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Editorial
Final de un ciclo

Dra.Celia E.Coto

Directora de QuimicaViva

En el mes de Diciembre de 2002 aparecié el primer nimero de QuimicaViva, iniciando
asi un ciclo que abarca un periodo de once anos consecutivos en el ciberespacio. Durante esta
etapa hemos publicado un total de 33 revistas con una periodicidad cuatrimestral y un nimero

extra dedicado a la educacion y problematica de la ensefianza de las ciencias exactas.

La sugerencia de iniciar una publicacién cientifica como actividad del Departamento de
Quimica Biologica de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales provino de la Directora del
Departamento de aquella época, la Dra. Beatriz Silvia Méndez. La propuesta, aceptada con
entusiasmo por algunos docentes investigadores que luego constituyeron el comité editorial,
tuvo como actividad fundante elegir un nombre para la publicaciéon. La eleccion de
QuimicaViva ha resultado con el transcurrir del tiempo, un verdadero acierto en el sentido que
hemos podido publicar un amplio abanico de temas porque la quimica de los seres vivos
incluye no solo lo que atafie a los seres en si mismos sino también a su habitat que es la

naturaleza toda.

A partir de Agosto de 2004 disponemos de un sistema de estadisticas que nos ha
permitido apreciar cémo ha ido evolucionando el interés en la revista o dicho de otro modo
cémo hemos podido trascender en un mundo abigarrado de comunicaciones de todo tipo,

aunque la mayoria de ellas sin ningun valor educativo.

Los datos generados por AWSTATS son complejos y muy completos, con el fin de
arribar a algunas conclusiones sélo hemos considerado aqui algunos de ellos como el nimero
de visitantes, y el porcentaje de ellos que deciden incluir nuestro sitio entre sus favoritos.
Partimos de un namero de visitantes en el 2004 de 28.398 que se triplicé en 2005, septuplicd
en 2006 y que a partir de 2009 alcanzé un valor cercano a los 400.000, valor que se mantuvo e
incrementd en 2012 llegando al numero de 541.677 visitantes. Realmente son cifras que
impresionan, para comprenderlas en su realidad deberiamos observar cudnto tiempo una visita
dedica a su incursién por QViva y ahi veremos que no todos se detienen a revisar la revista. Si
consideramos que hay un promedio de 1,1% de visitantes que se detienen entre 30 y 60
minutos, podemos calcular una cifra aproximada de 5416 lectores por afo, un nimero muy
significativo. Un valor similar se puede calcular considerando que alrededor del 50% de los

visitantes incorporan la direccion de QViva a su sitio de favoritos.

Nosotros pertenecemos al grupo de revistas de acceso libre de modo que todos
nuestros articulos se pueden bajar sin costo en formato pdf. Por esta circunstancia muchos
lectores nos han agradecido la posibilidad de incursionar en temas de interés actual con la

ventaja que dicha informacion esta escrita en castellano.
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Sin embargo, nuestra tarea no ha sido facil, en especial en lo que se refiere a la
publicacién de trabajos originales de investigacion. Al igual que en la mayoria de los paises con
un ndcleo importante de cientificos, en la Argentina se exige que los investigadores publiquen
en revistas de alto impacto. QuimicaViva no se ha ocupado hasta hoy del tema y a pesar de la
visibilidad que tiene un articulo publicado en QViva sé6lo podria ser considerado como
antecedente en las carreras de investigacion bajo el rubro divulgacién ya que carece de dicho
factor. No obstante, recibimos habitualmente un gran nimero de trabajos de paises de
Latinoamérica y de Espafia. Lamentablemente la tasa de rechazo de muchos de estos trabajos
ha sido muy alta. El sistema de evaluacion de la revista se basa en solicitar la opinién sobre la
calidad del trabajo a un juez experto, y a veces, a dos. Generalmente estos jueces son
investigadores de CONICET en los que confiamos sin reservas. En algunas oportunidades
nuestras criticas han servido para mejorar sensiblemente la calidad de los trabajos recibidos,
en otras oportunidades la pobreza de los contenidos nos ha obligado al rechazo definitivo.
Estamos entonces frente a un verdadero nudo gordiano. Mantener un nivel de calidad
aceptable de los trabajos publicados y poder disponer de un numero significativo de
publicaciones. Estando los hacedores de QViva inmersos en un centro universitario de alta
calificacién dentro del campo de la investigacién hemos recibido pocos trabajos inéditos
aunque si numerosas actualizaciones. De esta forma muchos se preguntan si QViva es una
revista de investigacion o de divulgacion. Creemos que aqui es necesario aclarar que la
divulgacién tal como es entendida por muchos, tiene como blanco un publico lego. Las
actualizaciones o revisiones de QViva se dirigen a un publico que oscila entre investigadores
de otras ramas que les interesan conocer temas diferentes, profesores docentes de la escuela
secundaria o universitaria que desean actualizarse en temas complejos y de vanguardia y por
ultimo estudiantes universitarios que realizan tesis o tesinas y que generalmente no encuentran
lecturas especificas en espanol. Esto dltimo no es una mera suposicion es el fruto de la
correspondencia recibida de muchos lectores-alumnos agradeciendo la publicacion de temas

de su interés de escasa propagacion.

