de propiedades espectrales (8, 9). Este procedimiento se ha
demostrado muy exitoso y ha conllevado la aparicion de un nimero elevado de medios
orientadores diferentes.

Quizas el observable mas importante en RMN es el efecto nuclear Overhauser (el
denominado NOE) que consiste en la medida de la una velocidad de relajacion cruzada entre
dos nucleos. Es relevante porque esta informacién proporciona una estimacion de la distancia
mas corta entre los dos nucleos involucrados, independientemente de que estén unidos por

enlaces o no.
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RMN de proteinas en solucion

Debido a que la diferencia de niveles anteriormente citada es energéticamente muy
pequefa, la RMN es una técnica muy insensible. Esto implica que hay que trabajar con
concentraciones elevadas de proteina y, dado que la evolucién no ha disefiado a estas
moléculas para tal fin, fenédmenos de agregaciéon y/o precipitacion ocurren con relativa
frecuencia. Las casas comerciales que fabrican los imanes de resonancia son conscientes de
este problema y el estudio de biomoléculas es el motor para que estas compafias disefien
imanes y dispositivos cada vez mas potentes. Un ejemplo exitoso de esta investigacion lo
constituyen las sondas criogénicas que aumentan mucho la sensibilidad del equipo con la
subsiguiente reduccién en la concentracion efectiva de proteina en la muestra.

No todos los is6topos nucleares son sensibles al fendémeno de la RMN. De hecho, de
los atomos mas importantes que constituyen a las proteinas (hidrégeno, carbono, nitrégeno y
oxigeno) tan solo el proton presenta desdoblamiento de niveles energéticos en presencia de un
campo magnético y es casi 100% el constituyente de los nucleos de hidrégeno. En el caso del
carbono y del nitrégeno, los is6topos activos son el C13 y N15 que presentan abundancias
naturales del 1,2% y 0,1% respectivamente. Asi, para "activar" estos nlcleos para ser
estudiados por RMN, se acostumbra a preparar muestras marcadas en las que se enriquecen
en estos isotopos nucleares. Esto se puede conseguir mediante técnicas de biotecnologia en
las que las fuentes de carbono y nitrégeno estan controladas (10). Por dltimo, el oxigeno no
presenta buenas propiedades espectroscépicas y no se suele estudiar en RMN biomolecular.
Los diferentes experimentos de RMN especificamente disefiados para proteinas se han
disefiado a partir de las caracteristicas quimicas de las mismas. El experimento més importante
que se aplica es el HSQC (del inglés heteronuclear single quantum correlation). Este
experimento correlaciona los nucleos de protdn que se encuentran a un enlace de un ndcleo de
nitrogeno. En el caso de las proteinas esta situacion se da una vez para cada aminodcido (en
su enlace peptidico). Asi, en el espectro HSQC de una proteina aparecera una sefal por cada
aminoacido y este experimento constituye un verdadero "carné de identidad" de la proteina.
Contando el numero de sefiales en el espectro ya sabemos cuantos aminodcidos tiene la
proteina, aunque esta seria una informaciéon que se puede obtener de manera mucho menos
costosa mediante otras técnicas. Mas interesante es la informacién que proporciona la posicion
de las senales en el espectro. Tal y como se muestra en la Figura 1, las proteinas que estan
desplegadas muestran una dispersion de sefales muy pobres, sobretodo en la dimension de
protén y que contrasta con la diversidad de desplazamientos quimicos que se observan en una
proteina con estructura terciaria (0 cuaternaria). Esto es asi porque la conformacion plegada
anade una contribucion adicional al desplazamiento quimico que permite dispersar aun mas las

sefales.
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Figura 1: Espectro HSQC de una proteina en condiciones de desplegamiento (arriba) y en
condiciones que favorecen el plegamiento de la misma (abajo).

Asignacion espectral

Con el fin de proceder a la elucidacion estructural, la primera tarea que se debe realizar
es la asignacioén de los espectros de RMN. Dicho de otra manera, se deben identificar cada una
de las sefales del espectro (p. €j. el de la Figura 1) con los correspondientes amino&cidos de la
secuencia de la proteina. Para ello se utiliza nuevamente el acoplamiento escalar y se registran
una serie de experimentos que nos relacionan los nucleos que estan conectados por enlaces.
Algunos de estos experimentos nos dan informacién acerca de la naturaleza del residuo (p. €j.
si el carbono alfa pertenece a una leucina o a una prolina). Otros experimentos nos permiten
establecer la conectividad con el aminoacido precedente para asi encajar las piezas
(aminoé&cidos) en el rompecabezas (la secuencia). En principio debiera ser posible obtener la
informacién de la asignacion de la totalidad de senales en el espectro. Sin embargo, en la
practica se suele asignar entre un 85% y un 98% de las mismas, debido a problemas de
solapamiento de senales y/o de desaparicién de las mismas por otros fenémenos (relajacién,

intercambio, etc...).
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El tamafo de la proteina es una variable importante a la hora de abordar la asignacion
espectral. Obviamente la complejidad del proceso aumenta linealmente con el nimero de
aminodcidos implicados pero quizas mas importante es que la probabilidad de que dos sefales
compartan desplazamiento quimico (solapamiento de sefales) aumenta también. Finalmente
existe un tercer problema derivado del aumento del peso molecular de la molécula que es el
del ensanchamiento de la sefial debido a un movimiento mas lento de la molécula en la
solucion. Como la integral de la sefial depende solo del numero de nucleos implicados (que no
cambia), un ensanchamiento de sefnal inevitablemente va acompafnado de una disminucion de
la relacion senal/ruido. Este fendmeno ha limitado el tamafio maximo de moléculas que se
podian utilizar hasta 15-20 KDa. El ingenioso desarrollo de un método de compensacion de
mecanismos de relajacién (denominado TROSY) ha permitido resolver este problema en gran
parte y, actualmente se puede trabajar mas o menos rutinariamente con proteinas de hasta 40
kDa (11, 12). El laboratorio de Lewis Kay (Toronto) ostenta la proteina mas grande jamas
resuelta por RMN, la malato sintasa G de 82 kDa (13, 14).

Medida de observables

Tal y como se ha indicado anteriormente, el NOE constituye el principal observable en
la determinacion de la estructura de proteinas por RMN. En general se considera que todos los
pares de nlcleos que se encuentren a una distancia igual o inferior a 5 A son susceptibles de
producir un NOE. Dichos NOES se detectan en un experimento multidimensional denominado
NOESY en el que un determinado NOE aparece como un pico de cruce situado en las
coordenadas de los desplazamientos quimicos de los dos nucleos implicados. En principio, la
intensidad del pico es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia y, de esta
relacion, se debieran establecer disposiciones espaciales mas o menos exactas. El problema
es que las proteinas no son entidades estaticas y esta distancia esta en constante fluctuacion.
El movimiento de los nucleos contribuye con otros términos de la ecuacién de una manera
mucho menos predecible, haciendo que la extraccién de distancias exactas a partir de los
NOEs no sea posible. Sin embargo, la intensidad del NOE se utiliza como un indicador
cualitativo acerca de la cercania (o lejania) de los dos nucleos que lo generan.
El acoplamiento escalar también proporciona informacion estructural (ademas de la
componente topolégica ya mencionada anteriormente). El acoplamiento a tres enlaces es
funcién del angulo diedro que lo conforma. Los elementos de estructura secundaria adoptan
posiciones especificas en el angulo diedro (tipicamente representadas en el diagrama de
Ramachandran). Asi, la medida de los acoplamientos escalares a tres enlaces es Uutil para el
refinamiento de la estructura (vide infra).

Igualmente, los acoplamientos dipolares convenientemente reintroducidos con ayuda
de un medio orientador proporcionan una valiosa informacion estructural. Este observable esta
especialmente indicado para obtener informacién a larga distancia (por ejemplo la orientacion
de dos dominios diferentes de una misma proteina) (15), dado que es muy complementaria a la
obtenida con el NOE.
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Finalmente, el propio desplazamiento quimico contiene wuna contribucion
conformacional y ayuda en el proceso de refinado de la estructura. Ademés, cabe destacar que
se pueden utilizar otros observables como las restricciones paramagnéticas que también

contienen informacién estructural.

Calculo de la estructura

El conjunto de restricciones experimentales medidas (ver apartado anterior) se utiliza
para establecer un modelo computacional que es consistente con todos los datos. Para ello se
utiliza la mecanica molecular modulada en presencia de un campo de fuerzas (16). Inicialmente
se parte de una conformacion de la proteina totalmente extendida. El programa de modelado
va probando las diferentes conformaciones hasta encontrar una que satisfaga las siguientes
condiciones: i) cumpla con los preceptos del campo de fuerzas impuesto (en términos de
angulos y distancias) y ii) ponga en acuerdo al mayor numero posible de restricciones
experimentales. Para ello el programa explora el espacio conformacional mediante un método
denominado simulated annealing que se asemeja a los ciclos de frio (poco movimiento) y calor
(mucho movimiento) en el proceso de forja de un metal. Al final se obtiene una bateria de
estructuras que minimizan las restricciones experimentales (que contienen el menor nimero de
violaciones) y que se considera el modelo refinado. A diferencia de otras técnicas, en RMN no
se considera unicamente una estructura sino que se representan varias de ellas (ver Figura 2)
con energias similares para ver la calidad de los datos experimentales: cuanto mayor sea el
numero de restricciones experimentales utilizadas, méas parecidas van a ser estas estructuras

(equivalente a mayor resolucion).
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Figura 2: superposicién de las diez estructuras de mas baja energia para el dominio de unién a
IGg de la proteina L de streptococcus magnus.

Consideraciones finales

Tal y como se ha descrito en la presente actualizaciéon, la RMN constituye una
poderosa técnica para la elucidacion estructural de proteinas siempre que la muestra cumpla
una serie de propiedades y con la ventaja de que proporciona informacién en solucién. Es de
remarcar que la RMN es una técnica muy versatil y que permite realizar estudios de
caracterizacién de la dindmica de proteinas y de sus interacciones con otros ligandos y
efectores proteicos. Por todo ello, la RMN ocupa un lugar central en la biologia estructural
moderna.
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Resumen

Los metales han sido usados a lo largo de gran parte de la historia humana en la fabricacion de
herramientas, armas, maquinarias y joyas, entre otros usos. La actividad minera responsable de la
obtencion de muchos de estos metales ha traido como consecuencia una modificacién en la distribucién y
un incremento en la movilizacion de los metales en el ambiente. Numerosas aplicaciones tecnolégicas
mas recientes en la industria, medicina, microelectrdnica, hanotecnologia, por ejemplo, han incrementado
nuestra exposicion a nuevas formas quimicas de los metales. A pesar de que los metales no pueden ser
creados ni destruidos, las formas en que se presentan en el ambiente pueden ser modificadas, alterando
su biodisponibilidad y toxicidad. En el medio acuoso, la biodisponibilidad esta regulada por la capacidad

complejante del medio, fundamentalmente debida a ligandos organicos, ya sea antropicos o naturales.

Palabras clave: metales, ambiente, sociedades tecnolégicas, recursos naturales, materia organica

disuelta, biodisponibilidad, especiacién, capacidad complejante, nanotecnologia.

Metals, environment and technological societies:

¢Where are we going?

Abstract

Metals have been used throughout most of human history to make tools, weapons, machinery, jewelry,

among other uses. Many of these metals were obtained through mining and smelting activities, increasing
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their distribution and mobility throughout the environment. More recent technological applications in
industry, medicine, microelectronics, nanotechnology and other uses have further increased our exposure
to new chemical forms. Although metals can neither be created nor destroyed, their forms may be
changed, thereby altering their biological availability and toxicity. Bioavailability in aquatic systems is

modulated by its complexing capacity towards organic ligands, either from synthetic or natural sources.

Key words: metals, environment, technological societies, natural resources, dissolved organic matter,

bioavailability, speciation, complexing capacity, nanotechnology.

Introduccién

Los seres humanos somos grandes modificadores de nuestro planeta: nuestros instintos nos llevan a
transformar nuestro entorno en la busqueda de mejores condiciones de vida. Las sociedades tecnoldgicas
en las que vivimos, caracterizadas por el uso intensivo de materiales, estan asociadas a un requerimiento
creciente de los mismos debido al aumento de la poblacion mundial, y por lo tanto, al incremento en la
produccion de bienes y prestacion de servicios. Esta situacién acarrea una serie de consecuencias entre
las cuales probablemente las mas acuciantes resultan ser la escasez de los recursos naturales y el
impacto ambiental asociado a la obtencién de materiales, su uso y/o los residuos generados. Entre los
recursos naturales criticos para el desarrollo de nuestras sociedades se encuentran, por ejemplo, los

metales.

Los metales

Los metales estan presentes en el ambiente desde que se formo el planeta: no pueden crearse ni
destruirse. La vida surgi6é y se desarrollé en un entorno donde seguramente los metales actuaron como
catalizadores de reacciones que contribuyeron a formar nuestro mundo tal como lo conocemos. Es mas,
muchos de ellos resultan esenciales para diversos procesos biolégicos. Ante esta situacion es licito
preguntarnos ¢ por qué nos preocupa la presencia de metales en el ambiente, si siempre estuvieron alli?
Si bien la cantidad total de los metales es invariante en la Tierra, éstos pueden presentarse bajo la forma
de diferentes especies quimicas, modificando su reactividad y solubilidad, con lo que se afecta la
disponibilidad para los organismos, su actividad, y por lo tanto la toxicidad. Los sistemas biol6gicos
requieren de una variedad importante de metales, pero las cantidades suelen ser a nivel traza (como por
ejemplo en el caso del cobre o cinc, entre otros) o son componentes importantes en las células, como el

caso del sodio, calcio o potasio; sin embargo, cantidades superiores resultan téxicas. La exposicién a los



metales puede tener serias consecuencias toxicologicas, dependiendo del tipo de metal, la forma de
exposicion (ingesta de agua, alimentos, medicinas, inhalacion, absorcién dérmica), la forma en la que se
encuentre el metal (en estado metalico, en solucién, asociado a ligandos, como material particulado, en
fase vapor o amalgamado, por ejemplo); de la dosis, la duracién y la frecuencia de la exposicion. Esto es
particularmente importante debido a que ademas de casos de intoxicacion aguda, la mayoria de los
metales ejercen efectos mucho mas sutiles, cronicos, produciendo dafios a largo plazo, por lo que la

relacion causa-efecto es mucho mas dificil de detectar.

Si nos preocupa la presencia de las formas mas biodisponibles y potencialmente mas toxicas de los
metales es porque el accionar humano ha incidido en su especiacién. En la naturaleza, los metales
mayoritariamente se encuentran en la litésfera formando parte de minerales de baja solubilidad. Enormes
cantidades de estos minerales son extraidas y transformadas en metal, tal como vemos en la Tabla 1 que
retne informacion sobre la produccién mundial anual de algunos de ellos (1). Estos datos ademas
permiten observar el incremento continuo y sostenido que ha tenido su produccion durante el siglo XX,
tendencia que se mantiene en la primera década del siglo XXI. Las actividades mineras para obtener y
purificar los metales, la fabricacion de objetos, y el posterior uso y/o descarte de los mismos, ha
modificando la distribucion de los metales en el ambiente, pues es claro que a lo largo de la historia,

grandes cantidades de metal han pasado de la litésfera a la antroposfera.

Tabla I: Produccién mundial anual (en toneladas) de algunos metales seleccionados. (Fuente: United
States Geological Survey). Se indica la produccién cada diez afios; en la referencia se pueden consultar

la informacion completa.

afo Aluminio (toneladas/ Cobre Hierro y acero Cinc
ano) (toneladas/afio)
(toneladas/afo) (toneladas/afno)

1900 6.800 495.000 No hay datos 479.000
1910 45.000 858.000 66.500.000 810.000
1920 121.000 959.000 61.300.000 682.000
1930 272.000 1.610.000 80.200.000 1.260.000
1940 787.000 2.400.000 110.000.000 1.470.000
1950 1.490.000 2.380.000 134.000.000 2.150.000
1960 4.490.000 3.940.000 259.000.000 3.090.000




1970 9.650.000 5.900.000 431.000.000 5.460.000
1980 15.400.000 7.200.000 514.000.000 5.950.000
1990 19.300.000 9.200.000 531.000.000 7.150.000
2000 24.300.000 13.200.000 573.000.000 8.777.000
2007 37.900.000 15.400.000 947.000.000 11.000.000

La demanda de metales siempre ha estado vinculada con los servicios que prestan a la poblacion los
productos que los contengan. Actualmente estos servicios se han expandido y practicamente no existe
ambito de actividad humana que no requiera metales: vivienda, transporte, suministro de energia,
produccién y conservacion de alimentos, comunicaciones, salud, etc.). Los metales han sido usados
durante la mayor parte de la historia humana para fabricar por ejemplo, utensilios, herramientas,
maguinarias, armas, joyas. Ademas de los hallazgos arqueolégicos y los registros histéricos que
muestran el empleo de los metales en diversas épocas, existen evidencias geoquimicas de su uso. Como
consecuencia de actividades tales como la mineria, combustién de carbdén y combustibles fésiles, la
produccion pirometallrgica de hierro y otras aleaciones no ferrosas, se produce la liberacion de metales a
la atmésfera. Los sedimentos, ya sean hielos permanentes o sedimentos lacustres, responden
rapidamente a los cambios ambientales y guardan registro de las trasformaciones, por lo que pueden ser
utilizados para reconstruir estas historias. Los sedimentos del lago Liangzhi han permitido reconstruir
7000 afios de uso de metales en la zona central de China. Se observé, por ejemplo, un incremento
continuo en las concentraciones de Cu, Ni, Pb y Zn a partir de aproximadamente el afio 3000 A.C.,
indicando el comienzo de la Edad de Bronce en la China Antigua (2). Estudios que comprenden analisis
estratigraficos de los metales en columnas de hielos de glaciares y zonas polares, muestran que en
Europa la actividad metalUrgica ha estado presente desde hace unos tres mil afios (3). Se observaron
correlaciones entre las concentraciones de metales halladas en los hielos a diferentes profundidades con
hechos histéricos, no solo tan evidentes como los cambios tecnoldgicos que comenzaron con la
Revolucién Industrial, sino que, por ejemplo, se identificaron picos de actividad metallrgica durante el
Imperio Romano (4), época en la que se llegé a producir grandes cantidades de metal, en particular
plomo (80.000 a 100.000 toneladas/afio), cobre (15.000 toneladas/afio), cinc (10.000 toneladas/afio) para
usos militares y civiles tales como la fabricacion de armas y la acufiacion de monedas. Por otra parte, los
estudios de la composicion quimica y de la relacion isotopica de 206Ph/207Pb de los sedimentos lacustres
de la zona de Morococha, en los Andes Centrales del Perd, ha permitido reconstruir el desarrollo de la
actividad metallrgica en esta region. Se determiné que el inicio de la metalurgia del cobre y sus

aleaciones en esta zona data de aproximadamente el afio 1000, correspondiendo a la Ultima etapa de la



cultura Wari. Durante el imperio incaico (aproximadamente entre el afio 1450 y la conquista espafiola en
1533) se incrementd el trabajo con cobre, estafio y bronces, aunque el mayor interés se orientd hacia la
produccion de plata. Esta actividad se incremento en la época colonial, por la demanda europea de este
metal (5). Son cada vez mas numerosos los estudios que combinan observaciones arqueolégicas con
determinaciones quimicas para interpretar, cuantificar y datar costumbres y tecnologias de diversos
pueblos. En nuestro pais por ejemplo, podemos citar los estudios realizados en las Lagunas de Yala
(Jujuy), donde se analizaron los cambios climaticos y las condiciones de vida de los habitantes del lugar
durante los ultimos 2000 afios. En este caso, las evidencias de la expansion de las actividades mineras
locales son relativamente recientes, correspondiendo al siglo XX (6). La mineria en la Argentina ha tenido
una expansion importante en los uUltimos 20 afios. Este incremento ha tenido eco en la sociedad debido a
los problemas de la contaminacién ambiental asociada a esta actividad. En 1990 la produccion de oro y
de cobre, que era de 900 kg y 300 toneladas, respectivamente, pasé en el afio 2009 a 47.000 kg de oro y
143.000 toneladas de cobre, quedando como tercer productor de oro de América Latina después de Peru
y Brasil. La produccion primaria de aluminio en la planta de Aluar Aluminio Argentino en el 2009 fue de
unas 410.000 toneladas. Por otra parte la Argentina es el segundo productor mundial de boro y el cuarto
productor de litio y estroncio (7). Desde el punto de vista tecnologico, la produccion de litio es estratégica

ya que es un elemento clave en la fabricacion de baterias para autos hibridos y eléctricos.