Si bien originariamente el objetivo de QViva fue ser vehiculo de nuevos conocimientos
cientificos, con el tiempo nos parecié importante dedicar espacio de la revista a temas
relacionados con la educacion en sus niveles secundario y universitario. Asi es como muchos
profesores han escrito propuestas para aplicar en las practicas de las diferentes carreras
relacionadas con la quimica. Mientras que en otros casos hemos recibido trabajos que exponen
tesis sobre cémo deberia ser la educacion terciaria. De modo que a nuestro criterio y para
resumir hemos realizado una tarea muy eficaz en el campo de la educacién no sélo con temas
educativos puros sino también mediante las actualizaciones escritas por expertos en un
lenguaje comprensible que brindan los Ultimos conocimientos sobre temas de gran interés,

permitiendo a otros docentes, que puedan transmitir dichos conocimientos a sus alumnos.

El préximo afo QuimicaViva cambiara su direccion y adoptard un formato de Comité
editorial y cientifico acorde con las exigencias del CONICET para formar parte del nucleo de

revistas cientificas. Lo que finalmente permitird lograr un factor de impacto. Seguramente, la
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participacion de numerosas personalidades cientificas de otros paises y de la Argentina
permitira la jerarquizacion de QViva

Esta es, la ultima editorial de este ciclo y no quiero despedirme sin desear que a partir
de 2014 se inicie una etapa fructifera de QuimicaViva tanto para sus hacedores como para los

lectores que se beneficiaran con su contenido.

g Qu imicaViva Revista QuimicaViva

ISSN 1666-7948 Numero 3, afio 12, Diciembre 2013
quimicaviva@agb.fcen.uba.ar

www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar
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Dia mundial de las hepatitis virales: una buena excusa para honrar a un
pro-hombre y para reflexionar ...

José Raul Oubina

Prof Regular Titular del Depto. Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia Facultad de
Medicina - UBA
Investigador Principal del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET) Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM) UBA - CONICET

¢Por qué se eligié al 28 de julio?

El 28 de julio fue instituido en 2010 por la Asamblea Mundial de la Salud como el "Dia
Mundial de las Hepatitis virales" en homenaje al cumpleafios del descubridor del agente
etiologico de la hepatitis B, el Prof. Baruch Samuel Blumberg, Premio Nobel de Medicina o
Fisiologia de 1976 (Fig. 1).

Figura 1: "Barry" Blumberg, un investigador que supo ensamblar un rompecabezas de datos
epidemiologicos aparentemente inconexos estudiando una "inusual" reaccién entre el suero de individuos
politransfundidos (por ejemplo, leucémicos) y el de un aborigen australiano. Esa reaccion fue detectada
en ensayos de inmunodifusidon doble de Outcherlony al observar una banda de precipitacién que se tefia
de rojo con azocarmin (jpara visualizar proteinas!) y no con colorantes para lipidos.

El hallazgo inicial lo llevé a publicar en 1965:
A new antigen in leukemia sera

Blumberg BS, Alter HJ, Visnich S.

Abstract:

The 'Australia Antigen' is found in the sera of some normal individuals from foreign populations.
The total absence of the antigen from the sera of normal United States' subjects and its
relatively high frequency in acute leukemia suggests that the presence of the antigen maybe of
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value in the diagnosis of early acute leukemia. Whether the antigen results from or precedes the

leukemia process remains to be seen.

J Am Med Assoc 1965; 191: 541-546.

¢ Por qué recibid el Premio Nobel?

Blumberg indagdé si ese "antigeno Au" estaba presente también en el suero de
hemofilicos y de pacientes con sindrome de Down. Estaba interesado en conocer si era un

antigeno heredado que podia preceder a la leucemia...

Para ello hizo un analisis crucial: evalu6 comparativamente la frecuencia de dicho
antigeno entre pacientes con sindrome de Down al nacer y a edades mayores, asi como entre
algunos de ellos internados en instituciones con nimero diverso de pacientes, o bien cuidados
en el hogar. Dado que los pacientes con sindrome de Down exhibian diferencias sustantivas en
la prevalencia del antigeno segun su edad y el grado de conglomeracién de las instituciones
donde eran atendidos respecto a quienes lo hacian en sus hogares, demostrd6 que dicho

antigeno no era heredable (Fig. 2).

Prevalencia del Ag australiano (HBs Ag) en pacientes
con leucemia / sindrome de Down

El Ag “Au™ MO eraun antigeno heredable!
Podria serun agente infecciosotransmisible
30 ~ en Instituciones sobrepobladas!

25

¥

Down con Down en Down en Down en Down al
leucemia Instituciones  Instituciones hogares nacer
grandes pequefias

Figura 2:Estudio de prevalencia del antigeno "Au" en diversos grupos poblacionales.

Tiempo més tarde dos eventos inesperados (jy fortuitos!) lo catapultaron hacia el
agente etiolégico de la hepatitis B: un paciente con sindrome de Down que no era reactivo en
la prueba de inmunodifusiéon de Outcherlony antes mencionada, devino en "positivo" exhibiendo

simultdneamente una suba de las transaminasas hepaticas; y -por si fuera poco- la propia
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técnica del laboratorio de Blumberg, Barbara Werner (habitual donante de suero como "control
negativo") también observé coémo su propio suero se convertia en reactivo, lo que estuvo

asociado concomitantemente a una elevacién de las transaminasas hepaticas...

El "asesino serial" - el virus hepatitis B- que usa "armas tan siniestras" como la
transmision sexual o la via parenteral (por ejemplo con agujas contaminadas) era descubierto a
partir de "una pista" - la banda roja tefiida con azocarmin- por un "detective" que al mejor estilo
de Poirot en una novela de Agatha Christie, lograba un espectacular "caso cerrado". Barry
Blumberg, lo habia hecho...

El 5 de abril de 2011, a los 85 anos de edad este investigador nos dejaba el legado de
una tarea titdnica que incluiria el desarrollo de la primera vacuna para prevenir la hepatitis B a
partir de plasma de individuos persistentemente infectados (purificando particulas subvirales
esféricas e inactivando el material con formaldehido). Como el virus homénimo (abreviado:

HBV) es capaz de producir cancer de higado jésta fue la primera vacuna contra el cancer!

Desde la historia hasta nuestros dias

Hipdcrates no podria haber imaginado que algunas de sus ensefanzas serian vélidas
aun 2500 anos mas tarde. Muy posiblemente, los cuadros de ictericia entonces descriptos
habrian correspondido a las manifestaciones clinicas con que las hepatitis virales se
manifiestan en el individuo infectado (Fig. 3).

Figura 3:Hipdcrates examinando el higado de un paciente.
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Estas infecciones son causadas por multiples agentes virales que se clasifican como
hepatotropicos primarios -designados respectivamente, virus hepatitis A (HAV), HBV, virus
hepatitis C (HCV), virus hepatitis D (HDV) y virus hepatitis E (HEV)-, o hepatotrépicos
secundarios -entre ellos, el virus Epstein-Barr (EBV), el citomegalovirus humano, el virus
dengue, el virus fiebre amarilla, el virus herpes simplex, el virus varicela-zéster y el virus
sarampién, entre otros. Los virus hepatotrépicos primarios son aquellos que infectan
inexorablemente al higado, pudiendo o no afectar otras células (en el SNC, los rifiones,
linfocitos, etc.). En contraposicion, los virus hepatotrépicos secundarios pueden o no afectar al

higado dentro de un cuadro generalizado.

Los virus hepatotropicos primarios - a su vez- difieren entre si por su puerta de entrada
habitual, su tendencia eventual a la cronicidad -y consiguientemente su asociacion con la
cirrosis y el carcinoma hepatocelular-, asi como por la disponibilidad de vacunas especificas y

de terapéutica (Tabla 1).
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Virus HAV HEV HBV HCV HDV
Familia Picornaviridae | Hepeviridae Hepadnaviridae | Flaviviridae | No
asignada asignada
Transmision Fecal-oral Fecal-oral Parenteral, Parenteral, | Parenteral
principal (también por sexual sexual en
transfusiones y HSH
trasplantes) coinfectados
con HIV
Prevalencia Alta, variacion | Regional Alta, variacion | Moderada, | Baja,
regional regional variacion variacion
regional regional
Curso La En embarazada Raro Raro Frecuente
fulminante vacunacion
masiva de la
poblacion

(virtualmente)
erradic6 esta

forma
evolutiva
Curso crénico | No No habitualmente, | Frecuente Muy Muy
frecuente (aunque se frecuente frecuente
observa en
inmunosuprimidos)
Oncogenicidad  No No Si Si No
Terapéutica No Si Si Si Si
(aunque no la hay
aun para la
embarazada)
Vacuna Si (en Si (super6 la fase | Si(en No No
calendario [Il de ensayos calendario
nacional de clinicos; se aplica | nacional de
vacunacion) en algunos vacunacion)
paises)

Tabla 1: Virus hepatotropicos primarios. Clasificacion, epidemiologia, caracteristicas clinicas y

disponibilidad de tratamiento y/o profilaxis activa.

¢Por qué son de importancia médica las hepatitis virales?

Porque como se observa en la Tabla 1, el HBV y el HCV tienen la capacidad de
producir frecuentemente infecciones persistentes que pueden durar décadas o aun toda la vida.
Esta es la principal causa infecciosa de disfunciéon hepatica cronica, la que puede devenir en
cirrosis (una enfermedad que resulta de la triada "muerte hepatocitaria”, "fibrosis" vy
"regeneracion celular") y eventualmente en el carcinoma hepatocelular (Fig. 4).
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TR . A LW,

Figura 4: Imagen de un carcinoma hepatocelular resecado de un paciente pediatrico infectado con HBV.

Gentileza del Dr. Esteban Mocetti.

Segun la OMS (http://www.who.int/campaigns/hepatitis-day/2013/event/en/index.html)

existen actualmente unos 240 millones de individuos crénicamente infectados con HBV y unos
150 millones con HCV. Estas cifras son muy superiores a los 35,3 (32,2 - 38,8) millones de
personas que se estimd estaban infectadas con HIV a fines de 2012 (
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs360/en/index.html).

Se calcula que aproximadamente fallece 1 millon de personas al afio a causa de la
cirrosis y del carcinoma hepatocelular.

En la Argentina, las infecciones por HBV asi como las acontecidas por HCV
corresponden -como valor promedio- a los niveles de los paises con baja prevalencia, aunque
la misma exhibe una marcada variacion regional. Se estima que en el pais hay
aproximadamente entre 600.000 y 800.000 personas infectadas con HCV, pero la mitad lo
desconoce ya que es una infeccion frecuentemente asintomatica. En contraposicion, nuestro
pais exhibia hasta 2005 (afio de la introduccién de la vacunacién obligatoria para hepatitis A)
una prevalencia alta de infeccién por HAV. Debido a esta exitosa medida instrumentada por las
autoridades de Salud Publica local, la epidemiologia de la infeccién por dicho agente en
Argentina estd cambiando drasticamente.