Estamos acostumbrados a que los metales se obtengan a partir de depdsitos minerales en reservas
virgenes. Sin embargo, teniendo en cuenta la magnitud de la produccion mundial de metales, es claro que
cada vez sera mas pronunciada la disminucion de las reservas en la litdsfera. En el futuro, probablemente
las reservas naturales remanentes resulten inadecuadas para su explotacioén por tener un muy bajo
contenido de metal, o por estar ubicadas en sitios inaccesibles. Actualmente, en EEUU, la cantidad de
cobre en uso en diversos productos, el que se encuentra como residuo o descarte, y el que se estima
presente en reservorios minerales es muy similar (8). Otro ejemplo interesante es el del cinc, un metal
cuyo uso se ha ido incrementando desde fines del siglo XIX. Aproximadamente un 50% de este metal se
emplea en la produccion de aceros galvanizados, donde mediante un recubrimiento con una delgada
capa de cinc se los protege de la corrosion. Otro 25% del cinc se destina a la produccion de bronces,
latones y otras aleaciones usadas en la fabricaciéon de motores, equipos de refrigeracion, autos, y chapas
para techos, entre otros productos. Las reservas mundiales de cinc se estiman en 140Tg (1Tg = 109 kg),
encontrandose los mayores depdésitos en Canada, Australia, Perd, México, Polonia y Rusia. Se ha
estimado que estas reservas alcanzaran para unos 20-30 afios, considerando los depésitos identificados

y el consumo anual de este metal (9). Teniendo en cuenta que el requerimiento de materiales



experimenta un incremento continuo asociado al aumento de la poblacion, las reservas no tradicionales
de metales, tales como los materiales o productos en uso, los almacenados, o descartados a lo largo de
los afios por empresas e individuos seran fundamentales como fuentes de metal en las proximas décadas
Estamos entrando en una época de transicion en la que pasaremos de depender exclusivamente de las

reservas virgenes a una dependencia casi total del metal reciclado.

El empleo extendido de metales en la industria, la agricultura, y en infinidad de objetos de uso cotidiano,
ha incrementado nuestra exposicién a ellos: no solo involucran a aquellos trabajadores cuyas actividades
estan relacionadas con los metales, sino que afecta a toda la sociedad ya sea como consumidores de
productos o por la contaminacién ambiental. Por otra parte, las estadisticas recogidas por las Naciones
Unidas muestran un claro incremento de las poblaciones urbanas en detrimento de las rurales (10).
Desde un punto de vista ambiental y de la salud, las actividades desarrolladas en las ciudades producen
emisiones de contaminantes diversos, tanto metalicos como de sustancias organicas, transformando al
ambiente urbano en uno particularmente susceptible a la degradacion y contaminacion. Entre las
principales fuentes de emision de metales que encontramos en un ambiente urbano podemos mencionar
las vinculadas con el transito automotor (uso de combustibles fésiles, desgaste de neuméticos y otras
partes de los automoviles, pérdidas de aceite, etc.), actividades industriales, disposicion de residuos
(incineracion y rellenos sanitarios), y la corrosién de materiales empleados en la construccién. En general,
los metales en las ciudades provienen de emisiones a la atmosfera, que luego tienden a adherirse a
material particulado, que se depositard a su vez sobre el suelo y las aguas. La dispersion y distribucion de
los metales dependera notablemente del tamafio de las particulas ya que sedimentaran o se relocalizarédn
por accion de los vientos, lluvias y escorrentia superficial (11). En el pasado, los estudios de la presencia
de metales en suelos y aguas de ambientes urbanos estaban en general limitados a metales de
reconocida relevancia ambiental: el plomo, usado como antidetonante en los combustibles y como
pigmento en la fabricacion de pinturas fue uno de los més estudiados, junto con metales tales como
cadmio, cobre, mercurio y cinc. Con la eliminacion del plomo de la formulacién de las naftas y pinturas, y
el reemplazo de las cafierias de plomo por otros materiales, la atencién migrd hacia otros metales, cuya
presencia en el ambiente aparece vinculada al desarrollo tecnolégico. Asi, por ejemplo, desde que se
incorporaron los convertidores cataliticos en los automéviles para transformar productos de la combustién
incompleta en los motores (hidrocarburos, CO y éxidos de nitr6geno) en sustancias menos téxicas,
entraron en juego los elementos del grupo del platino, fundamentalmente Pt, Pd y Rh, usados como
catalizadores de estas reacciones. La presencia de estos elementos se analiza en la atmdsfera urbana

para monitorear la calidad del aire. Por ejemplo, las concentraciones medidas en muestras de material



particulado (PM,g) recogidas en aire de diversos puntos de la ciudad de Buenos Aires durante una

camparia en 2006 resultaron entre 2,3 y 47,7 pg.m= para el Pty entre 0,3 y 16,8 pg.m-3 para el Rh (12),
valores por debajo de los considerados peligrosos, pero considerablemente superiores a los de una
atmésfera rural. Otro claro ejemplo del aumento en la variedad de materiales requeridos por las
sociedades tecnoldgicas es la industria electronica: los circuitos electrénicos fabricados en la década de
1980 contenian 11 elementos, mientras que los del afio 2000 hacian uso de unos 60 elementos (13), en
tecnologias que se vuelven obsoletas cada vez mas rapido, generando un nuevo tipo de residuos: la
basura electronica. Por lo tanto, ademés del incremento continuo del volumen de metales extraidos,
aparece un nuevo factor de complejidad debido al aumento en la diversidad de materiales requeridos y
utilizados. De los mas de 80 elementos clasificados como metales o metaloides, s6lo se ha caracterizado
la toxicidad en seres humanos de unos 30. Por supuesto, los estudios sobre la toxicidad de los elementos
menos frecuentes iran en aumento en la medida en que la exposicién a los mismos se incremente con el
uso en nuevas aplicaciones tecnolégicas tales como sintesis de drogas, microelectrénica, nanotecnologia
u otras tecnologias emergentes. Por sus propiedades fisicas y quimicas unicas, el uso de las tierras raras
(La, Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, Tbh, Dy, Ho, Er, Tm, Yb, Lu e Y) presenta un incremento continuo en
aplicaciones tecnolégicas. Por ejemplo, el escandio es un ingrediente invaluable en las celdas de
combustible sélidas y en aleaciones de aluminio; el neodimio es imprescindible en la fabricacion de
imanes permanentes, el ytrio se emplea en semiconductores y en la tecnologia laser. Las innovaciones
tecnolégicas influyen en la demanda de las tierras raras (14); en la medida en que su consumo aumente,
seguramente comenzaran a interesar sus aspectos toxicoldgicos y el monitoreo de su presencia en el

ambiente.

La escasez de agua

Al pensar en la escasez de agua, probablemente lo primero que venga a nuestras mentes sean imagenes
de sequias, intensificadas por el cambio climético global. Sin embargo, y en particular para quienes
habitamos en ciudades situadas sobre las margenes de rios caudalosos, probablemente éstas sean
imagenes de problemas lejanos y no tomemos plena conciencia de que estamos enfrentando una seria
crisis debida al enorme incremento del consumo de agua. En cada &rea donde exista un uso intensivo del
agua — agricultura, industrias, grandes ciudades — la demanda de agua aumenta sin cesar. El consumo
global del agua se triplico entre 1950 y 1992 (4340 km3 anuales) (15) y continla aumentando. Durante
décadas la respuesta a la mayor demanda de agua ha sido extraer mas agua subterrdnea, construir mas

embalses para controlar las inundaciones y sequias, obtener mas energia eléctrica, mas agua para riego



y las actividades productivas, mas agua potable... Sin embargo existen limites a este suministro de agua
en constante expansion, que comienzan a hacerse cada vez mas visibles: el agua subterrdnea se agota,

los lagos disminuyen su superficie, desaparecen humedales, las aguas estan contaminadas...

Cubrir las necesidades de agua de la poblacion enfrentando limites en su disponibilidad, ya sean de
caracter econémico, ecologico y/o politico, nos esta obligando a desarrollar una nueva relacion con el
aguay su uso. Histéricamente, hemos manejado al agua como un recurso inagotable, mas que a un
sistema altamente complejo y vulnerable que sustenta la vida en el planeta. Hoy en dia es fundamental
gue busquemos formas mas eficientes de usar y cuidar el agua. La presencia de metales en el agua es

uno de los aspectos que deben ser considerados.

Los metales y el agua: biodisponibilidad

Los sistemas naturales presentan una gran complejidad: lo habitual es encontrar minerales en contacto
con una fase acuosa y otra gaseosa, siendo raro el sistema que no incluya una porcion de biosfera. El
manejo de las reservas naturales requiere conocer y poder modelar el comportamiento de los metales
ecolégicamente activos como para poner en marcha procesos de restauracion a largo plazo de estos
sistemas. Las decisiones de manejo de los mismos dependen de preguntas clave que involucran entornos

guimicamente complejos en las interfases agua — material geolégico — biota.

Se sabe desde hace décadas que la materia organica disuelta (MOD) en el agua influye en los ciclos
biogeoquimicos de los metales, al modificar el destino y transporte de los mismos en el medio acuatico.
En las aguas, los metales tienden a presentarse formando complejos con la materia organica, con
ligandos inorganicos, asi como con ligandos de origen antropogénico. Una de las ideas directrices en el
estudio de la toxicidad de los metales en el medio acuatico es que la forma de metal libre (acuocomplejo)
o la que aparece formando complejos débiles con ligandos inorganicos, es biodisponible, y por ende,
representa la fraccion toxica. Si bien alin queda mucho por investigar en estos sistemas naturales, es
sabido que las sustancias himicas tienen un rol muy importante en la especiacién de los metales, sobre
todo por su abundancia. Las sustancias hiumicas poseen estructuras complejas no repetitivas,
conteniendo grupos funcionales carboxilo y fenoles que pueden actuar como ligandos fuertes o

moderados de metales. Las constantes de estabilidad de los ligandos inorganicos (Cl-, HCO3-, OH-, SO,~,

por ejemplo) son menores, formando complejos labiles. La MOD, en cambio, posee un amplio rango de
masas molares, con solubilidades y reactividades variables. Las constantes de estabilidad de los

complejos formados por la materia organica y los metales pueden agruparse en dos grandes familias: una



asociada a los carboxilos, cuyos pKas estan alrededor de 3,8 -4,4 y otra a grupos fendlicos de pKas
alrededor de 8,6 — 7,9. Por lo tanto, a pesar de la heterogeneidad de las estructuras, el enlace con los
protones y los metales se modela teniendo en cuenta estas familias claramente distinguibles. Uno de los
modelos més utilizados para predecir la toxicidad de los metales en el medio acuético es el modelo de
ligando bidtico (MLB). Este modelo permite calcular la fraccion de metal que no esta asociada a la MOD
(biodisponible) teniendo en cuenta el pH, la concentracion de la MOD vy la dureza del agua (16). Como
consecuencia de esta capacidad de interactuar con los metales, la materia organica presente en las
aguas con frecuencia controla la especiacion de los metales, altera la carga superficial de las particulas,
se adsorbe sobre las superficies minerales alterando las reacciones de disolucion, precipitacion, redox y
fotoquimicas (17). La materia organica también tiene un rol fundamental en la cinética de reacciones
ambientalmente importantes. A pesar de que el modelo de ligando bidtico es utilizado frecuentemente con
fines regulatorios, se debe tener en cuenta de que se trata de un estimador que no tiene en cuenta las
caracteristicas particulares de la materia organica, ni la presencia de ligandos antropogénicos que pueden
conducir a una elevada movilizacién de los metales en aguas que sufran un fuerte impacto por las
actividades humanas, subestimando la capacidad complejante del medio (18). Si bien la mayoria de los
modelos de interaccion de los metales con el medio acuatico se basan en parametros termodinamicos,
existen también modelos mas complejos que contemplan los procesos hidrodinamicos, de transporte
difusivo y aspectos cinéticos, definiendo una especiacion dinamica en las interfases (19). Dado que los
sistemas vivos interactian con los metales, resulta de interés evaluar el comportamiento de especies
acuaticas por ser las que sufren una mayor exposicion por estar en constante contacto con aguas
conteniendo metales. El estudio de las interacciones de superficies bacterianas con metales resulta
particularmente importante por la posibilidad de retener (20), liberar (21) o transformar (22, 23) los
metales presentes en el agua y sedimentos. La capacidad complejante de un sistema, definida a través
de la concentracion de ligandos y de las constantes de estabilidad, es un pardmetro de utilidad al evaluar
la las diferentes formas quimicas en las cuales se pueden encontrar los metales en el medio acuético (24,

25), asi como la aplicabilidad de sistemas de biotratamiento de efluentes que contengan metales (26, 27).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas se pueden definir como materiales que poseen al menos dos dimensiones entre 1y
100 nm. Estos materiales poseen propiedades Unicas y reactividades elevadas que no se observan en
materiales de la misma composicion, pero de mayor tamafio de particulas, o en las especies solubles. Las

propiedades especificas de las nanoparticulas se relacionan con su gran superficie especifica, y por lo



tanto, con la gran cantidad de atomos ubicados en la superficie del material y con la elevada proporcion
de imperfecciones en la estructura cristalina en relacion a la superficie expuesta. Si bien asociamos el
concepto de nanoparticulas a avances tecnolégicos, las nanoparticulas son componentes naturales
presentes en el agua, aire y suelo debido a numerosos procesos biolégicos y geoldgicos como las
erupciones volcanicas. Por ejemplo, hay registros de la presencia de nanoparticulas en hielos polares de
10.000 afios de antigliedad, probablemente provenientes de procesos de combustidn que llegaron hasta
estas areas por deposicién desde la atmdsfera. Por otra parte, muchas entidades biolégicas tales como
proteinas, acidos nucleidos, virus, material de degradacion que comprende a los acidos humicos y acidos
fulvicos caen dentro de la categoria de nanoparticulas. Si bien la cantidad y diversidad de las
nanoparticulas de origen natural es muy grande, el tremendo impulso comercial de los ultimos afios ha
hecho que se multiplique la aparicion de nanoparticulas sintéticas, producidas por la industria de la
nanotecnologia, en rapida expansion. ¢ Por qué nos preocupan estas nanoparticulas sintéticas, si vivimos
en un entorno donde abundan materiales naturales cuyas dimensiones son las de las nanoparticulas? Las
particulas nanométricas naturales en general tienen tiempos de vida cortos en el ambiente, ya que
desaparecen por disolucién o por formacién de aglomerados mayores. En cambio, las nanoparticulas
sintéticas fueron disefiadas para ser persistentes, ya sea a través del uso de recubrimientos o por
agentes fijadores; ademas pueden contener compuestos en formas estructurales que no existen
naturalmente y cuya interaccioén con los seres vivos puede ser diferente a la que se conoce para otras
formas quimicas. La produccion y usos cada vez mas amplios y difundidos de este tipo de materiales
(Tabla II) sin dudas causara la liberacion de nanoparticulas al ambiente, donde podran interactuar con los
componentes bidticos y abibticos de los ecosistemas. A pesar de los innegables beneficios de incluir
nanoparticulas en la formulacién de productos de consumo, pueden generar nuevos riesgos ambientales

(28).

Tabla Il: Algunas aplicaciones comerciales de ejemplos de nanopatrticulas sintéticas basadas en metales

y O6xidos metalicos (29).

Oxidos metélicos |[TiO2 Cosmeética: productos de ciudado de la piel, protectores solares

|En celdas solares, pinturas y recubrimientos

|En sistemas de tratamientos de efluentes:

AI203 |Pu|ido de material éptico, cosméticos, textiles




ZnO IEn productos para el cuidado de la piel: protectores solares,

productos demagquillantes, desodorantes.

|Recubrimientos de botellas, pulido de superficies.