¢ Qué propone la OMS para controlar las hepatitis virales?

La OMS lanz6 la campafia 2013 con el lema "Esto es la hepatitis. Condzcala y
afréntela." La campana hace especial énfasis en que, en general, la hepatitis sigue siendo
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desconocida como amenaza sanitaria en gran parte del mundo. Su objetivo es pasar de la
etapa de sensibilizacion a la del compromiso y la accién, con el objeto de afrontar la "epidemia

silenciosa" de la hepatitis viral.

Es menester tener en consideracién los siguientes elementos: a) son millones las
personas que estan afectadas por una hepatitis viral; b) aquellos que estan infectados
cronicamente por HBV y/o por HCV frecuentemente desconocen dicha condicién; y c)
consiguientemente, -teniendo en cuenta las vias de transmisién de dichos virus- muchos otros

millones estan expuestos al riesgo de contraer la infeccion.

Segun la OMS, "el Dia Mundial contra la Hepatitis ofrecié una oportunidad para centrar la

atencion en medidas especificas tales como:

e fortalecer las actividades de prevencion, deteccién y control de la hepatitis viral y sus

enfermedades asociadas;

e aumentar la cobertura vacunal contra la hepatitis B e incorporar la vacuna en los

programas nacionales de inmunizacion;
e coordinar una respuesta mundial contra la hepatitis.

Es menester tener presente que la hepatitis viral puede constituirse en una onerosa carga
para los sistemas de salud, dados los elevados costos que implica la institucién del tratamiento
del cancer del higado y la insuficiencia hepatica derivada de la cirrosis. En mdltiples paises la
insuficiencia hepatica que promueve la hepatitis viral es la principal causa de trasplantes de
higado. Este tratamiento extremo es muy costoso, pudiendo alcanzar cientos de miles de

délares por paciente.

¢ Qué se hizo en la Argentina?

Las actividades fueron multiples y no se circunscribieron al Dia Mundial de la Hepatitis.
A modo de ejemplos, baste mencionar que en consonancia con los objetivos propuestos por la
OMS, en Argentina se desarrollé entre el 2 y el 6 de septiembre pasado la "Semana Nacional
de hepatitis B y hepatitis C en las Unidades Centinela para Hepatitis virales" por la cual se
promovid el estudio gratuito y sin demora para hepatitis virales en todo el pais. Esta actividad
fue organizada por el Departamento Virologia, Servicio Hepatitis y Gastroenteritis (Laboratorio
Nacional de Referencia) INEI - ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran.

Mas aun, teniendo en cuenta que el 1 de diciembre se celebré el "Dia mundial del
SIDA" también se llevaron a cabo acciones en el pais con el objeto de promover la profilaxis
activa para algunas infecciones de transmision sexual, administrandose las respectivas
vacunas para prevenir las enfermedades asociadas al HPV y al HBV, ademas de proveerse el

testeo confidencial, voluntario y gratuito de HIV.
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¢Hay perspectivas de un mejor tratamiento de la hepatitis C crénica?

Segun el documento final del "Consenso de Hepatitis C 2013" organizado por la
Asociacion Argentina para el Estudio de las Enfermedades del Higado (A.A.E.E.H) que se
desarroll6 entre el 21 y el 23 de noviembre en la Ciudad de Buenos Aires hay nuevas y en
extremo promisorias perspectivas terapéuticas para la hepatitis C cronica. La incorporacion de
los nuevos antivirales de accién directa (A.A.D.) al tratamiento de esta enfermedad ha
demostrado que lo hacen mas efectivo, necesitandose una menor duracién y sin provocar -
aparentemente- efectos adversos. Si bien en 2012 se habian confeccionado guias que
adicionaban al tratamiento clasico con interferon pegilado y ribavirina, uno de los inhibidores de
la proteasa NS3/4A del HCV (boceprevir o telaprevir) como tratamiento de primera linea para el
genotipo 1 viral, este tratamiento promovia la curacién en aproximadamente un 70% de los
pacientes. Dicha tasa, se incrementa a méas del 90% con los nuevos A.A.D., aun en
poblaciones de pacientes consideradas "dificiles de tratar". Estos antivirales -actualmente en
ensayos clinicos |/ lll- incluyen nuevas drogas inhibidoras de la proteasa NS3/4A (de 1ra., 2da.
y 3ra. generacion), inhibidores de la RNA polimerasa viral NS5B (analogos de nucleds(t)idos e
inhibidores no-nucleosidicos de dicha enzima), inhibidores de la fosfoproteina viral NS5A y
agentes dirigidos hacia moléculas del hospedador, tales como los inhibidores de la ciclofilina
(un cofactor celular imprescindible para la replicacién que interactia con la polimerasa NS5B y
la fosfoproteina NS5A) y los antagonistas del microRNA-122 (un miRNA celular que favorece la

replicacion viral) (Tabla 2).