Ce02 Como catalizador en combustibles diesel para mejorar la calidad de
las emisiones; en sensores de gases, celdas solares, en

aplicaciones metallrgicas y fabricacion de vidrios y cerdmicas.

Quantum dots metales o En medicina: imagenes y terapias dirigidas; en celdas solares y
semiconductores [fotovoltaicas, tintas de seguridad, telecomunicaciones.
(CdSe, InP,
ZnSe, por
ejemplo)
Metales |Fe° Tratamiento de aguas, sedimentos y suelos para eliminar nitratos y
contaminantes orgénicos, plaguicidas bifenilos policlorados (PCBs).
AQP° Como bactericida en textiles, apdsitos para heridas, juguetes, filtros
de aire, pastas dentales, productos para bebés, maquinas lavadoras
y aspiradoras.
Au® coloidal |En terapias para ciertos tumores, marcadores inmunocitoquimicos,
Como catalizador

En tintas y peliculas flexibles y conductoras

Las nanoparticulas son sintetizadas para alguna aplicacién particular; la busqueda de ciertas propiedades
fisicoquimicas (tales como la solubilidad, transparencia, color, conductividad eléctrica, capacidad
catalitica, reactividad, capacidad de permanecer dispersas o de formar aglomerados, por ejemplo)
dependeran de su composicion, tamafio y de su estructura superficial. Esta flexibilidad que torna tan
interesantes a las nanoparticulas desde el punto de vista de su aplicacion, también es el origen de la
preocupacion por sus posibles efectos sobre el ambiente y la salud. En vista del incremento de la
produccion, uso y descarte de materiales nanoparticulados, aumentara la exposicion a los mismos. La
evaluacion de los riesgos que ello implica a la salud humana y al ambiente requiere conocer y
comprender su comportamiento para estimar sus potenciales efectos ecotoxicoldgicos. Es fundamental
poder estimar la liberacién y destino de las nanoparticulas en el ambiente, su toxicidad, asi como generar

materiales de referencia y definir protocolos de analisis y ensayos de toxicidad que tengan en cuenta las



particularidades de estos materiales. Aunque en la literatura cientifica comienzan a aparecer estudios de
este tipo, la informacion aun es muy fragmentaria e insuficiente. La Comunidad Europea ha recomendado
gue toda evaluacion se realice caso a caso (30), ya que aun no existen pruebas representativas ni
posibles generalizaciones, ni siquiera dentro del estudio de un tipo de nanomaterial en particular.
Tampoco esté claro si los ensayos ecotoxicolégicos habitualmente empleados para sustancias en
disolucién son aplicables a los materiales nanoparticulados, ni existen protocolos estandarizados para
definir, por ejemplo, la dispersion de estas particulas; no esta definido si se requieren ensayos especificos
segun las nanoparticulas estén aglomeradas o dispersas, ya que pueden existir diferencias (eco)
toxicol6gicas segun la relacion superficie /masa, caracteristicas de las superficies y cantidad de
impurezas, todas caracteristicas dependientes del proceso de produccion especifico (31). Por otra parte,
en el medio acudtico, las nanoparticulas interactan con la materia organica disuelta, modulando su
reactividad. Es esencial que se avance en el estudio de estas interacciones con la MOD y de su influencia
en el transporte, transformaciones, biodisponibilidad y toxicidad de los nanomateriales para comprender

su comportamiento en el ambiente.

Conclusiones

Los avances tecnolégicos y el aumento de la poblacién influyen en nuestra relacion con el entorno. Los
metales son una evidencia sumamente interesante de como estamos transformando el medio en el cual
vivimos: por una parte, las reservas de los metales de uso extendido se estan agotando en la litésfera, y
no esta lejos el momento en que la Unica alternativa de disponer de materia prima sera el reciclado de los
metales en uso. También es evidente que los nuevos desarrollos tecnolégicos introducen nuevos
interrogantes, tanto cientificos, sociales como politicos. Las especies a estudiar en monitoreos de aire,
agua y/o suelo van variando a medida que se introducen nuevas tecnologias que emplean una mayor
variedad de elementos en sus productos; las reservas de metales tales como el litio y las tierras raras
cobran valor estratégico; es necesario desarrollar mas y mejores sistemas de tratamiento de efluentes y
residuos y sistemas de produccion mas limpios. Los seres humanos y la biota en general estamos
expuestos cada vez mas a sustancias cuyas caracteristicas toxicoldgicas son poco conocidas, tales como
las tierras raras, o los materiales nanoparticulados. Las actividades humanas alteran el entorno, y los
estudios sobre la movilidad, transporte, reactividad y destino final de los metales, que fueron extraidos de
su ambiente mineral para entrar en la antroposfera, son fundamentales para entender los riesgos a los
gue estamos expuestos. Hace poco ha sido sugerida la nocion de Antropoceno (32), como una nueva era

geoldgica, que describe la época actual de cambios globales complejos en los cuales los seres humanos



somos protagonistas activos, modificando la Tierra en una escala comparable con algunos eventos del
pasado del planeta. Si bien estos autores se refieren fundamentalmente al aumento de la poblacién
mundial, el uso de combustibles fésiles que permitié la mecanizacion iniciada por la Revolucién Industrial,
la alteracion del paisaje por las megaciudades, la extincién de especies y el calentamiento global para
definir el Antropoceno, los cambios irreversibles introducidos por el uso exhaustivo de metales no son

ajenos a esta idea.
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Resumen

En oposicion al viejo dogma de la libre difusién del AMPc dentro de la célula, hoy en dia
resultados experimentales avalan la existencia de microdominios de AMPc, mantenidos por
barreras fisicas y difusion restringida del nucleétido. La compartimentalizacién de la sefal es
debida fundamentalmente a la familia de proteinas de anclaje AKAP. Originalmente descriptas
como proteinas de anclaje de PKA, las AKAPs tienen la capacidad de orquestar el ensamblado
de complejos multiproteicos con otras proteinas involucradas en la via de senalizacién del
AMPc, como ser ACs, PDEs y Epac. La presencia de las PDE en estos microdominios de
sefalizacion es de fundamental importancia debido a que restringen la libre difusién del
mensajero y limitan su disponibilidad. De esta manera, la compartimentalizacién regula la
localizacion, duracién y amplitud de la sefal, requisitos esenciales para una eficiente
transduccién del estimulo.

Abstract

In opposition to the old dogma of the free diffusion of cCAMP within the cell, today, experimental
results support the existence of microdomains of cAMP, maintained by physical barriers and
restricted diffusion of the nucleotide. Compartmentalization of the signal is mainly due to the
family of anchor proteins AKAP. Originally described as proteins anchoring PKA, the AKAPS
have the ability to orchestrate the assembly of multiprotein complexes with other proteins
involved in the cAMP signaling pathway, such as ACs, PDEs and Epac. The presence of PDEs
in these signaling microdomains is of fundamental importance because they restrict the free
diffusion of the messenger and limite its availability. Thus, compartmentalization regulates the
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location, duration and amplitude of the signal, essential requirements for an efficient
transduction of the stimulus.

El AMPc como segundo mensajero

A 50 anos de su descubrimiento por Rall y Sutherland [1, 2], el detalle de los
mecanismos que gobiernan la transduccion de sefiales mediada por el AMPc (adenosina
monofosfato-3',5' ciclico) se encuentra todavia en expansiéon. El AMPc ha sido implicado como
mensajero secundario en una gran variedad de procesos bioldgicos entre ellos metabolismo,
expresion génica, proliferacion, diferenciacién y apoptosis [3-5]. La unién a receptores de
membrana asociados a proteinas G (GPCR) de ligandos tan diversos como hormonas,
neurotransmisores y agentes odorantes [6, 7], promueve la activacion de proteinas G que
estimulan la produccion de AMPc por parte de varias isoformas de adenilil ciclasas (AC) [8]
(Figuras 1A y B). El aumento de estos niveles intracelulares de AMPc es negativamente
regulado a través de su hidrélisis a 5-AMP por fosfodiesterasas (PDE) [9], una familia de
enzimas multigénicas que juegan un importante rol en la transduccion de la sefal, al limitar la

disponibilidad del nucleétido ciclico (Figuras 1Ay B).
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Figura 1. Sintesis y Degradacion de AMPc
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Efectores del AMPc

La quinasa dependiente de AMPc (PKA) fue identificada a fines de la década del 60
[10] y representd durante mucho tiempo el Unico blanco conocido para AMPc en células de
mamifero [11]. En su estado inactivo, PKA es una holoenzima tetramérica compuesta por dos
subunidades regulatorias (R) y dos subunidades cataliticas (C), de las cuales se han logrado
identificar , CB,a, RIIB) y varias subunidades C (Ca, RIB, Rllavarias subunidades R (Rl ). La
union de dos moléculas de AMPc a las subunidades regulatoriasyC resulta en la liberacién de
las subunidades cataliticas, las cuales poseen varios blancos celulares [4] (figura 2).
En los ultimos 15 afos se han identificado nuevos efectores del AMPc, como los canales
cationicos dependientes de AMPc (CNG) [12] y la proteina intercambiadora dependiente de
AMPc (Epac) [13] (figura 2).

Identificados originalmente en fotoreceptores de retina y neuronas olfatorias, los
canales cationicos dependientes de nucle6tido, son canales no selectivos compuestos por
heterotetrameros de dos o tres tipos de subunidades distintas (4 subunidades de tipo Ay 3 de
tipo B) que poseen sitios de unién a nucleétido [12].

Existen 2 isoformas de Epac, Epacl y Epac2 [14], ambas poseen dominios de
reconocimiento capaces de unir una molécula de AMPc, induciendo cambios conformacionales
que llevan a la exposicién del sitio catalitico, con el consecuente reconocimiento y activacion de
GTPasas de la familia de Ras, Rap1 y Rap2 [14, 15] (fig. 2).

Dependiendo del tipo celular, expresion de isoformas y localizacién, dos de los
efectores del AMPC, PKA y Epac, pueden actuar de manera independiente, tener funciones
opuestas o converger sinérgicamente en la regulacion de una funcién celular especifica [16].
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Figura 2. Efectores del AMPc.
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Compartimentalizacion de la sefial mediada por AMPc

Una gran diversidad de ligandos posee la capacidad de inducir la produccién de un solo
tipo de mensajero secundario, el cual a través de la activaciéon de un limitado niumero de
efectores logra una precisa regulacién de funciones celulares especificas [3-5, 11]. Surge
entonces la pregunta: ¢Cual es el mecanismo a través del cual un Unico mensajero logra una
sefial intracelular especifica que produce solo la respuesta celular apropiada?
En oposicién al concepto original de la libre difusion del AMPc dentro de la célula [17], que
llevaria a la activacion no selectiva de efectores, existen pruebas experimentales que indicarian
que la difusiéon del AMPc se encuentra restringida [18, 19]. La compartimentalizacién espacial
de proteinas que producen, son blanco y degradan AMPc, explicaria la gran especificidad y
eficiencia de transduccion. En esta compartimentalizacién son de fundamental importancia
interacciones proteicas entre efectores y moléculas de anclaje, que seran la base de la
formacién de microdominios subcelulares que regularan la localizacion, duracion y amplitud de
la sefal. Las principales proteinas de anclaje que organizan la compartimentalizacién de
complejos multiprotéicos y coordinan una respuesta localizada y especifica, son las proteinas
de anclaje de quinasa A (AKAP) [20].

Localizacion de Isoformas de PKA

Identificadas originalmente por co-purificacién con la subunidad regulatoria de PKA
[21], las AKAPs tienen la capacidad de localizar PKA en distintos compartimientos subcelulares
(tabla 1) [20]. Ha sido demostrado que distintas isoformas de PKA (PKA-RI y PKA-RII)
presentan funciones biolégicas no redundantes, al poseer propiedades bioquimicas y
localizacion subcelular diferencial [21]. En ensayos con cardiomiocitos, empleando la
Transferencia de Energia por Resonancia de Fluorescencia (FRET), fue comprobado que la
localizacion subcelular de las isoformas de PKA se debe su interaccién con diferentes
isoformas de AKAPs, y que distintos “pooles” de AMPc permiten modular la fosforilacion de un
subconjunto especifico de blancos de PKA [22].

Formacion de Microdominios

En la actualidad, la familia de proteinas AKAP cuenta con 43 miembros, los cuales se
encuentran invariablemente asociados a membranas o fracciones celulares particuladas (tabla
1). Su caracterizacién ha permitido establecer que no solo la sublocalizacion de las isoformas
de PKA esta determinada por AKAPs, sino que éstas, ademas, tienen la capacidad de
conformar una plataforma de ensamblaje para otros componentes protéicos involucrados en la
sefalizacion mediada por AMPc.

La primera linea de accion en la respuesta mediada por AMPc son los receptores de
membrana acoplados a proteina G. En células HEK, se ha demostrado que AKAP5 y AKAP12
interaccionan con el receptor B2-adrenérgico [23], mientras que receptores (1-adrenérgicos,
por su parte, interaccionan con AKAP79 y PKA forman un complejo ternario involucrado en el
reciclado y resensibilizacion del receptor [24].
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Asimismo, isoformas de la AC han sido identificadas formando parte de complejos con
AKAPs, entre ellos AKAP79, mAKAP y Yotiao [25]. En cerebro y corazén de rata, Yotiao
interacciona especificamente con las isoformas 1, 2, 3 y 9 de la AC, observandose una
regulacién negativa de la isoforma 2 [26]. Por su parte, mAKAP recluta a la AC5 [27] que a su
vez interacciona a través de su N terminal con proteinas G heteroméricas [28].
Como se mencionara anteriormente, la degradacion del AMPc se realiza exclusivamente a
través de las PDEs. La localizacién subcelular de estas enzimas, en proximidad a las ACs
encargadas de la sintesis del AMPc, es de vital importancia en la compartimentalizacién de la
sefal, ya que las PDE seran las encargadas de restringir la libre difusion del nucleétido. En
concordancia con lo observado para las isoformas de PKA, se demostré que isoformas de PDE
se localizan en distintos compartimientos y que esta localizacién diferencial es determinante
para la compartimentalizacién de la sefalizacion mediada por AMPc [29]. En ensayos de FRET
se observo que la estimulacion de receptores B-adrenérgicos generan multiples microdominios
con elevadas concentraciones de AMPc que activan especificamente un subconjunto de
moléculas de PKA ancladas a través AKAPs a tubulos T, y que la difusién del nucleétido fue
efectivamente regulada por PDEs [30]. Sumado a esto, ha sido demostrada la participacion de
PDEs en complejos formados por PKA-AKAP. En cardiomiocitos, PDE4D3 interacciona con
mAKAP-PKAII [31]. Por su parte, AKAP450 colocaliza a PKA y PDE4DS3 en el centrosoma de
células de Sertoli [32]. Y en linfocitos T, donde AMPc esta involucrado en activacion, PDE4A
interacciona con AKAP149, AKAP95 y MTG; y PDE7A con MTG [33].

Microdominios con un mayor nivel de complejidad se observaron con el ensamblado de
complejos multiproteicos como el formado en células HEK por AC8, PDE4, PKA y AKAP [34,
35]. Otro macrocomplejo ensamblado por AKAPs incluyd a mAKAP, PKA, PDE4D3 y a un
segundo efector del AMPc, Epaci1. En este caso, se observo que la activacion de ERKS5, que
forma parte del complejo por interaccién con PDE4D3, puede fosforilar e inhibir a la PDE,
llevando a un aumento en la concentraciéon de AMPc (figura 3A). Al mismo tiempo, PDE4D3
recluta a Epac, que a través de Rap1, modula negativamente la activacién de ERKS5 (figura 3B).
Ademas, se comprobd que la fosforilacién dependiente de PKA lleva a la disminucién de los
niveles locales de AMPc, a través de la activacion de PDE4D3 (figura 3C)[36].
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Recientemente, los grupos de Altschuler [37] y Bos [38], demostraron que Epaci
interacciona a través de su N terminal con miembros de la familia de proteinas ezrin-radixin-
moesin (ERM). Al igual que ocurriera con el complejo formado por mAKAP, radixin tiene la
capacidad de colocalizar PKA y Epac en un mismo microdominio, y coordinar la activacién de
ambos efectores del AMPc. Se observé que la deslocalizacion de Epac de este microdominio
resulté en la inhibicién de la proliferacion mediada por TSH en células de tiroides de rata [37] y
la adhesion en células Jurkat [38]. Sumado a esto, fue demostrada la localizacion de AC
activas en los clusters formados por PKA y Epac [37].

La proliferacion mediada por TSH de células de tiroides es un modelo clasico de
modulacién por AMPc. En el mismo, PKA y Epac actlan sinérgicamente para mediar los
efectos mitogénicos del AMPc. Ambas vias convergen en la GTPasa Rap1b, a través de la
fosforilacion mediada por PKA en la serina 179 de Rap1b y el intercambio GDP/GTP inducido
por Epac. Activacién y fosforilacion resultaron ser requisitos excluyentes para obtener una
respuesta mitogénica completa [39]. De esta forma, el efecto mitogénico mediado por el AMPc
resulta ser un claro ejemplo donde el ensamblado de microdominios conteniendo todos los
componentes de esta respuesta, podria explicar la eficiencia y especificidad en la transduccion

de la senal (figura 4).
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Figura 4. Microdominio involucrado en la proliferacion de células de tiroides de rata. Radixin,
proteina puente entre la membrana plasmatica y el citoesqueleto, recluta a los dos efectores
del AMPc, PKA y Epac, los cuales colocalizan con AC activas. El aumento de los niveles de
AMPc por estimulacion local por TSH lleva conduce a la activacién (via Epac) y fosforilacion
(via PKA) de Rap1b, eventos estrictamente requeridos para transducir una completa senal
proliferativa. Adaptado de Hochbaum, D., et al., Radixin assembles cAMP effectors Epac and
PKA into a functional cAMP compartment: role in cAMP-dependent cell proliferation. J Biol
Chem, 2011. 286(1): p. 859-66.