Estos nuevos A.A.D. no solo han superado ampliamente las expectativas iniciales, sino
que exhiben la promisoria posibilidad de tratar a los pacientes con hepatitis C crénica sin
necesidad de co-administraciéon parenteral del interferén (motivo de fallo en la adherencia de
los pacientes). Los efectos antivirales parecerian ser pangenotipicos (inhibiendo también al
genotipo 1, frecuentemente refractario a la terapéutica clasica) y muchos de los compuestos

exhiben una elevada barrera a la resistencia.
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Inhibidores de la
proteasa viral NS3/4A

Telaprevir

Boceprevir

Simeprevir (TMC435)
Faldeprevir (BI201335)
Danoprevir/r (RG-7227)
Vaniprevir (MK-7009)
Asunaprevir (BMS-
650032)

GS-9256

GS-9451

ABT-450/r

Sovaprevir (ACH-1625)
MK-5172

Inhibidores de
moléculas celulares

Alisporivir (ciclofilina)
SCY-465 (ciclofilina)
ANA-773 (TLR-7)
Miravirsen (miRNA122)

Inhibidores de la
fosfoproteina viral NS5A

Daclatasvir (BMS-790052)
ABT-267

PPI-461

GS-5885

GSK-2336805

ACH-2928

ACH-3102

Inhibidores de la polimerasa viral
NS5B (nucleosidicos)

Sofosbuvir (GS-7977)
Mericitabine (RG-7128)
IDX-184

GS-938

GS-6620

TMC-649128

Inhibidores de la polimerasa
NS5B (no nucleosidicos)

Tegobuvir (GS-9190)
Filibuvir (PF-868554)
Setrobuvir (ANA598)
BI207127

VX-222

ABT-072

GS-9190

ABT-333
BMS-791325
TMC-647055
VCH-759

GS-9669

Tabla 2:Nuevos A.A.D. en ensayo para el tratamiento de la hepatitis C.

¢ Cudles son los desafios asociados a las hepatitis virales hoy?

Las hepatitis virales plantean aun hoy multiples desafios. A continuacién sélo se

mencionaran algunos de ellos.

e Hepatitis A

e ;Qué rol desempenaran las mutantes de escape del HAV a la vacuna

contra la hepatitis A detectadas en hombres que tienen sexo con hombres

(HSH) en la epidemiologia de la infeccion? Emerg Infect Dis 17: 734-7,

2011.

e Hepatitis B

e ;Sera factible generar una vacuna "terapéutica" para los millones de

individuos infectados crénicamente?
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e Hepatitis C
(]
[ ]
[ ]
e Hepatitis D
[ ]
e Hepatitis E

¢ Qué rol desempenfaran las mutantes de escape a la vacuna actualmente
utilizada (por ejemplo, Gly145Arg) en el nuevo nicho de una poblacién

mundial inmunizada contra la cepa salvaje?

¢ Se desarrollara alguna formulacion terapéutica que pueda erradicar el
ADN circular covalente cerrado (ADNccc) que persiste habitualmente en

los hepatocitos a pesar de la medicacién antiviral hoy utilizada?
¢ Se conocerdn los receptores que permiten el ingreso viral al hepatocito?

Ante las primeras evidencias que indican que una recombinante D/A del
HBV circulante en Argentina exhibe un comportamiento bioldgico
diferente al de las cepas parentales (J Gen Virol 12: 2724-2728, 2013)
¢Cual es / serd el comportamiento biol6égico de las cepas recombinantes
del HBV que (jsorprendentemente!) constituyen ~30% de los genomas

cuya secuencia esté depositada en el GenBank)?

¢, Se comprenderan las bases inmunolégicas que pueden promover la

proteccion frente a la infeccién viral?

¢Cual sera el rol de las tecnologias de secuenciacion de préxima
generacion (Next Generation Sequencing o NSG) en la comprensién del
papel de la dinamica evolutiva de las cuasiespecies minoritarias en la
patogénesis de la infeccion por HCV? (J Gen Virol 93: 1853-1868, 2012).

En vista de que no parece por el momento realista intentar el desarrollo
de una vacuna que promueva la inmunidad esterilizante, ;se podra
desarrollar una formulacién vacunal que -al menos- evite la infeccion
cronica y la enfermedad? (Nature Med 19: 869-877, 2013).

Ante la rara deteccion del mutantes del RNA del HDV aun en ausencia de
respuesta de anticuerpos anti-HDV y -en ciertos caso- también del HBsAg
detectable (infeccion oculta por HBV), ;Se deberia re-evaluar el actual
algoritmo diagnostico? (J Clin Virol 54:223-238, 2012)

¢Las infecciones crénicas son privativas del genotipo 3? ;O pueden

acontecer también con los genotipos 1, 2 0 4?7

Dado que la infeccién cronica se observa en pacientes trasplantados o
con SIDA, ;existen también infecciones crénicas con un grado "sutil" de

inmunocompromiso?
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e ;Cual eselrol de larespuesta T en la infeccion?

e Respecto a la vacuna HEV 239: ;Cual es la duracién de la proteccion?

¢ Previene las infecciones subclinicas? (Lancet 379, 2477- 2488, 2012).

La mera mencién de logros recientes en el tratamiento de la hepatitis C, asi como de
algunos de los desafios enunciados en el vasto campo de las hepatitis virales, indica
claramente los avances alcanzados y las metas que guiaran a la comunidad cientifica en este
tiempo proximo. Sin embargo, el soporte econémico por parte de los sectores publico y privado
es también imprescindible para concretar eficazmente los proyectos de investigacion. Se
requerira de la voluntad colectiva y de la sabiduria de la comunidad cientifica, junto a las
agencias de Salud Publica y de la industria farmacéutica para que estos desafios tengan un

desarrollo acorde con lo que la sociedad -en su conjunto- anhela.
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Resumen

El poder de resolucion del microscopio éptico es de unos 200 nm y si tenemos suerte, los
nano-objetos mas voluminosos apenas se distinguiran como puntos fluorescentes. ¢ Podremos,
mediante el control de la arquitectura de esos “puntos brillantes”, dirigir su acceso a ciertos
sectores del cuerpo, donde ejecutarian exitosamente funciones terapéuticas? Por ahora
estamos més lejos de lo que creemos en materializar ese ejercicio mental. Sin embargo, de
todas las aplicaciones de la Nanotecnologia al area de la salud, el campo terapéutico es el méas
importante. En este articulo nos adentraremos en los fendbmenos que explican como funcionan
los nano-objetos que transportan principios activos hasta los sitios blancos. A partir de alli sera
posible construir expectativas razonables sobre la irrupcion de esta nueva tecnologia en el
corto futuro. Sus potencialidades y limitaciones son dependientes de nuestra capacidad de
disefio racional, de desarrollo industrial y conocimiento de los fendmenos de nanotoxicidad,

respectivamente.

Palabras clave: nano-objeto, efecto de incremento de permeacion y retencién (EPR),

nanomedicinas antitumorales

Nanomedicines, the essential is invisible... to the light microscope
Abstract

The resolution power of the optical microscope is nearly 200 nm and if we are lucky, the biggest
nano-objects are saw as highly fluorescent dots. How the architecture of these shiny dots be
controlled, to target them to specific body sites and successfully exert therapeutic actions? For
the moment, we have been unable of meeting such issue. Nonetheless, drug delivery is by far
the most important field of all the applications of Nanotechnology in health. In this review, we
will address the phenomena underlying the action of nano-objects as drug delivery systems. On
that knowledge, it will be possible to build reasonable expectancies to the irruption of these new
medicines, in the near future. Potentialities and pitfalls of nhanomedicines will depend on our
skills for rational design, industrial development and insights gained on the new phenomena of

nanotoxicity.

Key words: Nano-objects, Enhanced Permeation and retention (EPR) effect, antitumoral

nanomedicines
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1. INTRODUCCION

La Nanotecnologia irrumpié en la comunidad cientifica hace mas de 50 afos [1], como
una promesa capaz de resolver retos ingenieriles inabordables para la materia macro o
microestructurada. El proposito de esta tecnologia es disefiar nano-objetos, estudiar sus
propiedades estructurales y luego aplicarlos con multiples fines. Los nano-objetos se definen
como objetos con una (nanoplato), dos (nanotubo) o tres (nanoparticula) dimensiones en la
nano-escala de tamafo. La nano-escala posee un limite inferior de 1 nm (excluye a los atomos)
y un limite superior difuso que supera los 100 nm cuando los nuevos fenémenos asociados al
tamarfio del nano-objeto no son de naturaleza cuantica, sino por ejemplo, relativos a sus
modalidades de captura y tréafico intracelular. Nanoparticulas de idénticas dimensiones, pueden
presentar distintas propiedades de acuerdo al material con que se las prepare. Por otro lado,
moléculas producidas por sintesis quimica o bioldégica y cuya actividad dependa de su
estructura primaria (secuencia de atomos o de moléculas), no son considerados nano-objetos.
Para bien o mal, desde hace unos 10 afios usamos diariamente productos que contienen
nano-objetos o superficies nanoestructuradas, a veces sin enterarnos. Otras, la intervencién de
la Nanotecnologia en campos como el de la salud suscita tanto en legos como en la mayoria
de los académicos, una expectativa cercana a la idealizacion. Es que la idea de emplear nano-
objetos para resolver exitosamente complejos problemas de salud resulta fascinante. La
disciplina en cuestion se conoce como Nanomedicina y emplea nano-objetos disefiados ad-hoc
para operar en la interfase entre el tamafio atémico y el celular con fines terapéuticos,

profilacticos y de tecnologia médica (que incluye ingenieria de tejidos y diagnostico).

No es posible identificar un Unico tipo de nano-objeto igualmente Gtil para todos los
propositos. Por lo general, aquellos que se emplean in vitro o ex vivo (como en la mayoria de
las técnicas diagnédsticas) no siempre pueden administrarse a un ser vivo. Asimismo, en
terapéutica y profilaxis los nano-objetos son biodegradables y son aplicados por distintas rutas.
La mayoria de las estrategias terapéuticas estan basadas en la incorporaciéon de un principio
activo (PA) a un determinado nano-objeto. A partir de alli, la farmacocinética, biodistribucion y
trafico intracelular del PA se independiza de su estructura quimica y pasa a depender de la
naturaleza estructural del nano-objeto. Por volumen de ventas y patentes, la aplicacion mas
importante de la Nanotecnologia en salud es la pertinente al campo terapéutico conocida como
nanotecnologia farmacéutica [2]. Dicho esto, en este articulo comentaremos los fenémenos
que ocurren cuando los nano-objetos (nanoparticulas) se administran con fines terapéuticos
por ruta endovenosa. A diferencia de la inhalatoria, los fendbmenos asociados a la ruta
endovenosa estén bastante bien conocidos, ademas de poner en juego la maxima capacidad
operativa de los nano-objetos. Por su complejidad, excluiremos referirnos al cruce de la barrera
hematoencefalica. Asimismo, no abordaremos la exposicién no intencional de nano-objetos no

biodegradables, que tiene lugar fundamentalmente por ruta inhalatoria.
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2. ; COMO FUNCIONAN LAS NANOMEDICINAS?
2.1 El turbulento viaje de los nano-objetos