Conclusién

El desarrollo de nuevas tecnologias que permiten el estudio de interacciones entre
proteinas y su localizaciéon subcelular, ha permitido obtener pruebas experimentales como para
establecer el concepto de la compartimentalizacion de la sefial como mecanismo de
transduccion sobre el viejo dogma de la libre difusion del AMPc. Hoy en dia, esta claro que una
sefal intracelular especifica y eficiente, que produzca una apropiada respuesta celular estara
mediada por microdominios del AMPc que contengan la mayor cantidad de los componentes

de la via.
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Tabla 1. Nomenclatura y localizacion subcelular de variantes de splicing, isoformas y ortologos

de AKAPs, y moleculas asociadas.

AKAP IMoleculas Asociadas Localizacion
AKAP-Lbc
Brx PKD 14-3-3 . .
Citoesqueleto Actina
proto-Lbc PKCn LC3 i
i Citoplasma
Onco-Lbc Rho a-Catulin
AKAP13
AKAP18 (a, B, Y, 8) CaVvi.1/1.2 AQP2 i
Membrana Plasmatica
AKAP15 PLB NaV1i.2a i i
Citosolico y Nuclear
AKAP7 PDE4D 5-AMP
PKC
B1-AR
GluR1
SAP97
AKAP79 mGluR1/5 i
PSD-95 Membrana Plasmatica
AKAP150 AC5/6 .
PP2B Densidades
AKAP75 KCNQ2 . .
i CaV1.2 Postsinapticas
AKAP5 Kir2.1
ASIC1a/2a
TRPVA
NMDAR
IQGAP1
VHL
PDE4D3
i RyR
mAKAP Nesprin-1a
NCX Envoltura Nuclear
AKAP100 Epac . .
MEK/ERK5 |Reticulo Sarcoplasmatico|
AKAP6 PDK1
. AC5
Siah2
HIF-1a
Gravin (a,B,y) PKC L
Membrana miristoilada
AKAP250 B2-AR i
. Citoesqueleto
AKAP12 CyclinD
D-AKAP1
AKAP84
PP1 AMY-1
S-AKAP84 . .
PTPD1 HIV-1 RT Mitocondria
AKAP121 i i i
Lamin B mRNA Reticulo Endoplasmatico
AKAP140
PDE7A RSK1
AKAP149
PP2Ac
AKAP1
CG-NAP
X CK1
Yotiao PP1
PDE4D3
Hyperion NMDAR PKN Centrosoma
AKAP350 KCNQ1 Golgi
GCP2/3 i
AKAP450 IP3R oLIC Membrana Plasmatica
AKAP120 PKCe
PP2A
AKAP9
Varp CD44
S100P L
Rab32 ICAM-1/2 Miofilamentos
WWOX
RhoGDI
Desmin
Myospryn Dysbindin Prenilacion N-terminal
Dystrophin
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Pericentrin PKC Tubulin Centrosoma
Grb2
Tubulin
MAP2 Myosin Vlla
F-actin Microtubulos
AB,C,D Fyn
Src
CaVv1.2
AKAP220 PP1 GABACR
Vesiculas
AKAP11 GSK3p AQP2
Ezrin CFTR
FAK
AKAP78 EBP50 . Citoesqueleto Actina
Merlin
EZR NHERF
Condensin
AKAP95 PDE7A helicase
Matris Nuclear
AKAPS8 AMY-1p68 MCM2
RNA

Adaptado de Welch, E.J., B.W. Jones, and J.D. Scott, Networking with AKAPs. Molecular
Interventions. 10(2): p. 86-97.
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Resumen

La presencia de contaminantes emergentes o recientemente identificados en nuestros recursos
hidricos es motivo de preocupacion para la salud y seguridad en el ambiente. Las plantas
convencionales de tratamiento de aguas residuales o para uso potable no estan disenadas
para eliminar estos tipos de contaminantes. Estos contaminantes emergentes comprenden los
productos farmacéuticos, del cuidado personal, surfactantes, aditivos industriales,
plastificantes, plaguicidas y una gran variedad de compuestos quimicos que aunque se
encuentran en bajas concentraciones son capaces de alterar las funciones endocrinas, es por
esa razén que han llegado a ser en la actualidad un serio problema. El uso de carb6n activado,
oxidacion y reactores membranales se postulan como los tratamientos més eficientes para la
remocion de los contaminantes emergentes los cuales siguen sin estar regulados y
monitoreados por la mayoria de los paises. Este articulo revisa los efectos que generan los
contaminantes emergentes y ademas se discute los tratamientos para removerlos del medio
acuatico y contribuir a la solucion de esta problematica medioambiental.

Palabras clave: contaminantes emergentes, tratamiento de aguas, procesos convencionales,

procesos avanzados, procesos combinados.

Abstract

The presence of emerging or newly identified contaminants in our water resources is a concern
for the health and safety in the environment. Conventional wastewater treatment plants or for
potable use are not designed to eliminate these types of contaminants. These emerging
contaminants include pharmaceuticals, personal care, surfactants, industrial additives,
plasticizers, pesticides and a variety of chemical compounds that are even in low concentrations
can alter endocrine functions, it is for this reason they have come to currently be a serious
problem. The use of activated carbon, oxidation and membrane reactors are postulated as the
most effective treatments for the removal of emerging contaminants which are still not regulated

and monitored by most countries. This article reviews the effects generated by emerging
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contaminants and also discusses the treatments to remove these contaminants from the aquatic
environment and thus contribute to the solution of this environmental problem.

Keywords: emerging contaminants, water treatment, conventional processes, advanced
processes, combined processes.

Introduccién

Con el desarrollo de la tecnologia se han producido muchos compuestos quimicos
sintéticos, 1o que ha generado un incremento en el nimero de contaminantes que son
considerados un potencial amenazador para el ambiente y todo organismo vivo. Hoy en dia se
habla de contaminantes emergentes y se refiere a productos farmacéuticos, del cuidado
personal, surfactantes, aditivos industriales, plastificantes, plaguicidas y una gran variedad de
compuestos quimicos que alteran las funciones endocrinas. Estos compuestos se encuentran
en bajas concentraciones (generalmente en partes por millén o partes por trilléon) y la mayoria
siguen sin estar regulados o reglamentados por la mayoria de los paises (Kuster et al., 2008).

Una de las principales fuentes de contaminantes emergentes son las aguas residuales
que no reciben ningun tratamiento y los efluentes de plantas tratadoras de aguas, las cuales no
estan disefladas para tratar este tipo de sustancias, por lo que una alta proporcién de estos
compuestos y sus metabolitos no sufren ningin cambio y entran con una gran toxicidad al
medio acuético, como acuiferos y sistemas marinos entre otros (Dougherty et al., 2010).

Los contaminantes emergentes son de gran interés cientifico, ya que sus emisiones en
el medio ambiente puede aumentar la presencia de bacterias resistentes (Daughton et al.,
1999), ademas debido a sus propiedades fisico-quimicas (alta solubilidad en agua y poco
biodegradable) son capaces de llegar a cualquier medio natural y representar un grave riesgo
para el consumo de agua potable (Janssens et al.,, 1997; Knepper et al., 1999).

En este articulo se revisan los efectos en la salud que pueden generar los
contaminantes emergentes y de igual manera se discuten las alternativas propuestas para la
eliminacion de estos compuestos contenidos en aguas residuales.

Efectos de los contaminantes emergentes

Los compuestos emergentes presentan efectos significativos alterando al sistema
endocrino y bloqueando o perturbando las funciones hormonales, afectan a la salud de los
seres humanos y de especies animales aun cuando se encuentran en tan bajas
concentraciones. Para el caso del compuesto bisfenol A el cual es utilizado en la fabricacion de
resinas epoxicas y plasticos policarbonatos (para empaques de alimentos y agua) ha
manifestado efectos estrogénicos en ratas (Dodds et al., 1998) y hormonales que aumentan el
riesgo de cancer de mama en humanos (Krishnan et al., 1993), ademas se ha reportado que
actla como un antiandrégeno causando efectos secundarios feminizadores en hombres
(Sohoni et al., 1998). Los ftalatos o ésteres de ftalato utilizados como plasticidas en plasticos
como PVC, han provocado complicaciones en embarazos (IEH, 2005). De igual manera se ha
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reportado que el diclofenaco afecta a los tejidos de las branquias y de rifones en peces de
agua dulce, lo que sugiere un posible riesgo para este tipo de poblaciones (Hoeger et al.,
2005). Asimismo pesticidas como Dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) ha causado efectos
hormonales provocando adelgazamiento en la cascara de huevo de diferentes especies, dafos
en la funcion reproductiva en el hombre y cambios de comportamiento en humanos (Colborn
et al., 1995). Otro pesticida como el Penconazol es un fungicida que puede afectar la tiroides,
préstata y tamarfio de testiculos (McKinney et al.,, 1994). También la exposicion a compuestos
organoclorados como DDT y bifenilos policlorados (PCBs) ha impactado en la reproduccién y la
funcién inmune de focas causando disminucién de la poblacién (Damstra et al., 2002). Por su
lado, antibiéticos como penicilina, sulfonamidas y tetraciclinas causan resistencia en patégenos
bacterianos (Witte et al., 1998). Aunque estos contaminantes los encontramos en muy bajas
concentraciones sus efectos son significativos, por lo que es necesario implementar adecuados
disenos de tratamientos de aguas para su eficiente remocion.

Remocion de contaminantes emergentes

A lo largo de la historia las plantas de tratamiento de aguas residuales han sido
disefiadas para la eliminacibn de materia organica y ciertos tipos de contaminantes,
especialmente los que se especifican en las normas oficiales. Sin embargo, el estudio de
nuevos contaminantes como los emergentes, los cuales poseen una amplia gama de
propiedades quimicas, requieren de tratamientos avanzados para una segura incorporacion de
las aguas residuales al medio ambiente.

Tratamientos fisicoquimicos

Diferentes tratamientos fisicoquimicos como coagulacion, flotacion y cloracion se han
utilizado para eliminar contaminantes emergentes en aguas residuales. En un estudio realizado
a nivel laboratorio utilizando diversos tratamientos (coagulacion/flotacién, suavizacion con cal,
ozonacién, cloracién y adsorcion con carbén activado granular (CAG)) se analiz6 la eliminacién
de 30 diferentes compuestos farmacéuticos, no se obtuvo una remocién significante (<20%)
con los procesos de coagulacion/flotacién ni suavizacion con cal, pero si un buen resultado con
carbdn activado granular y oxidacion por ozono y cloracién (>90%) (Westerhoff et al., 2005).
Estos resultados concuerdan con Adams et al. (2002), donde compuestos farmacéuticos
(carbadox, salfadimetoxina, trimetroprim) no fueron removidos utilizando coagulantes como
sulfato de aluminio y sulfato férrico. De igual manera en otros estudios, la coagulacion result6
ineficiente para la eliminacién de diclofenaco, carba, azepina, ibuprofeno y ketoprofeno
(Petrovic et al., 2003; Vieno et al., 2006).

Otras investigaciones concuerdan que procesos de adsorcion por carbén activado y
tratamientos de oxidacion son efectivos para remover contaminantes emergentes (Filale et al.,
2004; Westerhoff et al, 2005) y esto se debe a las interacciones hidrofébicas con los
compuestos organicos polares (Ying et al., 2004), aunque diversas causas reducen el alcance
de la separacién por carbén activado, como la competencia por sitios activos en la superficie
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y/o el bloqueo de los poros con otras particulas, sin embargo, resulta ser el adsorbente mas
eficaz, especialmente para aguas residuales que contienen materia organica refractaria y
compuestos no biodegradables. Schafer et al. (2003) utiliz6 CAG y obtuvo la remocién de mas
del 90 % con varios compuestos emergentes. Otro estudio compard coagulacion y adsorcién
por carb6n activado para eliminar estrégenos donde se afirma que este Ultimo proceso resulto
el méas eficiente logrando una remociéon mayor al 90%, incluso mejor que un sistema de
nanofiltracion por membranas (Bodzek et al., 2006)

Por otro lado los procesos de oxidacion por ozono y cloracién resultan ser una buena
alternativa, sin embargo, al reaccionar con diferentes quimicos se pueden generar
subproductos de efectos desconocidos. Estos procesos se recomiendan para una baja carga
de carbono orgénico disuelto (COD) ya que este parametro representa una fuerte influencia en
el proceso (Huber et al., 2006). Los procesos de oxidacion por ozono se caracterizan por el
ataque directo de ozono sobre los compuestos e/o indirectamente por la generacién de
radicales hidroxilo (OH), los cuales se caracterizan por un gran potencial de oxidacion lo que
representa una buena alternativa para el tratamiento de contaminantes (Trujillo et al., 2010).
Aunque los sélidos suspendidos (SS) incrementan la demanda de ozono, la influencia en
general es menor, ya que en un tratamiento dado, una dosis de 5 mg/l es suficiente para altas
concentraciones de SS (Huber et al., 2005).

Procesos bioldgicos

Tratamientos convencionales como sistemas de lodos activados o filtros bioldgicos
percoladores pueden rapidamente convertir diversos compuestos organicos en biomasa que
posteriormente por medio de clarificadores pueden ser separados. Sin embargo no sucede lo
mismo con moléculas como los emergentes. En un agua residual de una planta tratadora en
Suiza se encontraron compuestos como diclofenaco, naproxeno y Carbamazepina, con una
eficiencia de remocién de un 69, 45 y 7% respectivamente (Tixier et al., 2003). También se
realiz6 la degradacion de pesticidas (isoproturon, terbutilazina, mecoprop y metamitrona) a
nivel laboratorio, donde se alcanzé casi el 100% de remocién, pero con un largo tiempo de
adaptacién de los lodos activados. En una planta de tratamiento de aguas residuales
convencional esto representa una desventaja ya que la utilizacion de plaguicidas es realizada
durante un corto periodo y cuando el lodo activado recibe una carga de estos contaminantes no
se encuentra aclimatado para una remocién satisfactoria (Nitscheke et al., 1999). Un largo
periodo de aclimatacion (alrededor de 4 meses) se observé a nivel laboratorio en reactores
batch para la eliminacion del plaguicida 2,4-D, donde se obtuvo practicamente una completa
eliminacion (>99%) (Mangat et al., 1999). En otro estudio se estim6 que cerca del 60-65% de
compuestos nonilfenolicos, que contenia un efluente de una planta tratadora de agua, no
sufrieron transformacion y fueron descargados al ambiente, donde 19% representaban
derivados caboxilatados, 11% de nonilfenol etoxilado lipofilico (NP{EQ) y Nonilfenol dietoxilado
(NP,EQ), 25% de nonilfenol (NP) y 8% como nonilfenol etoxilado (NPEQ) (Ahel et al.,1994).
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Procesos avanzados

Los tratamientos biolégicos se han catalogado como la tecnologia mas viable en el
tratamiento de aguas residuales, sin embargo, solo generan una remocién parcial de
contaminantes emergentes los cuales en la mayoria son descargados en los efluentes de las
plantas tratadoras. Es por esta razén que hoy en dia se busca tecnologia mas eficiente no solo
para el tratamiento de aguas residuales, sino también para agua de consumo. En los ultimos
anos se han estudiado sistemas membranales ya sea bioldégicos (MBRs) o no biologicos
(osmosis inversa, ultrafiltracion y nanofiltracion) y procesos de oxidacion avanzada (POA),
estos sistemas son considerados como los mas apropiados para remover concentraciones
traza de contaminantes emergentes.

Los reactores biolégicos de membrana (MBR) son considerados como una mejora al
tratamiento microbiol6gico de aguas residuales, sin embargo debido a cuestiones econémicas
es limitada su aplicacion como en plantas tratadoras de aguas industriales o municipales. Estos
sistemas presentan considerables ventajas a los tratamientos biol6gicos convencionales debido
a que se genera una baja carga de lodo en términos de DBO, lo que hace que las bacterias se
vean obligadas a mineralizar los compuestos organicos de poca biodegradabilidad, ademas el
largo tiempo de vida del lodo da a las bacterias tiempo suficiente para adaptarse al tratamiento
de sustancias resistentes (Cote et al., 1997). En un estudio se logré6 remover mas del 90% de
nonifenol y bisfenol utilizando tres unidades de MBRs y una unidad externa de ultrafiltracion
seguida de una absorcidon por medio de carbén activado granular (CAG), este sistema fue
implementado para un agua residual proveniente de una planta de lixiviados de residuos
vegetales (Wintgens et al., 2002), en este mismo trabajo también se sugirié como alternativa,
un médulo de membrana de nanofiltracion seguido del tratamiento de MBRs donde se logré la
retencion del 70% de estos compuestos emergentes.

Por otro lado se han utilizado procesos de oxidacion avanzados (POA) como 0zono con
peréxido de hidrogeno (Os/H,O,) para tratar ibuprofeno y diclofenaco, aqui se logé la
eliminaciéon de las del 90% de estos compuestos (Zwiener et al, 2000). También
carbamazepina fue eliminada por completo por un sistema solar combinado de fotocatalisis con
TiO,/H,0, y O3 (Andreozzi et al., 2002). De igual manera se ha utilizado O3 con UV para tratar
fragancias, metabolitos reguladores liquidos, bloqueadores y estrogenos (Ternes et al., 2003).
Usando un reactor a nivel laboratorio se evalu6 la eficiencia de un tratamiento con ozono en la
degradacion de metabolitos NPEO donde el &cido acético nonilfenol (NPE;C) fue
completamente mineralizado, NP en un 80% y en un 50% el NP,EO en tan solo 6 minutos de
tratamiento en todos los casos (lke et al., 2003).

Tratamientos combinados

Los procesos avanzados se postulan como buena opcion para el tratamiento de
contaminantes emergentes sin embargo la desventaja se presenta en cuanto a un alto costo
comparado con los procesos bioldgicos, sin embargo, el uso de un proceso avanzado
utilizandolo como pre-tratamiento o post-tratamiento puede mejorar la biodegradabilidad de
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aguas residuales o lograr una casi completa remocién respectivamente. Se han reportado
diversas investigaciones que contemplan la combinacién de procesos de oxidaciéon con
biolégicos, resaltando su gran potencial ante el problema del tratamiento de aguas
contaminadas dificles o imposibles de remover por procesos convencionales
fisicoquimicos/biol6gicos y con el prometedor objetivo de reutilizar esa agua y contribuir con el
cuidado medioambiental (Gogate y Pandit, 2004; Mantzavinos y Psillakis, 2004).