Una vez inyectados endovenosamente, los nano-objetos ingresan directamente al
corazén, desde cuyo ventriculo derecho -en humanos- son bombeadas a los pulmones a un
flujo de 5,6 litros por minuto [3]. Su viaje por sangre venosa continla hacia los capilares
alveolares pulmonares donde se vuelcan a la sangre arterial. Desde alli retornan al corazén,
para ser bombeadas en la sangre arterial a cada uno de los 6rganos corporales. La magnitud
de su acceso a los 6rganos dependera del volumen de flujo que accede a cada uno. Asimismo
durante casi toda su trayectoria, los nano-objetos permanecen confinados al compartimiento
vascular. Nano-objetos en el orden de los 100 nm de diametro (unas 10 veces mayor que el
diametro hidrodinamico de una proteina plasmatica como la albumina, aunque unas 100 veces
menor que un glébulo rojo) no pueden difundir a través del endotelio vascular/capa de musculo
liso /membrana basal, ni penetrar los poros de la vasculatura (<6 nm en vénulas post
capilares). Mas aun, los nano-objetos que pierdan su estabilidad coloidal en circulacién y se
agreguen, pueden ocluir redes vasculares particularmente angostas, como los capilares
pulmonares (entre 2 y 23 mm de didmetro). Al igual que las proteinas plasmaticas, nano-
objetos lo suficientemente pequerios pueden atravesar libremente las fenestraciones de entre
100 - 150 nm (alrededor de 107 nm en humano) de los sinusoides hepéticos (vasos de 5 -10
pum diametro sin membrana basal para acceder al espacio perisinusoidal o espacio de Disse),
donde se ubican los cordones de hepatocitos [4, 5]. Pero a diferencia de las proteinas, los
nano-objetos son reconocidos como extrafios y fagocitados por macréfagos fijos ubicados
estratégicamente en la luz de los sinusoides (células de Kupffer). Por su gran volumen, el
higado es el 6rgano corporal con mayor capacidad de captura global de nano-objetos, aunque
el bazo lo supere en tasa de captura por unidad de masa de tejido. Los 6rganos con
vasculatura fenestrada como el higado, bazo (con anchos sinusoides (5-8 um) en la
vasculatura de pulpa roja, para dejar pasar globulos rojos senescentes) y en menor medida,
medula 6sea, son los Unicos donde los nano-objetos pueden extravasar hacia los intersticios
tisulares. Claramente es la arquitectura vascular la responsable directa de la biodistribucién de

nano-objetos inyectados endovenosamente.

Luego de inyectados, ademéas de diluirse y ser arrastrados en el turbulento flujo
vascular, los nano-objetos son inmediatamente cubiertos por proteinas plasmaticas.
Primeramente ocurre una cobertura inespecifica y transitoria con albimina, la proteina de
mayor concentracion (35-40 g/l), que es rapidamente reemplazada por proteinas de menor
concentracién pero mayor afinidad. Estas ultimas (fibronectina, fibrinbgeno, proteina C reactiva,
inmunoglobulinas, proteinas del complemento C3b y C4b y lipoproteinas entre otras) se
conocen como opsoninas, o proteinas plasmaticas para las que los macréfagos expresan
receptores en su superficie. Las opsoninas permiten establecer miultiples puntos de contacto
entre la superficie de microorganismos 0 nano-objetos y receptores fagociticos como los de la
fraccién Fc de anticuerpos plasmaticos (R-Fc), de fosfatidilserina (R-PS) y de ciertas fracciones
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del complemento (R-C) en la membrana de macré6fagos [6, 7]. Una vez opsonizados tal como si
fueran microorganismos, la membrana plasmatica del macréfago se extiende alrededor de los
nano-objetos, encerrdndolos. La vesicula asi formada se conoce como fagosoma. El material
dentro del fagosoma es procesado en una ruta destructiva, que recibe los contenidos de
endosomas y lisosomas y culmina con la eliminacion de sus fragmentos hidrolizados.
Recientemente ha comenzado a establecerse la légica entre el patron y extension de la
opsonizacioén -y por ende de la fagocitosis- con el tamafo, geometria y naturaleza superficial
del nano-objeto.