Para el tratamiento de penicilina se ha implementado ozonacién y perozonacion
(O3+H.0,) a diferentes concentraciones antes de someter un efluente a un tratamiento
biolégico de lodos activados, el resultado de esta investigacion ha sido la remocién del 83% de
DQO no biodegradable (Arslan et al., 2004). De igual manera se realiz6 un tratamiento
satisfactorio de sustancias estrogenas en un proceso combinado de ozonacién y reactor de
lecho mévil después de haberse sometido a un tratamiento convencional de lodos activados
(Gunnarsson et al., 2009). Para el tratamiento de un comun precursor farmacéutico como es el
a-metilfenilglicina se ha utilizado un proceso de foto-fenton adicionado con H,O, como pre-
tratamiento a un reactor de biomasa inmovilizada (IBR) lograndose eliminar hasta el 95% del
COT del cual el 33% corresponde al sistema de oxidacion avanzada y el 62% al tratamiento
biolégico. En este mismo sistema combinado también se estudié la remocién de acido
nalidixico (perteneciente al grupo de los Quinolonas) lograndolo remover totalmente en tan solo
190 minutos (Sirtori et al., 2009).

La degradacién de 4-clorofenol a una concentracion inicial de 400 mg/| se realiz6 en un
sistema de fotocatdlisis heterogénea utilizando TiO, en suspensién como pre-tratamiento a un
sistema biol6gico anaerobio de lodos activados realizado en matraces Erlenmeyer de 250 ml.
Al final del tratamiento combinado se logré una completa mineralizacion del contaminante (Goel
et al, 2010). Una mezcla de cinco pesticidas: metomil, dimetoato, oxamil, cimoxalin y
pirimetanil fue mineralizada en un sistema combinado de oxidacién avanzada y biolégico. Se
utilizé un sistema solar de oxidacion por fotocatalisis con TiO, y foto-fenton en reactores
parabdlicos compuestos para alcanzar la biodegradabilidad de un agua residual en un reactor
de biomasa inmovilizada (IBR), aqui se logré una mineralizacion de mas del 90 % de cada
pesticida y una completa nitrificacion (Oller et al., 2007). Recientemente se ha integrado a nivel
laboratorio un MBR y un fotoreactor con TiO, para degradar carbamazepina (CBZ) en donde la
mayor parte de la demanda quimica de oxigeno (DQO) fue eliminada por el MBR y la oxidacién
fotocatalitica fue capaz de degradar por completo el CBZ (Laera et al., 2011).

Conclusién

Hoy en dia los contaminantes emergentes siguen siendo ignorados y ademas de no ser
monitoreados. Sus efectos adversos en la vida acuatica y humana han sido reportados en
diversas investigaciones, es por eso que el impacto sobre la salud y medio ambiente ha
promovido el estudio de estos contaminantes y sus posibles opciones de remocién con nuevos
sistemas de tratamiento de aguas residuales. Diversos tratamientos han sido aplicados para la
eliminaciéon de estos contaminantes; como adsorcién por carbdn activado, procesos de
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oxidacion (ozono y peroxido de hidrégeno), coagulacién/flotacion, procesos bioldgicos como
lodos activados vy filtracibn por membranas. Los procesos por medio de carbén activado y
membranales han demostrado ser los mas eficientes para la remocion de contaminantes
emergentes. Asi también son varias las investigaciones que demuestran el gran potencial de
los sistemas avanzados para la remociéon de contaminantes emergentes, los cuales son
principalmente utilizados como un pre y/o post tratamiento para obtener un agua con mayor
biodegradabilidad. Desafortunadamente la mayoria de las plantas tratadoras de aguas no
cuentan con estos tipos de sistemas por lo que estos contaminantes emergentes estan siendo
arrojados al ambiente, es por eso la importancia de implementar diversas tecnologias para

lograr un buen tratamiento de estos compuesto y una mejora al medio ambiente.
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Resumen:

El ensayo de micronlcleos y de aberraciones cromosémicas (AC) en médula 6sea permite
registrar in vivo la capacidad de las sustancias quimicas de inducir rupturas cromosoémicas o
interferir la migracion de los cromosomas metafésicos durante la mitosis de células somaticas.
En este articulo tuvimos como objetivo realizar una comparacion entre dos biomodelos murinos
en el ensayo de micronucleos y AC en células de la médula ésea, teniendo en cuenta la
frecuencia basal e inducida con ciclofosfamida (CF). Se utilizaron diez
animales/sexo/grupo/especie, las especies evaluadas fueron ratones BALB/c y ratas Sprague
Dawley (SD). Estos fueron tratados durante 14 dias. Se formaron cuatro grupos uno no fue
inoculado, dos controles se inocularon con sustancias vehiculo y un control positivo fue
inoculado con CF 50 mg/kg por via i.p. Pasado este tiempo se obtuvieron las células de la
médula 6sea y se procesaron para obtener micronlcleos y metafases analizables. En el
ensayo de micronucleos el biomodelo ideal fue el raton BALB/c, teniendo en cuenta los valores
mas bajos de micronlcleos espontaneos y los valores mas altos inducidos, siendo mas
susceptibles que las ratas SD a la CF. Por su parte en el ensayo AC el mejor biomodelo
experimental en cuanto a los indices espontaneos fueron los ratones BALB/c, experimentando
un menor numero de células con aberraciones, pero las ratas SD demostraron ser mas
susceptibles a la CF, induciendo mayor nimero de aberraciones cromosomicas. Este estudio
permitira utilizar el mejor biomodelo murino en ensayos de genotoxicidad y antigenotoxicidad,
aplicable a productos naturales, fdrmacos, vacunas, desinfectantes y otros.

Palabras clave: Ensayo de micronicleos, ensayo de aberraciones cromosémicas, ADN,
ratones BALB/c, ratas Sprague Dawley.
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Comparison between two murine biomodels in the micronuclei and

chromosomal aberration assay in bone marrow cell.

Abstract:

Micronuclei and chromosomal aberration assay in bone marrow cell allow registering in vivo the
capacity of the chemical substances to induce chromosomical ruptures or to interfere the
chromosomes metaphases migration during the mitosis of the somatic cells. The aim of this
work was to compare between two murine biomodels in the micronuclei and chromosomal
aberration (CA) assay in bone marrow cell reporting the basal and induced frequency indexes
with cyclophosphamide. Ten animal/sex/group/species were used; the evaluated species were
BALB/c mice and Sprague Dawley (SD) rats. These were administered during 14 days. Four
groups were formed: a non administered group, two controls with vehicle and a positive control
administered with CF 50 mg/kg by i.p way. Past this time the cells of the bone marrow were
obtained and they were processed to obtain micronuclei and metaphases to be analyzed. In the
micronuclei assay the ideal biomodel was the BALB/c mice, keeping in mind the lowest values
in spontaneous micronuclei and the higher values induced. The results obatained indicated that
BALB/c mice are more susceptible than the SD rats to the CF mutagen. On the other hand, in
the CA assay the best experimental biomodel with lowest spontaneous indexes was the mice
BALB/c, which experienced a smaller number of cells with aberrations, but the SD rats
demonstrated to be more susceptible to the CF, inducing a great number of chromosomal
aberrations. This study will allow to choose the best murine biomodel in these genotoxicity and
antigenotoxicity assay, applicable to natural products, drugs, vaccine, disinfectant and others.
Keywords: Micronuclei assay, chromosomal aberration assay, DNA, BALB/c mice, Sprague
Dawley rats.

Introduccion

La gran cantidad de nuevos productos que son anualmente lanzados al mercado
dificulta su total evaluacién empleando ensayos en roedores por ser estas pruebas muy largas
y costosas. Ello orienta a la utilizacién de ensayos a corto plazo los cuales, informan en poco
tiempo acerca de la actividad mutagénica de dichas sustancias y en algunos casos brindan
informacion suficiente para establecer los niveles de seguridad para el hombre (1,2). En estos
ensayos de genotoxicidad se emplea un gran numero de sistemas biol6gicos dentro de los
cuales se encuentran: virus, bacterias, hongos, cultivos de células eucariotas, plantas, insectos
y mamiferos. Se han propuesto mas de 200 ensayos de genotoxicidad, de los cuales se ha
obtenido mucha informacién importante (3).

El ensayo de micronlcleos y de aberraciones cromosémicas de médula ésea de
roedores, son ensayos incluidos actualmente dentro de la bateria de estudios toxicolégicos
obligatorios exigidos por las agencias reguladoras (ICH), (4,5) ambos ensayos son facilmente
reproducibles y brindan informacion clara sobre la proliferacion celular en médula ésea (5,6).
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Estos sistemas permiten registrar in vivo la capacidad de las sustancias quimicas de inducir
rupturas cromosémicas o interferir la migracion de los cromosomas metafédsicos durante la
mitosis de células somaticas (6).

Para la evaluaciéon de nuevos productos en necesario conocer la frecuencia basal de
aparicion de cada uno de los fenémenos que estudia la toxicologia genética, para entonces de
esta forma corroborar la existencia o no de un efecto mutagénico y en que medida se
manifiesta, ademas al ser estas pruebas tan decisivas en la evolucion positiva o negativa de un
nuevo producto de indoles diversas es necesario buscar el biomodelo animal ideal.

Por lo cual se hace necesario que estos biomodelos expresen la menor frecuencia de
aparicion de micronlcleos y aberraciones cromosémicas en células en constante formacion
como son las células de la médula 6sea como parametro medible del dafio genotéxico. Esto
permitira detectar, con el minimo margen de error, la actividad genotoxica de una sustancia
quimica o agente complejo en el material genético. Al utilizarse en nuestros dias diferentes
especies indistintamente es necesario conocer el biomodelo ideal a partir de obtener resultados
de indices espontaneos bajos e inducidos altos.

A partir de esta problematica surge la necesidad de realizar una comparaciéon en
cuanto a la frecuencia basal e inducida con ciclofosfamida (CF), de microndcleos de eritrocitos
de médula 6sea y de aberraciones cromosémicas en células de la médula 6sea igualmente
entre ratones BALB/c y ratas Sprague Dawley (SD) de ambos sexos. Para de esta forma
identificar el mejor biomodelo murino experimentalmente, lo cual pudiera aplicarse en estudios
de otros farmacos o agentes no explorados en relacion al efecto genotéxico.

Destacando que utilizamos para este estudio solo ratones de la linea BALB/c sobre la
base de los resultados de nuestras investigaciones donde obtuvimos que esta linea es la mas
eficiente en este ensayo. Tomando en consideracion la baja frecuencia espontdnea de
micronlcleos en médula ésea encontrada en ratones adultos de esta linea en ambos sexos;

asi como la alta sensibilidad a sustancias mutagénicas como la CF (7-9).

Materiales y Métodos
- Animales.

Se utilizaron ratas SD adultos jévenes de ambos sexos (6-8 semanas), cuyo peso
corporal oscilaba entre 180-200 g al término de la cuarentena. De igual forma se incluyeron
ratones adultos jovenes de ambos sexos de la linea BALB/c con una edad de 6-7 semanas,
cuyo peso corporal oscilaba entre 25 y 30 g. Ambas especies se mantuvieron en condiciones
controladas: temperatura (23 £ 22 C), humedad relativa (60 % = 10 %) y ciclos de luz-
oscuridad de 12 h. El acceso al agua y al alimento (pienso estandar para cada especie
suministrado por el CENPALAB), fue ad libitum. Estas caracteristicas fueron comunes para
todos los grupos experimentales evaluados en este ensayo. Durante todo el proceso
experimental se respetaron los principios éticos establecidos para la investigacion con animales

de laboratorio (10).
- Administracidn v dosificacidn.
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Grupos experimentales incluidos.

En todos los grupos experimentales, la sustancia se administraba en el horario de 10:30-11:30
a.m, y las concentraciones se ajustaron semanalmente en funciéon del aumento del peso
corporal. Los animales se distribuyeron aleatoriamente en grupos de 10 animales/sexo/especie.
En el grupo experimental 1 utilizamos animales no tratados como control negativo. A estos
animales se les realizaba la técnica de entubacidn gastrica para que estuvieran expuestos a las
mismas condiciones de manejo que los demas grupos, durante un periodo de 14 dias.

En el grupo experimental 2 utilizamos el tween 65 al 2 %, siendo el vehiculo mas utilizado en la
mayoria de las preparaciones de sustancias oleosas, Util como agente tensoactivo; (11,12) en
el grupo experimental 3 utilizamos el NaCl al 0,9 %, util como disolvente de la mayoria de las
sustancias a preparar (13,14), ambas sustancias fueron administradas por via oral a 2 ml/kg
durante un periodo de 14 dias, preparadas 2 horas antes de la administracion.

En el grupo experimental 4 utilizamos como control positivo la CF, en dosis de 50 mg/kg, por
via i.p, (Ledoxina®, Lemri, S.A.), la cual se diluyé en disolucion salina (NaCl) al 0,9 % (15). La
disolucion se administré inmediatamente después de ser preparada, administrada a los
animales a las 48 horas y luego a las 24 horas antes del sacrificio programado a la misma
dosis antes descrita a razén de 10 ml/kg (16).

- Observaciones clinicas.

Se realizaron dos observaciones clinicas diarias, en el horario comprendido entre las 8:30-
10:30 a.m y en el horario de la tarde 3:00-4:30 p.m. Durante cada observacion se tuvo en
cuenta el estado clinico general del animal, lo cual incluy6 la palpacion para la deteccién de
lesiones, posibles afectaciones respiratorias, del sistema nervioso, cardiovascular,
gastrointestinal, estado de la piel, pelo, coloracién de las mucosas y 0jos.

- Eutanasia.

Todos los animales fueron eutanizados bajo atmdsfera de éter hasta la perdida total de los
reflejos, en el caso de los grupos experimentales 1, 2 y 3 el sacrificio fue 24 h después de la
Ultima administracion pasados los 14 dias, en el caso del grupo experimental 4 tratado con CF,
la eutanasia se realiz6 24 horas después de la segunda administracién del mutageno, haciendo
coincidir el dia de la eutanasia en todos los casos (17).

- Exdmenes realizados.

Ensayo de microntcleos en médula ésea de ratas.

Un fémur de cada animal fue extraido y la cavidad medular se lavé por flujo con 4 ml de suero
bovino fetal (18). La médula asi obtenida se centrifugé a 1 000 r.p.m. por 10 minutos y tras
eliminar el sobrenadante se realizd un frotis del botén celular en laminas portaobjetos. Después
de montadas las laminas (minimo: 2/animal) se mantuvieron 24 horas a temperatura ambiente
para su secado y posteriormente se fijaron en metanol absoluto durante 5 minutos, para su
posterior tincién en Giemsa al 5% durante 12-15 minutos. Las laminas fueron codificadas, el
analisis se realizd por tres observadores independientes y las observaciones fueron realizadas
“a ciegas”. Se contabilizé la presencia de eritrocitos policromatéfilos (EP) y normocromatoéfilos
(EN) en 2 000 células/animal. Ademas, se calcul6 la frecuencia de EP portadores de
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micronucleos (MN-EP) en 2 000 EP/animal, segun los requisitos establecidos (18-20).
Posteriormente se calcul6 el indice de citotoxicidad dado por la relacion de EP/EN de la
poblacion total de eritrocitos y el numero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN en cada grupo.
Ensayo de aberraciones cromosoémicas in vivo.

En el horario de la manana (2 horas antes del sacrificio), la division celular en metafase se
detuvo utilizando colchicina (6 mg/kg, via i.p). Un fémur de cada animal fue extraido y la
cavidad medular se lavé con 3 mL de suero bovino fetal (SBF). La suspensién celular se
centrifugd, eliminandose el sobrenadante (18,19). Después de un tratamiento hipotdnico de las
células del botdén con KCL (0,075 M), se realiz6 una segunda centrifugacion. El botén celular se
fijé en una mezcla de metanol-acido acético glacial (3:1) durante 15 minutos. Se realizaron 3
fijaciones con centrifugaciones sucesivas, y se extendieron en laminas humedas con
enfriamiento previo. Las laminas se secaron al aire y se tifieron con solucién de Giemsa al 10
% durante 30-35 min. Se contabilizaron 100 metafases por animal, determinandose el numero
de células con aberraciones estructurales (rupturas e intercambios cromosomicos vy
cromatidicos) y frecuencia de gaps (21,22). También se calculd el indice mitético IM %
(porcentaje de metafases en 1 000 células leibles) y el nimero de células con poliploidia en 1
000 células leibles (21,22), todas las determinaciones fueron leidas por dos observadores, para
luego establecer un promedio entre ambas.

- Andlisis estadistico.

Se procedi6é a verificar los supuestos para realizar el analisis de varianza en las variables
continuas frecuencia de EP portadores de micronuicleos, indice de citotoxicidad (EP/EN) y el
indice mitotico, los resultados obtenidos estan distribuidos normalmente (normalidad, segun el
test de Kolmogorov-Smirnov), existe dependencia entre las observaciones y presentan
homogeneidad de varianzas (test de levene) (17). Por lo cual se analizaron con el uso de esta
prueba, siendo el nivel de significacion establecido de a = 0.05. Las variables categéricas
(nimero total de MN, numero de EP con 1 MN, 2 MN y >2 MN, nimero de células con
aberraciones que incluye (de rupturas e intercambios cromosdémicos y cromatidicos), frecuencia
de gaps, asi como el numero de células con poliploidia), se analizaron mediante la prueba de
Chi-cuadrado, el nivel de significacion establecido fue de a = 0.01 (17). Todos los analisis se
realizaron empleando el Statsoft for Windows. StatSoft, Inc. (2003). STATISTICA (data analysis

software system), versién 6.
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Resultados y Discusion

En este estudio no se observaron sintomas clinicos indicativos de toxicidad en ninguno
de los grupos experimentales, siendo valido estos resultados para ambas especies.
Demostrando que se logro inducir toxicidad a nivel de ADN pero no sistémico.

En la tabla 1 observamos los resultados del ensayo de micronucleos al comparar los
indices espontaneos e inducidos en ambas especies evaluadas. Se corroboré que el indice de
citotoxicidad enddgeno en ratones BALB/c se encuentra en el rango entre 1,15-1,19, y el
inducido esta en el orden entre 0,85-0,87. Para el caso del indice de genotoxicidad se observa
que el valor basal del % de EP con MN en esta linea de ratones se encuentra entre 0,13-
0,18%, para un total de MN observados entre 19-26. Para el caso de la induccion
genotoxicidad con CF este indice experimento un ascenso que difiere de forma significativa con
los grupos controles, estando en el rango con valores desde 1,65-1,82%, induciendo la
formacién de un namero total de MN que van desde 233-258. Los resultados encontrados en
esta linea de ratdn tanto basales como inducidos concuerdan con los encontrados por nuestro
grupo de trabajo al evaluar la CF y la bleomicina, ambas drogas genotéxicas con diferentes
disefnos de tratamiento (15).
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Tabla 1. Comparacion de la frecuencia basal e inducida de micronucleos en eritrocitos de

médula 6sea entre ratas SD y ratones BALB/c de ambos sexos.

Grupo n EP/EN° MN-EP (%)° MN®
Ratones BALB/c
Machos
Control negativo 10 | 1,18 +0,01a 0,16+ 0,03a 23a
Sustancia vehiculo 1 10 | 1,16 £ 0,04a 0,18 £ 0,04a 26a
Sustancia vehiculo 2 10 1,19 £ 0,05 0,18 £ 0,04a 25a
Control positivo (CF)® | 10 | 0,87 +0,03*a 1,82 £0,89*a | 258*a
Hembras
Control negativo 10 | 1,15+0,05a 0,13 £ 0,04a 19a
Sustancia vehiculo 1 10 | 1,17 £0,02a 0,14 £ 0,07a 20a
Sustancia vehiculo 2 10 1,19 £ 0,04 0,17 £ 0,08 24
Control positivo (CF)® | 10 | 0,85 +0,02*a 1,65+0,77*a | 233*a
Ratas Sprague Dawley
Machos
Control negativo 10 1,20 £ 0,03 0,19£0,05 27
Sustancia vehiculo 1 10 1,19 £ 0,04 0,21 £ 0,02 30
Sustancia vehiculo 2 10 1,18 £ 0,06 0,15+ 0,06 22
Control positivo (CF)® | 10 | 0,90 + 0,03* 1,68 £ 0,92* 241*
Hembras
Control negativo 10 1,19 £ 0,06 0,22 + 0,01 32
Sustancia vehiculo 1 10 1,21 £ 0,02 0,20 £ 0,02 29
Sustancia vehiculo 2 10 1,18 £ 0,04 0,17 £ 0,05 25
Control positivo (CF)® | 10 | 0,89 +0,04* 1,74 £1,03* 250*

CF (Ciclofosfamida).® Administracién por via ip. (“Determinaciones en 2 000 células/animal,
*p<0.05 comparacion con el control, ANOVA, X media; DE desviacion estdndar, para las dos
series experimentales). (DDeterminaciones en 2 000 EP/animal, *p<0.01 (comparacién con el
control, Prueba no paramétrica de X2, para las dos series experimentales). a p<0.05 (Difiere al
comparar entre especies teniendo en cuenta la misma variable en el mismo grupo
experimental, utilizando la misma prueba estadistica.

Por otro lado igualmente con los resultados observados en la tabla 1 al evaluar en este
mismo ensayo ratas SD de ambos sexos, se corroboraron los indices espontaneos presentes
en esta especie teniendo en cuenta el indice de citotoxicidad encontrandose entre 1,18-1,21 y
el indice de genotoxicidad observandose que se encuentran entre 0,15-0,22 (23). Para el caso
de los resultados inducidos con la CF clastégeno quimico, se corroboré que esta mutageno es
capaz de inducir citotoxicidad en esta especie de ratas con valores que van desde 0,89-0,90 e
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inducir a su vez genotoxicidad con valores entre 1,68-1,74 con la formacion de 241-250 MN
totales (23).

Al comparar ambas especies en este ensayo encontramos que la linea de ratones
BALB/c constituye el biomodelo ideal, teniendo en cuenta los valores mas bajos de
micronlcleos espontdneos encontrados y los valores més altos inducidos, siendo mas
susceptibles que las ratas SD a la CF, estos resultados difirieron significativamente entre
especies. Los ratones BALB/c también fueron la mejor linea de ratones al ser comparados con
ratones NMRI, OF-1 y C57BL/6/cenp en este ensayo (7-9). Demostrando que mediante el
mecanismo de formacién enddégena de micronucleos en eritrocitos de médula dsea los ratones
BALB/c son mucho mas estable genéticamente que las ratas SD, siendo un fuerte factor
predominante en este estudio el hecho de que esta linea de ratén es isogénica, obteniendo
bajas tasas de variaciones genéticas y epigenéticas entre individuos.

En la tabla 2 se encuentran los resultados del ensayo de aberraciones cromosdmicas.
Para el caso de los ratones BALB/c los resultados basales del numero de células con
aberraciones se encuentran entre 7-10, resultado bastante bajo que concuerdan con los
obtenidos por nuestro grupo de trabajo (16,22, 24). Igualmente fueron encontrados resultados
bajos de células con poliploidia con valores entre 0-1. El indice mitético basal fue bastante alto
experimentando valores desde 4,98-5,98%. Ademas el numero de metafases con aberraciones

cromosémicas estructurales de tipo Gaps fue entre 2-6 (24).
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Tabla 2. Resultados de la comparacion de la frecuencia espontdnea e inducida de

aberraciones cromosémicas en médula 6sea entre ratas SD y ratones BALB/c de ambos sexos.

Eras IM (%)? Cé"_‘las_ c?: Gaps® # de Células con
Poliploidia aberraciones”
Ratones BALB/c
Machos
Control Negativo 5,65 + 0,56a 1 4 7a
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,89 £ 0,24"a 14**a 47**a 175**a
Sustancia Vehiculo 1 5,49 + 0,53a 0 6 8a
Sustancia Vehiculo 2 5,86 = 0,20a Oa 7a 10a
Hembras
Control Negativo 5,98 + 0,22a 1 6 8a
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,93+ 0,84"a 18*"a 44**a 192**a
Sustancia Vehiculo 1 4,98 + 0,79 Oa 5 8a
Sustancia Vehiculo 2 5,12 £ 0,63 1 2a 9a
Ratas Sprague Dawley
Machos
Control Negativo 4,93 £ 0,09 2 6 17
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,58 + 0,43* 23* 62** 220**
Sustancia Vehiculo 1 5,12+0,18 2 7 18
Sustancia Vehiculo 2 5,29 + 0,25 3 4 23
Hembras
Control Negativo 4,81 +0,10 1 5 18
Ciclofosfamida (50 mg/kg, i.p) 3,40 £ 0,26* 28** 69™* 246**
Sustancia Vehiculo 1 4,97 + 0,21 3 8 19
Sustancia Vehiculo 2 5,19 £ 0,32 1 6 20

X + D.E, De un total de 10 000 células/grupo/serie para un total de 20 000 células evaluadas,

*p<0.05; ANOVA.

b xx

pruebas en cada especie.

p<0.01; prueba no paramétrica x2. Comparacion contra el control negativo para ambas

a p<0.05 (Difiere al comparar entre especies teniendo en cuenta la misma variable en el mismo

grupo experimental, utilizando la misma prueba estadistica.

Ahora realizando un andlisis de estas mismas variables pero inducidas con la

administracién de CF via |.P encontramos que este mutageno indujo la formacion de 175-192
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células con aberraciones, considerado entonces como un potente inductor de aberraciones de
tipo estructural (16,21, 22,24). El numero de células con poliploidia encontradas estuvo en el
orden de entre 14-18 y el indice mit6tico experimento un descenso significativo al compararlo
con los controles estando en el rango de entre 3,89-3,93%. Por su parte la induccién de
metafases con aberraciones de tipo Gaps difirid con los valores espontdneos encontrados
estando entre 44-47 (16, 21, 22, 24).

En ratas SD se obtuvieron un total de 17-23 células totales con aberraciones y de 4-8
metafases con aberraciones de tipo Gaps, ambos valores de tipo basal. Los valores basales de
células con poliploidias se encuentran entre 1-3 y el indice mitético entre 4,81-5,29, Estos
valores espontaneos difirieron significativamente con los obtenidos por la CF, ademas
concuerdan con los obtenidos por nuestro grupo de trabajo en investigaciones realizadas con
anterioridad, lo cual valida la repetitividad y eficiencia de esta prueba (21) a partir de nuestra
experiencia. La CF indujo entre 220-246 células totales con aberraciones esta especie de rata.
Ademas el rango de células con aberraciones Gaps fue entre 62-69. Asi mismo el nimero de
células con poliploidia estuvo en el orden de 23-28 células y el indice mitético experimento
igualmente un marcado descenso al compararlo con los controles estando entre 3,40-3,58%
(21).

Los resultados de la comparacién entre ambas especies en el ensayo de AC arrojaron
que el mejor biomodelo experimental en cuanto a los indices espontaneos fueron los ratones
BALB/c, experimentado un menor nimero de células con aberraciones, aberraciones de tipo
Gaps, ademas un menor nimero de células con poliploidia y un mayor porciento de células en
metafase (indice mit6tico). Por otro lado las ratas SD demostraron ser mas susceptibles a la
CF, la cual indujo en las ratas mayor numero de células con aberraciones, mayor frecuencia
de células con aberraciones tipo Gaps, y un numero mayor de células con poliploidia. De igual
forma la CF indujo en ratas SD un menor porciento de células en matafases. Pudiera entonces
utilizarse ratas SD en este ensayo para determinar actividad genotéxica de nuevos farmacos
que induzcan dano al ADN por efecto alquilante, como clastégeno quimico (25,26), permitiendo
determinar el mecanismo de dafio de nuevas drogas. Ademas de mimetizar en gran medida el
efecto de esta droga en el hombre por ser las ratas SD una especie totalmente heterogénea.

Conclusiones

En el ensayo de micronucleos el biomodelo ideal fue el raton BALB/c, teniendo en
cuenta los valores mas bajos de micronucleos espontaneos y los valores mas altos inducidos,
siendo mas susceptibles que las ratas SD a la CF. Por su parte en el ensayo AC el mejor
biomodelo experimental en cuanto a los indices espontdneos fueron los ratones BALB/c,
experimentado un menor niumero de células con aberraciones, pero las ratas SD demostraron
ser mas susceptibles a la CF, la cual indujo mayor nimero de aberraciones.
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Resumen

Introduccion: Debido a la falla terapéutica y a la resistencia de Plasmodium falciparum a varios
antimalaricos existe la necesidad de buscar nuevos candidatos antimalaricos. Dado sus
promisorios resultados quimicos y biologicos, el género Calophyllum (Guttiferae, Clusiaceae) es
de interés en el area de desarrollo de nuevos farmacos por ello, la especie Calophyllum
inophyllum puede ser una alternativa para el control de la morbi-mortalidad por malaria. En este
trabajo se evalud la actividad antiplasmodial in vitro de extractos y del acido ursélico obtenidos
a partir de hojas de Calophyllum inophyllum. Métodos: El material vegetal seco y molido de C.
inophyllum se extrajo por percolacion con solventes de diferente polaridad. A partir de los
extractos se aisl6 mediante procesos cromatograficos, un metabolito mayoritario que fue
caracterizado mediante técnicas espectroscépicas de RMN. La actividad antiplasmodial in vitro
de las muestras se evalu6 en la cepa resistente FCB2 de P. falciparum mediante la
incorporacion de hipoxantina radiomarcada y la deteccion de la proteina HRP-2. Resultados:
Se obtuvieron cuatro extractos de diferente polaridad, se aislé y caracterizé el triterpeno acido
ursélico. Se encontrd que los extractos y el acido ursélico presentan actividad antiplasmodial
por ambos métodos, algunos con IC50 de 6,33 pug/mL y 13,34 ug/mL para el extracto de
metanol (ExtM) y IC50 de 24,48 ug/mL y 46,28 ug/mL para el acido ursoélico, con los métodos
radioisotépico y HRP-2 respectivamente. Conclusiones: Se valid6 la actividad antiplasmodial
del acido ursdélico y del extracto metandlico mediante dos metodologias, sugiriendo la presencia
de metabolitos activos contra el parasito, lo que estimula realizar un analisis biodirigido
aislando y caracterizando méas metabolitos presentes en la planta C. inophyllum.

Palabras clave: P. falciparum - Clusiaceae - Calophyllum - triterpeno - actividad antiplasmodial
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Summary

Introduction: Currently, it is necessary to research and development new antimalarial drugs ,
due to treatment failure and resistance of P. falciparum to various antimalarial drugs. The genus
Calophyllum (Guttiferae, Clusiaceae) is of interest because its promising results of chemical and
biological activity, so Calophyllum inophyllum could be an alternative for the malaria morbidity
and mortality control. This study evaluated antiplasmodial activity in vitro extracts and ursolic
acid obtained from the leaves of Calophyllum inophyllum. Methods: The dried and pulverized
vegetal material was extracted by percolation with different polarity solvents until exhaustion.
From the exiracts was isolated by chromatographic processes a major metabolite, which was
characterized by NMR spectroscopic techniques. In vitro antiplasmodial activity of the samples
was evaluated on continuous culture of P. falciparum strain FCB2, by HRP-2 and radioisotopic
methods. Results: In this paper we obtained four extracts of different polarity, moreover was
isolated and characterized a triterpene (C30H4803 ), known as ursolic acid. We found that the
extracts and ursolic acid have antiplasmodial activity by two methods evaluated, shown
interesting 1C50 values: 6,33 pg/mL and 13,34 ug/mL for the methanol extract (ExtM) and 46,28
pg/mL and 24,48 pg/mL for ursolic acid, by HRP-2 and radioisotopic methods, respectively.
Conclusions: We report interesting antiplasmodial activity whit ursolic acid and methanol extract
by both methods, suggesting the presence of active metabolites against P. falciparum, which
encourages to carry out a bioguide analysis for isolating and characterization of other
metabolites.

Keywords: P. falciparum - Clusiaceae - Calophyllum - triterpenes - antiplasmodial activity.

Introduccion

La malaria es causada por parasitos protozoos, del género Plasmodium, que son
transmitidos por la hembra del mosquito del género Anopheles(1). Desde 1960 se ha informado
la aparicién y dispersién de la resistencia a los antimalaricos presentado por P. falciparum en
paises de Asia, Africa y Latinoamérica, lo cual se ha relacionado, principalmente a cambios
biolégicos en el parasito contribuyendo a la persistencia y letalidad de esta enfermedad,
aumentado su prevalencia en los ultimos 15 afos y disminuyendo la efectividad de los
medicamentos en muchos paises donde la enfermedad es endémica(2). Todos estos
elementos hacen que hoy la malaria sea un problema de Salud Publica a nivel mundial(3). En
el afio 2007 se registraron 247 millones de casos de malaria en el mundo y aproximadamente
un millén de muertes, en su mayoria ninos menores de cinco anos(4).

Una de las alternativas para el control de las complicaciones y muertes por malaria es
la adquisicion de quimioterapia efectiva, la cual ha sido posible en gran medida, gracias al
descubrimiento de compuestos a partir de las plantas como la quinina, la cual fue obtenida de
la planta del género Cinchona, siendo el Unico antimalarico utilizado durante varios siglos y ha
sido modelo para sintetizar nuevos analogos antimalaricos como la cloroquina, mefloquina y
amodiaquina(5). Igualmente, de la planta Artemisia annua (Asteraceae), una hierba china
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conocida popularmente en este pais como Qing hao y empleada por la medicina tradicional por
mas de 1000 anos, se aislo la artemisinina, a partir de la cual se han preparado derivados
hemisintéticos como la dihidroartemisinina, artemeter, arteeter y artesunato de sodio(6);
demostrando que los productos naturales juegan un papel significativo en el descubrimiento y
desarrollo de nuevos farmacos. Por otra parte, la agencia reguladora en farmacos y alimentos
de Estados Unidos (FDA) estima o reporta que aproximadamente el 75% de los farmacos para
el tratamiento de enfermedades infecciosas tienen origen natural(7).

En la familia Clusiaceae se han aislado compuestos con actividad antiplasmodial, como
xantonas y derivados del acilfloroglucinol como por ejemplo en plantas de los géneros
Hypericum, Vismia y Garcinia(8). En la misma familia se encuentra el género Calophyllum
formado por 200 especies y en algunas de ellas se ha reportado la presencia de compuestos
de tipo cumarinas, xantonas y triterpenos con actividades antiplasmodial, analgésica, antiviral,
antiulcerogénica, anticancerigena y antibacteriana(9). Por ello, es importante realizar estudios
para explorar el potencial uso de las especies de Calophyllum hacia la busqueda de nuevas
sustancias que presenten una elevada actividad antiplasmodial. En el tamizaje de las
sustancias con actividad antiplasmodial, la utilizacion inicial de pruebas in vivo presentan
restricciones de tipo ético en el uso de animales y elevado costo, y por ello la mayoria de los
ensayos iniciales se realizan en cultivos de parasitos in vitro; metodologia que permite obtener
informacién confiable con pequenas cantidades de material bioldgico, actividad especifica
sobre el parasito y la posibilidad de evaluar un gran nimero de muestras(10). Dentro de las
técnicas mas empleadas para determinar la actividad antiplasmodial in vitro se encuentran el
método visual, el micro método radioisotopico(11), los métodos bioquimicos como las pruebas
de la lactato deshidrogenasa parasitaria (LDH) y de la proteina rica en Histida Il (HRP-2)(12-
13), el método fluorométrico y otros métodos particulares que postulan modos de accién como
la inhibicion de polimerizacion del grupo Hemo(14). Todos estos métodos determinan la
inhibicion del crecimiento de los parasitos mediante una medicién directa o indirecta cuando
éste es sometido a diferentes concentraciones de una muestra problema.

Con base en los hallazgos presentes en el género Calophyllum y la necesidad de
validar la actividad antiplasmodial, nosotros aislamos y caracterizamos el acido ursoélico a partir
de extractos de la planta C. inophyllum, evaluamos la actividad antiplasmodial de este
compuesto y de cuatro extractos empleando los métodos radioisotépico y HRP-2.

Materiales y métodos
Preparacion de extractos y aislamiento del compuesto: Las hojas de C. inophyllum se

colectaron en el municipio San Alberto, situado en el departamento del Cesar (Colombia), a
200 m.s.n.m (15). Un espécimen de esta planta se encuentra depositado en el Jardin Botanico
Joaquin Antonio Uribe de Medellin con Voucher nimero 7310A. El material vegetal fue secado
a temperatura ambiente, posteriormente 1,103 Kg se molieron y se depositaron en un
percolador con Hexano (ExtH, 17,64g), diclorometano (ExtD, 30,67g), acetato de etilo (ExtAE,
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14,98g) y metanol (ExtM, 82,45g), previamente destilados. Los extractos obtenidos fueron
concentrados a presién reducida en un rotaevaporador, se monitorearon por cromatografia de
capa delgada con fase estacionaria de Silica-gel 60 GF254 Merck® empleando diferentes
sistemas de elusién y revelando con lampara ultravioleta UVGL-58 a 254 y 366 nm y revelador
universal. El extracto de diclorometano se sometié a cromatografia en columna flash con fase
estacionaria de Silica-gel 60 GF254 Merck® empleando gradientes de concentracién hexano:
acetato de etilo y acetato de etilo: metanol y realizando un monitoreo continuo mediante
cromatografia de capa delgada. Posteriormente, se realiz6 cromatografia en capa preparativa
con fase estacionaria de Silica-gel 60 GF254 Merck® para purificar un compuesto mayoritario
presente en este extracto denominado CLEDJS9 (135 mg).

Andlisis espectroscopico: Los espectros infrarrojo (IR) se obtuvieron en un equipo Perkin-Elmer

RX/FT-IR system. Para el analisis espectroscépico de resonancia magnética nuclear se utilizd
un espectrometro Bruker (300 y 250 MHz para 1H), 75 MHz para 13C utilizando cloroformo
deuterado (CDCI3) como solvente. Los desplazamientos quimicos (d) estan expresados en
partes por millén (ppm) tomando como referencia el TMS y las constantes de acoplamiento (J)
en Herzios (Hz). Ademas se realiz6 espectrometria de masas electrospray con tiempo de vuelo
(TOF ESI-MS) en un equipo Nermag-Sidar R-10-10C.

Ensayos de actividad antiplasmodial

Plasmodium falciparum: Los ensayos de actividad antiplasmodial in vitro se realizaron con la

cepa cloroquino-resistente FCB-2 de Plasmodium falciparum la cual es mantenida en cultivo
continuo con la metodologia de Trager & Jensen (1976) modificada en eritrocitos A+. Los
cultivos son mantenidos a 37°C en una atmoésfera de mezcla de gases de 5% de 02, 6% de
CO2 y N2 balanceado .(16)

Evaluacién de la actividad antiplasmodial

Método radioisotépico: Para evaluacion de la actividad antiplasmodial in vitro de los extractos y

del compuesto aislado de la planta C. inophyllum, se siguié la metodologia descrita por Bravo J
et al., 1999, Desjardins R et al., 1979 con algunas modificaciones. Este método realiza una
medicion indirecta de la actividad metabdlica del parasito, por medio de la incorporacion de un
precursor de &cidos nucleicos marcado radiactivamente, asi: de cada extracto y del compuesto
se prepard una solucién madre de 10 mg/mL, tomando 2 mg de cada uno y 200 uL de DMSO.
A partir de esta se tomaron 50 pL y se ajustaron hasta 1000 pL con RPMI completo sin
hipoxantina obteniendo una concentracion final de 0,5 mg/mL.

Los ensayos de actividad se realizaron en placas de 96 pozos de fondo plano marca Falcon®,
se evaluaron siete concentraciones de cada compuesto en un rango entre 100 pg/mL a
1,56pg/mL, cada concentracion se evalud por triplicado y se prepararon a partir de diluciones
seriadas de la solucién madre de 0,5mg/mL. La concentracién de DMSO en la primera dilucion
fue de 1% que se ha demostrado no ser tdxica para el parasito, en las siguientes diluciones la
concentracién de DMSO fue menor. Como control de tratamiento se utilizé la cloroquina, que
fue evaluada también sobre siete diluciones seriadas en un rango entre 1,94 pg/mL y 0,03
pg/mL (3,75uM y 0,06uM). Como control de crecimiento se emple6 medio de cultivo. Se
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prepar6 una suspension de glébulos rojos parasitados con un hematocrito del 2% y una
parasitemia del 1%. La concentracion final de la hipoxantina tritiada por pozo fue de 0,8 uCi/ml.
El cultivo con los tratamientos se incub6 a 37 °C durante 48 horas en atmésfera de 5% CO2,
5% 02 y nitr6geno. El plato se congeld a - 20 °C para provocar la hemolisis de los eritrocitos y
al dia siguiente se descongel6. Los acidos nucleicos fueron depositados en un filtro de fibra de
vidrio con ayuda de un colector semi-automatico y fueron leidos en un contador beta. La lectura
se expresd en cpm.

Método HRP-2: se emplearon microplacas de 96 pozos de fondo plano marca Falcon®. Se
evaluaron 7 concentraciones dobles seriadas, por duplicado tanto de extractos y el compuesto.
Se prepara una solucion madre de 2mg/mL en DMSO al 1% y posteriormente se preparan las
diluciones dobles seriadas en un rango de 200 pg/mL -3,13 pg/mL. Se prepar6 una suspensién
de eritrocitos parasitados con una parasitemia al 0,05% sincronizado en anillos y hematocrito
del 1,5%, luego se procedi6 a distribuir 200pL de la suspension de eritrocitos parasitados en
cada pozo y posteriormente se adicionaron 25uL de las concentraciones crecientes de las
muestras y como controles de tratamiento 25 pL de agua desionizada esteril. Se incubaron a
37 °C durante 72 h, se realiz6 un extendido para verificar crecimiento de los parasitos (por
microscopia) a las 24h y 72h. Se sometieron los platos a congelacion y descongelacién por
calor a 37°C dos veces para causar hemdlisis y luego se almacenaron las cajas a -20°C.
Teniendo en cuenta la parasitemia obtenida en los pozos control pasadas las 72h se procedi6 a
diluir con agua destilada los pozos hemolizados para dar una parasitemia de 0.02% en el
control. ELISA HRP2: Se cubrieron microplatos de ELISA de 96 pozos con fondo en U y de alta
fijacion (Greiner Bio-One) con el anticuerpo primario (1 pg/mL), se guardaron en bolsa plastica
de sello hermético a 4 °C durante 12 h. Se procedié a transferir 100 uL/pozo de la muestra del
plato de cultivo a los platos de ELISA, que fueron incubados por 1h a temperatura ambiente en
camara humeda. Posteriormente se diluyo el anticuerpo secundario (MPFG-55P,ICL) a 0,05
pg/mL en una solucion de PBS al 2% de BSA y 1% de tween-20, se transfirieron 100 puL a cada
pozo, se incubd durante 1h en cdmara humeda y luego se lavé nuevamente por triplicado. Se
adicionaron 100 pL /pozo de cromégeno 3,3',5,5-Tetrametilbenzidina (TMB single solution
Chromogen/Substrate;Zymed Laboratorios,Inc) durante 10 minutos en la oscuridad y a
temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 50 pL/pozo de solucion de parada (acido
sulfirico 1M) y se determiné la absorbancia a 450 nm en lector de microplatos Bio-Rad 680.
Cuando los paréasitos de los pozos sin tratamiento crecieron adecuadamente (control), la
absorbancia estuvo entre 0,5-2,0 13.

Las concentraciones inhibitoria 50 (IC50 + IC 95%,) fueron calculados para cada compuesto a
partir de un modelo de regresion logistica no lineal. Se asumi6é una curva sigmoidea dosis-
respuesta con pendiente de Hill (pendiente variable) usando el programa GraphPad Prism 4 for
Macintosh versién 4.0b .Los datos fueron analizados y graficados usando GraphPad Prism 4
for Macintosh version 4.0b (GraphPad Software, San Diego, California, USA).
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Resultados y discusion
Caracterizacién del compuesto acido ursoélico: Del extracto de diclorometano se aislé
un sélido, blanco, amorfo, con un punto de fusion de 265° C y formula molecular C30H4803,

identificado como acido ursélico (Figura 1).

Figura 1: Estructura del acido ursdlico.

Datos espectroscopicos: TOF ESI-MS [ M + Na+ ] a m/z 483,2, m/z 479,3, m/z 451,2 (28), m/z
413,2 (38), m/z 393,2 (21), m/z 301,1 (92), m/z 243,2 (58). IR (cm-1) 3440; 2928; 2871; 1691;
1457; 1387; 1253; 1091. 1H RMN ? (ppm): 1,61 (m, J= Hz, 1H, H-1); 1,49 (m, J= Hz, 1H, H-2);
3,09 (t, J= 8Hz, 1H, H-3); 0,63 (d, J= 11,3Hz, 1H, H-5); 1,41 (m, H-6); 1,38 (m, H-7); 1,40 (m, H-
9); 1,81 (m, H-11); 5,14 (t, J= 3,3Hz, 1H, H-12); 0,93 (m, H-15); 1,56 (m, H-16); 2,09 (d, J=
11,5Hz, 1H H-18); 1,35 (m, H-21); 0,90 (m, H-22); 0,88 (s, 3H, H-23); 0,67 (s, 3H, H-24); 0,82
(s, 3H, H-25); 0,71 (s, 3H, H-26); 0,99 (s, 3H, H-27); 0,76 (d, J= 6,5 Hz, 3H, H-29); 0,85 (d, J=
6,2 Hz, 3H, H-30). 13C RMN ? (ppm) (DEPT 135): 36,7 (C1); 26,7 (C2); 78,7 (C3); 38,5 (C4);
55,1 (C5); 18,1 (C6); 32,9 (C7); 39,3 (C8); 47,4 (C9); 36.8 (C10); 23,1 (C11); 125,3 (C12);
138,0 (C13); 41,9 (C14); 27,9 (C15); 24,1 (C16); 47,5 (C17); 52,7 (C18); 38.7 (C19); 38.9
(C20); 30.5 (C21); 20,9 (C22); 27,8 (C23); 15,4 (C24); 15,2 (C25); 16,7 (C26); 23,3 (C27);
180,4 (C28); 20,9 (C29); 16,8 (C30).

Actividad antiplasmodial de extractos y del acido ursolico: Realizando las curvas dosis-
respuesta y ajustando el comportamiento de los datos a una ecuacién polinomial y resolviendo
dicha ecuacién, se calcularon las IC50, los intervalos de confianza y los coeficientes de
correlacion para ambos métodos (radiosotépico y método HRP-2) (Tabla 1). Se realizaron
ademas curvas sigmoideas dosis-respuesta con pendiente variable (Véase Grafico 1 y Grafico
2). La CQ presentd una adecuada relacién dosis-respuesta y una IC50 de 0,188 pg/mL
(0,36uM) por el método HRP-2 y para el radioisotopico de IC50 = 0,089 pg/mL (0,17uM).
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Tabla 1. Actividad antiplasmodial de extractos y del acido ursélico en la cepa FCB-2 de P.

falciparum utilizando dos métodos.

Inhibicion de crecimiento de P. falciparum
Cepa FCB-2

Método Radioisotopico

Intervalos de
Confianza 95%

IC50
Muestra (ng/mL)
ExtH 23,85
ExtD 26,89
ExtAE 425
ExtM 6,33
Acido
Ursélico 24,48
CcQ 0,089 (0,17%)

18.62 - 30.54

24.35 - 29.69

37.48 - 48.19

5.871.6.820

20.57 - 29.13

CQ-= Cloroquina *Unidades micromolar uM

ND = No determinado

R2

0,98

0,99

0,99

0,99

0,99

IC50

Método HRP2

ND

15,82

42,99

13,34

46,28

0,188 (0,36")

Intervalos de
(ng/mL)| Confianza 95%

ND

13.87 - 18.06

39.63 - 46.64

11.12 - 16.01

28.94 - 74.00

R2

ND

0,99

0,99

0,98

0,94
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Actividad antiplasmodial metodo Radiois obopico

100 -
+ ExH
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g = 40
=
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Gréfico 2: Curva sigmoidea dosis-respuesta con pendiente de Hill (pendiente variable), Log
Concentracién Vs % Inhibicion médiate el método HRP-2.

La actividad antiplasmodial de los extractos sera clasificada segln Jonville M, et al
(2008)(21) con modificacion hechas por nosotros. En este trabajo se obtuvieron coeficientes de
correlacion (R2) estadisticamente significativos para todas las muestras evaluadas
encontrandose una relacion lineal entre las dos variables cuantitativas analizadas para los
cuatro extractos de diferente polaridad y para el acido ursélico. El extracto metanolico presenté
una promisoria actividad con IC50 entre 6-15 pg/mL (IC50= 6,33 ug/mL 13,34 pug/mL para el
método radiosotépico y HRP-2 respectivamente) lo que sugiere la presencia metabolitos
activos. El extracto de diclorometano presentd moderada actividad antiplasmodial (16-30
pg/mL) 1C50= 26,89ug/mL en Radioisotopico IC50= 15,82 ug/mL en HRP-2, igualmente para el
extracto de Hexano con IC50= 23,85 pug/mL en radioisotopico pese a que no se determiné el
valor de IC50 por el método HRP-2. El extracto de acetato de etilo presenté baja actividad
antiplasmodial (31-50 pg/mL ). Por otra parte se aislé y caracterizé un compuesto de féormula
molecular C30H4803 de naturaleza triterpénica pentaciclica con esqueleto tipo ursano
caracterizado por la orientacién ecuatorial (?) del grupo hidroxilo en posicién 3 y un grupo
carboxilo en posicién 28, conocido como &cido ursélico, para este compuesto la actividad
antiplasmodial fue moderada actividad antiplasmodial IC50= 24,84 ug/mL en radiosotopico;
IC50= 46,28 ug/mL en HRP-2, encontrdndose una correlacién con los datos reportados en la
literatura, el acido ursélico puede ser empleado como un potencial farmacoforo en el disefio de
nuevos candidatos antimaldricos, donde las hojas de C. inophyllum son una fuente de
obtencion de este compuesto(17-18). Este tipo de triterpenos y sus derivados han sido
reportados con actividad anti-HIV(19) y han presentado citotoxicidad en lineas celulares
tumorales(20). Sin embargo, otros compuestos de naturaleza triterpenica pentaciclica de tipo
ursano y oleano aislados de Gardenia saxatilis como el acido messagenico A, y acido
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messagenico B, y una mezcla de acido uncarinico E, acido 27-O-p-(E)-coumaroiloxioleanolico y
acido 27-O-p-(E)-coumaroiloxiursolico presentaron actividad antiplasmodial IC50 = 1,5; 3,8 y
2,9 pg/mL, respectivamente17. Posiblemente la actividad de este tipo de compuestos sea
atribuida al grupo hidroxilo en la posicion 3 del anillo pentaciclico y por la funcién &cida del
carbono 28 ademas de su distribucion espacial(19). Lo anterior nos hace pensar que el acido
ursélico, puede ser empleado como una plantilla estructural para el desarrollo de estudios
QSAR (Relacion estructura - actividad) con el fin de potenciar su actividad. En lo que respecta
a las técnicas empleadas para valorar la actividad antiplasmodial, hay una semejanza con los
resultados de IC50 obtenidos por ambos métodos excepto para el extracto de hexano (ExtH),
esta diferencia posiblemente se deba a su pobre solubilidad en sistemas acuosos. Por otra
parte el método radioisotopico es una técnica costosa y emplea material radioactivo, pero por
su gran sensibilidad es la técnica mas recomendada para el andlisis de una muestra problema
y el método HRP2 es simple, presenta un impacto ambiental bajo y puede ser empleado para
evaluaciones preliminares de muestras complejas como un extracto. Ambas técnicas son
validas para determinar la actividad antiplasmodial de tanto de extractos y compuestos de uso
natural como de moléculas obtenidas por sintesis.
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Resumen

Como toda ciencia basica, la quimica, en su antigliedad y amplitud, nos inhibe de identificar su
origen exacto, tanto asociado a una civilizacién en particular como en un tiempo determinado.
Es que lo que hoy conocemos como quimica fue gestandose desde los inicios del hombre y
creciendo, junto con su saber general, a medida que éste aprendia a manipular los elementos
de la naturaleza que lo rodeaba.

En esta seccién pretendemos asomarnos brevemente al desarrollo de los acontecimientos que
fueron dando lugar a la construccidon de esta ciencia, desde los tiempos mas remotos en la
forma de habilidades adquiridas para manipular algunos componentes de la naturaleza al
servicio del hombre, pasando por la alquimia, hasta llegar a su establecimiento como ciencia
formal.

A lo largo de este recorrido iremos deteniéndonos en hitos importantes como el descubrimiento
de los elementos quimicos, distintos compuestos relevantes u otros acontecimientos
fundamentales o fundacionales.

Iniciaremos nuestro recorrido en la prehistoria e iremos avanzando cronoldégicamente a lo largo
de las distintas épocas, sin pretender ser exhaustivos pero si intentando contextualizar los
acontecimientos que fueron construyendo esta ciencia.

Palabras clave: quimica- historia- alquimia

Chemistry in retrospect

Part 1. Origin and evolution
Abstract
Due to its antiquity and extension, Chemistry, alike all basic sciences, unable us to identify its
exact origin. Either related with a particular civilization or at a given time. What we know now as
Chemistry was brewing since the beginning of the human being history and grew, along with
his general knowledge, as man learned to manipulate the elements of the surrounding nature.
In this section we intend to peek briefly at the developments that were leading to the
construction of this science, from the earliest times in the form of skills acquired to manipulate
some components of nature to serve man, passing through alchemy, up to its establishment as

a formal science.
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Throughout this tour we will stop at important milestones as the discovery of chemical elements,
other relevant compounds or other major events.

We will start our journey into the prehistory, going forward chronologically along the ages and
trying not to be exhaustive but to contextualize the events that contributed to build this science.

Key words: Chemistry — Alchemy. History

La prehistoria

Cuando se habla del dominio del fuego como el inicio de una era, nada puede ser mas
cierto. Si bien su beneficio inmediato fue la posibilidad de combatir el frio y cocinar los
alimentos, facilitando asi su digestion y destruyendo posibles contaminaciones bacterianas,
también es cierto que se abrid la puerta de acceso a la manipulacién quimica de la naturaleza
en general.

Sin embargo, recién unos 10.000 afos antes de Cristo el ser humano, fue capaz de
desarrollar nuevas habilidades que involucraban cambios fisicos y quimicos en la materia,
promovidos por el calor. Asi, en el periodo neolitico aparecié la ceramica y, mas tarde, en el
periodo calcolitico, la metalurgia a través de la fundicion y manipulacién del cobre y
posteriormente del bronce. Finalmente, la vidrieria surgié antes del 1.000 a.C. Estas técnicas
pueden considerarse, junto con la coccion de los alimentos y la elaboracion de colorantes y
perfumes, como las primeras aplicaciones derivadas de la manipulacién intencionada de la
naturaleza en beneficio del hombre.

Podemos decir, sin temor a equivocarnos, que en la prehistoria, el aprendizaje de las
técnicas antes mencionadas estaba despojado de toda busqueda de respuestas a preguntas
sobre el funcionamiento de la naturaleza, sino que tenian ciertamente un objetivo practico. Por
otro lado, es el momento al que se remonta el descubrimiento de los primeros elementos
quimicos, casi todos ellos metales (cobre, oro, plata, hierro y estafio) y, probablemente, el
carbono en la forma de carbdn vegetal. Sin embargo, pasarian siglos hasta que el hombre

tomara conciencia de que se hallaba ante elementos quimicos en su estado natural.

La antigiiedad

Ya en la antigliedad, paralelamente al desarrollo de las habilidades puramente
técnicas, existia también un interés por explicar los elementos de la naturaleza y las fuerzas
que guiaban los cambios en ellos. Precisamente, el término elemento tenia, en sus origenes,
un significado mas amplio del que tiene el término elemento quimico al que hoy estamos tan
acostumbrados. Esta transformacién, o mejor dicho, evolucién del significado del
término elemento tiene su paralelo en la quimica. Es por ello interesante intentar dilucidar
también los origenes del término quimica, ya que la apariciéon de una actividad con identidad
propia estd indefectiblemente asociada a la necesidad de nombrarla. Esta actividad, estaba
asociada en sus origenes a las artes ocultas u obscuras, ya que a falta de conocimientos en los
gue basarse, la observacién de los cambios ocurridos en ciertos procesos quimicos llevd a

encontrar como toda explicacién la magia y el poder divino. Asi es como Plutarco nos refiere
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que el término Chimia, derivacién griega de los términos egipciosChema o Chemi, eran
utilizados por los ultimos para denominar un tipo de suelo compuesto por tierra negra, y
también al iris del ojo, como simbolo de lo oscuro y oculto. ElI término
coptico Khems o Chems significa obscuro u oculto y, también relacionados a éstas, la palabra
arabe Chema significa esconder. De hecho, los egipcios, reservaban la practica de estas artes
ocultas a ciertos curas, a quienes les estaba prohibido trasmitirlas a nadie, salvo al heredero al
trono y a otros sabios en la materia, es decir otros alquimistas. Ademas de los egipcios,
muchas otras sociedades antiguas cultivaban la alquimia de manera similar, como los caldeos,
chinos, judios y algunos pueblos arios de la India. Sin embargo, la tradicién entre los
alquimistas rezaba que el origen de este arte se encontraba en Egipto y que su fundador habia
sido Hermes Trismesgistus, dios del arte y de la ciencia. Debemos recordar aqui que se trataba
de la ciencia de lo oculto y nada tenia que ver con lo que entendemos por ciencia en la
actualidad, sino todo lo contrario. La mayoria de los pueblos de la antigiiedad tenian una gran
incapacidad para ver regularidades en la naturaleza en general y en particular en los procesos
de transformaciones quimicas. Los estudiosos en la materia dedicaban su tiempo a
experimentar y registrar los fendmenos en escritos, muchas veces confusos, atribuyendo lo
observado a fuerzas sobrenaturales. O sea, su experimentacion era puramente exploratoria y
en ningun caso disefiaban sus experimentos para contrastar los resultados obtenidos con
alguna teoria elaborada a raiz de la observacion.

Los griegos, en cambio, se encontraban en el polo opuesto. La idea de la
experimentacion de los alquimistas no se conjugaba con la idea de filosofia vigente en la
Grecia antigua. Contrariamente a éstos, los primeros filésofos intentaban explicar la naturaleza
mediante distintas teorias que elucubraban sin contrastacion experimental alguna. Sus teorias
sobre la naturaleza eran ejercicios intelectuales que no se sometian a otra prueba mas que las
criticas de otros filosofos, pero nunca a experimentos para corroborarlas o refutarlas. Llega a
ser notable como a través de la pura argumentacién filoséfica, Democrito formulé una teoria
atémica de la materia de asombrosa similitud a la de Dalton, unos 2.200 anos antes. Tomando
la idea de su predecesor Leucipo, de que toda materia estaba formada por particulas
mindsculas e indivisibles que solo difieren en tamafio y posicion, la expandié y formulé una
teoria completa que predicaba que los atomos tienen propiedades de masa, forma y tamano, y
gue esas propiedades son las que determinan su comportamiento y apariencia. Mas aun, la
existencia del mundo y del ser humano tenia su origen en estos atomos y las combinaciones
debido a sus propiedades y no en la accidén de los dioses ni de fuerzas sobrenaturales. Esto
ultimo le valid, como ha pasado innumerables veces en la historia, el rechazo y la censura de la
mayoria de los ancianos griegos quienes creian que todos estos hechos estaban determinados
por los dioses del Olimpo.

Fuera del atomismo de Demacrito y Leucipo, existian los llamados pluralistas, quienes
tomando la cosmologia indo-aria basada en la clasificacion del mundo fisico en cinco
elementos asociados a los sentidos humanos: tierra (olor), aire (tacto), agua (gusto), fuego

(vista) y éter (oido); afirmaban que el universo estaba compuesto de distintas sustancias
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basicas que la componian. Para algunos habia una principal y otras secundarias. Para
Empédocles eran tierra, aire, agua y fuego, por igual, los elementos basicos que componian el
universo todo. Estos elementos se interpenetraban y combinaban en distintas proporciones
para formar la materia, tanto animada como inanimada, y las fuerzas que gobernaban las
uniones y disociaciones eran Amor y Discordia, respectivamente. A pesar de la carga religiosa
de esta teoria, en la que el Amor era representado muchas veces por la diosa Afrodita,
podemos ver en ella una similitud con las teorias modernas en las que se explica la interaccion
entre la materia en términos de fuerzas de atraccién (Amor) y repulsion (Discordia). También es
cierto que la teoria de que todos los materiales presentes en la naturaleza son combinaciones
de cuatro elementos basicos se desprendia de la observacion y de una clasificacion légica
segun ciertas propiedades de la materia, como el calor y la humedad. Esto era mucho mas
intuitivo que la teoria de Demdcrito, derivada de argumentaciones filoséficas. Era razonable, en
una época en la que era imposible observar o deducir mediante experimentos el
comportamiento de la materia a escala atdmica (en el sentido que hoy tiene la palabra), que los
elementos basicos de la naturaleza fueran las expresiones maximas de cada una de las cuatro
combinaciones de las dos propiedades mencionadas arriba: fuego (seco y caliente), agua
(humedo y frio), aire (himedo y caliente) y tierra (seco y frio).

Mas tarde, cuando ya las ideas atomistas habian sido dejadas completamente de lado,
Aristoteles, tomando de Empédocles la clasificacién de la materia en los cuatro elementos
bésicos, elaboré una teoria acerca de la materia en la que postulé que estos cuatro elementos
no son, en realidad, los componentes ultimos de las substancias de la naturaleza. La misma
esta, en cambio, formada por lo que llamd materia prima, y los elementos (tedricos dentro de
este esquema) representan las cuatro cualidades fundamentales que le confieren las
propiedades a la materia efectiva dandole las distintas formas particulares a la materia prima. A
su vez, al tratarse de un cambio de formas y no un cambio esencial, era posible una
transformacién de la materia mediante la sustitucién de una de las cualidades por la opuesta.
(Figura 1)

Figura 1. Interconversion de los elementos
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Segun este esquema, los elementos podian interconvertirse uno en el otro si se
cambiaba una de alguna de las cualidades que los definia. Si bien, segun Aristételes, esa
interconversion ocurria en raras ocasiones, esta idea bastd para sentar los antecedentes
filosoficos de los que lo alquimistas llamarian luego la transmutacion de los elementos.

Fuera de este mundo, en el mundo celestial, Aristételes concibié un quinto elemento: el
éter. Este elemento, también conocido como quinta esencia, era independiente de los otros

cuatro y era la materia de la que estaba formada el eterno e incorruptible mundo celeste.

Las bases de la alquimia

Como dijimos antes, los antiguos filosofos griegos no sometian a pruebas
experimentales sus teorias. Fueron los alquimistas, ya en los comienzos de la era cristiana, los
que se dedicaron a estudiar y poner en préctica la transmutacion de los elementos, si bien esto
no implicaba poner a prueba la teoria sino buscar realizar en la practica o que se daba por
sentado. El interés principal de los alquimistas estaba puesto en la transmutacion de los
metales y, principalmente los metales basicos en oro.

Esto no le quita importancia a la gran cantidad de experimentacion y, en algunos casos,
registros que se llevaron a cabo y fueron contribuyendo al saber empirico general. Eran los
alquimistas, también, los que aplicaban su pericia quimica a fines més practicos que
involucraban procesos quimicos como la metalurgia, vidrieria, perfumeria, tefido, etc.

La clasificacion y denominacion de compuestos quimicos se realizaba por sus
propiedades fisico-quimicas cuando se suponia que se estaba en presencia de una substancia
pura. Algunas de estas “substancias” coincidian con lo que hoy se sabe que son compuestos
quimicos puros y otras se trataban de mezclas homogéneas identificadas con ciertas
caracteristicas particulares.

Conocimientos quimicos de la antigiiedad
Elementos y compuestos

Los metales conocidos e identificados desde la antigliedad eran el oro, plata, estafo,
hierro, cobre, plomo y mercurio. Las primeras referencias que se conoce de estos elementos
provienen del poeta griego Homero (unos nueve siglos antes de la era cristiana). También en la
Biblia se ha hecho mencion a ellos. Estos metales eran extraidos de minas y, de hecho, la
palabra metal deriva del término griego mettalaw, que tiene que ver con el hecho de “ir detras”
de los mismos. Muchos de éstos eran conocidos, como mencionamos antes, desde la
prehistoria. Probablemente, la extraccién de metales haya comenzado con los que se
encontraban en su estado elemental como el oro y el cobre, atrayendo la atencién del hombre
por su brillo natural.

El desarrollo de procesos quimicos en este rubro comenzd con la necesidad de separar
los metales puros de los minerales originales en los que se encuentran combinados con otros
elementos, mayormente oxigeno y azufre. Es decir que una de las primeras reacciones

qguimicas que se utilizaron en un proceso quimico fue la de reduccion para generar el metal
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puro a partir de sus éxidos o sulfuros respectivos. En este proceso jugaba un papel clave otro
elemento: el carbono, cuya fuente era casi exclusivamente el carbén vegetal. El carb6n cumplia
el doble papel de reductor para completar la reaccién de éxidorreduccién y el de proporcionar
la energia necesaria para que esta se llevara a cabo a través de su combustién.

Se cree que una de los primeros minerales tratados de esa manera fue la Malaquita
(carbonato de cobre 1) conocida en el Medio Oriente desde el quinto milenio antes de la era
cristiana y utilizada, sobre todo por los egipcios, como pintura cosmética. Sin embargo, su
nombre deriva se origina en la isla de Chipre (Cyprus) de donde lo importaban los romanos
quienes lo bautizaron cyprum, y posteriormente cuprum. En realidad, el cobre se encontraba
muy extendido en distintas formas minerales y por eso fue uno de los primeros metales con
mayores usos practicos, como la fabricacién de armas y herramientas. La plata, en cambio, se
hallaba junto con el plomo en el mineral Galena (sulfuro de plomo Il) y el proceso de extraccién
era un poco mas complicado. En éste la plata se podia recuperar como una aleacién con plomo
por calentamiento, separandose el azufre de la aleacién fundida, y luego eliminandolo por
mayor calentamiento. La plata pura se podia obtener por un proceso llamado cupelacién en la
cual se funde la aleacién de plata y plomo en un crisol de arcilla, el dltimo es oxidado por la
accién de un chorro de aire y se separa de la plata fundida. Este proceso se conoce
probablemente desde el tercer milenio antes de la era cristiana y era aplicado también a la
purificacion de oro, mediante el agregado de plomo al metal impuro. El estafio en su forma pura
tiene, en cambio, un origen impreciso. En parte porque no se diferenciaba claramente del
plomo y en parte porque se encontraba formando parte del bronce, cuyo componente principal
es el cobre. Por otro lado el término bronce no referia a una Unica aleacion, sino a una aleacién
de cobre con distintos metales, ademas del estafio, como antimonio, arsénico o zinc, metales
que no fueron identificados hasta muchos siglos después de su uso en los distintos bronces,
que reemplazaron al cobre por su mayor facilidad para moldearlo gracias a su menor punto de
fusién. Asi es como los romanos consideraban al plomo y al estafio como variedades del
mismo metal, llamandolos plumbum nigrumy plumbum candidum, respectivamente.

El mercurio metdlico se conocia en China y en India debido a que se encontraba
formando pequefias gotas en la superficie del mineral llamado cinabarita (sulfuro de mercurio),
el cual, al igual que los egipcios, molian y usaban como colorante dado su intenso color rojo.
Luego de estos hallazgos, facilmente se descubrié que el calentamiento favorecia el
desprendimiento de este metal liquido o plata liquida (hydrargyrum) del mineral de origen.

Si bien el hierro se conocia desde hacia tiempo, gracias a la presencia de meteoritos,
su uso no reemplazé al del bronce hasta que no avanzaron las técnicas de fundicién, logrando
mas altas temperaturas unos 1.000 afos a.C, en Medio Oriente. La principal razén de esto es
el elevado punto de fusién del mismo (1.535 °C) respecto del cobre (1.083 °C) y del bronce
(800 -1.000 °C). Por otro lado no se podian obtener buenos filos y los objetos fabricados con el
metal puro se oxidaban facilmente y no eran lo suficientemente duros para funcionar como
armas o herramientas. Recién unos siglos mas tarde se descubrié que el agregado de carbén

al hierro al rojo le conferia dureza, aunque no fue hasta entrada la era cristiana, con hornos
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mas grandes y de mayor temperatura cuando comenz6 la produccion de acero con hierro de
fundicién. Asi es como rapidamente proliferaron las espadas y dagas de acero que tanto
sirvieron a las legiones romanas de los comienzos de la era cristiana.

Ademas de los 6éxidos y sulfuros mencionados se conocian una serie de sales y
minerales con usos particulares como pigmentos o aditivos para vidrios. El verdigris (acetato de
cobre |l) era fabricado a partir de vino depositado sobre platos de cobre y mayormente utilizado
como pigmento por su intenso color verde azulado. Otros pigmentos conocidos eran el plomo
blanco (un mineral compuesto por carbonato e hidréxido de plomo II), plomo rojo (tetréxido de
plomo, éxido mixto de plomo Il y plomo 1V), estibinita (sulfuro de antimonio) utilizado para
oscurecer cejas y pestanas por su color gris plomo y los sulfuros de arsénico oropimente
(sulfuro de arsénico lll, color amarillo nacarado) y realgar (sulfuro de arsénico IV, de colores
que van del amarillo al rojo), muy utilizados por los romanos. En la manufactura del vidrio eran
conocidos la pirolusita (Oxido de Manganeso IV), utilizada por los egipcios en vidrieria para
decolorar. Como colorantes eran conocidos el carbonato de zinc, de muy diversos colores
segun su estructura cristalina, azurita (hidroxicarbonato de cobre Il) y azul de Egipto (un silicato
de cobre Il y calcio) para vidrios azules, asbolita (un mineral de cobalto) para azul oscuro,
minerales de hierro para el verde y bindehimita (un mineral de plomo y antimonio) para el
amarillo. El carbonato de sodio era utilizado para bajar el punto de fusién de la arena a partir de
la cual se fabricaba el vidrio. La soda vy la potasa (hidréxido de sodio y potasio,
respectivamente) eran utilizados también en la manufactura de vidrio, como blanqueadores de
ropa y para saponificar grasas y aceites, 10 que ya se hacia desde tiempo remotos utilizando
cenizas de madera.

En cuanto a elementos no metélicos ya hemos mencionado al carbono y también
conocian el azufre, que era subproducto de la reduccién de los metales contenidos en
minerales azufrados. Uno de los usos que se le conoce es el de desinfectante.

La lista de compuestos organicos que se conocian es mucho mas reducida. El Unico
acido que se conocia era el acético, del vinagre, muy utilizado como solvente. El otro
compuesto es obviamente el etanol, contenido en las bebidas alcohdlicas obtenidas por

fermentacion frutal, y precursor del primero.

Operaciones

Una vez mas aparecen los egipcios como pioneros en el desarrollo de tecnologia en el
campo de la quimica. Se cree que los perfumistas egipcios del segundo milenio antes de la era
cristiana desarrollaron las técnicas de destilacion, extraccién y sublimacion. Se sabe que en la
época en la que reinaba el Faraén Tutmosis Il (1400 a.C.) la cosmética egipcia era mas que
importante: los perfumes eran a base de aceites y se obtenian directamente por extraccion de
los aceites frutales, o bien por extraccién de las esencias presentes en flores o maderas

perfumadas mediante aceites o grasas animales.
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Conclusiones

En este breve recorrido desde la prehistoria a los comienzos de la era cristiana hemos
dado un vistazo a los origenes del pensamiento, la experimentaciéon y las aplicaciones
tecnolégicas de una quimica en proceso de gestacion.

En el proximo capitulo intentaremos adentrarnos en la era de esplendor de la alquimia,
indagando los avances y retrocesos, descubrimientos y teorias surgidas antes de que

evolucionara en la ciencia que hoy conocemos y llamamos quimica.
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