El bajo radio de curvatura de grandes nano-objetos (> 200 nm) facilita la deposicién de
opsoninas y su posterior agregacion (pérdida de estabilidad coloidal) [8]. En general, es la
pérdida de estabilidad coloidal la responsable de la captura fagocitica de los nano-objetos [9,
10]. Los nano-objetos de superficie hidrofébica atraen mayor proporcién de lipoproteinas y
apolipoproteinas. Las lipoproteinas pueden intercambiar lipidos con liposomas y nanoparticulas
lipidicas y desestabilizar su estructura [11]. Una interaccion de este tipo puede ser responsable
del targeting de nano-objetos a células que tengan receptores para apolipoproteinas, como
hepatocitos (con receptores para apo E) [12] y sistema nervioso central (con receptores para
apo A1, Apo B100, apo E) [13]. En general las superficies negativa o positivamente cargadas,

muy hidrofébicas o irregulares también promoveran la adhesién de proteinas del complemento

Si bien es préacticamente imposible evitar la opsonizacién, la agregacién puede
minimizarse modificando la superficie de los nano-objetos. Esto se logra cubriéndolos con un
polimero hidrofilico de conformaciéon adecuada, de unas decenas de angstroms de espesor.
Para tal fin usualmente se emplea polietilenglicol de peso molecular 2000 (PEG2000), y la
estrategia que se conoce como “estabilizacion estérica” [14]. La estabilizacién estérica
mediante PEG, tiene un rol controvertido ya que ademas puede ser responsable de toxicidad,
como veremos mas adelante.

Los nano-objetos estabilizados estéricamente pueden permanecer en circulacién por
largo tiempo sin ser fagocitados. La evasién temporal de la fagocitosis es el primer paso para

gue los nano-objetos puedan acceder a tejidos diferentes al higado, bazo o medula ésea.

2.2 Incremento local de permeacion y retencion: el efecto EPR

La estabilizacién estérica de los nano-objetos aumenta sus posibilidades de extravasar
en sitios con elevada permeabilidad vascular. Tales sitios estan presentes en ciertas
patologias, como los tumores soélidos (que constituyen cerca del 85% de los cénceres
humanos). En la tabla 1, se muestran ejemplos de diferentes nanomedicinas antitumorales en
uso clinico y en ensayos clinicos avanzados. El delivery de nano-objetos desde el sitio de
inyeccién hasta las células tumorales involucra su transporte por circulacion sistémica,

extravasacion y transporte a través del intersticio tumoral.
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A partir de un tamano minimo, los tumores sélidos comienzan a estimular su propia
vascularizacion [15]. La resultante vasculatura an6mala asociada al drenaje linfatico
defectuoso, son responsables de la acumulacién y retencién sitio especifica de nano-objetos
[16]. Este fendmeno observado en ciertos tumores sélidos, sobre todo aquellos con elevado
grado de malignidad, es conocido como efecto de incremento de permeabilidad y retencién

(enhanced permeability and retention (EPR) effect) o efecto EPR [17, 18].

2.2. i Factores locales responsables del incremento de la permeabilidad vascular

Los tumores sobre-expresan multiples isoformas del factor de crecimiento endotelial
vascular VEGF-idéntico al factor de permeabilidad vascular (VPF) [19, 20]. Los VEGF
pertenecen a una familia de mitogenos endoteliales y mediadores de permeabilidad vascular,
con diferentes capacidades para interactuar con proteinas de la matriz extracelular [21]. Como
resultado, la vasculatura tumoral es heterogénea y no sigue una morfologia estandar
(arteriolas, capilares y vénulas en una red organizada, de ramificacién dictoma con orden
jerarquico) [22]. La vasculatura tumoral es dilatada, sacular y mal alineada, con células
endoteliales defectivas y amplias fenestraciones entre 300 y 4700 nm, ausencia de musculo
liso o inervacién, amplio lumen y sin receptores funcionales para angiotensina Il [23-25] (Figura
1). En ella la direccion del flujo sanguineo puede cambiar abruptamente, cesar o ser erratico
[26].

Desde hace unos 30 afnos se sabe que la permeabilidad vascular propia de
inflamaciones e inducida por infecciones es gatillada por bradiquinina (BK, quinina), via
activacion de una cascada proteolitica [27]. Luego se descubrié que la BK también acompafia
procesos carcinomatosos, siendo responsable de la acumulacién de fluido pleural y ascitico y
de dolor [28]. Ademas, los tumores solidos expresan simultaneamente multiples mediadores
inflamatorios como el o6xido nitrico (NO) (un mediador de vasodilatacion, hipotensién,
angiogénesis, proliferacién celular y extravasacién); prostaglandinas (PGs), sintetizadas por
ciclo-oxigenasas (COX)-1 y-2 y peroxinitrito (ONOO-), formado por una rapida reaccién entre
los radicales superoxido (O2-) y NO y activador de pro-matriz metalproteinasas (MMPs), estas

ultimas enzimas que degradan la matriz extracelular [29, 30].
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Tabla 1. Ejemplos de diferentes nanomedicinas antitumorales en uso clinico y en ensayos

clinicos avanzados

s Estatus
Compuesto Nombre Indicacion (afio)
quorublcma Myocet, Cancgr de ovario y mama, _ Aprobado FDA
liposomal Caelyx refractarios, Sarcoma de Kaposi (1995)
peguilada (Doxil) asociado a HIV, mieloma multiple
Daunorubicina
liposomal Daunoxome  Sarcoma de Kaposi asociado a HIV Aprobado (1996)
Doxorubicina Aprobado en Europa
liposomal no Myocet Cancer de mama metastéasico P urop
. y Canada (afo)
pequilado
Vincristina Leucemia linfoblastica aguda con
i Marqibo cromosoma philadelphia negativo Aprobado (2012)
iposomal (Ph-)
Doxorubicina
liposomas ThermoDox Carcinoma hepatocelular Fase lll
termosensibles
Q|splat|no Lipoplatin Carcinoma de’celulas no pequefias Fase Il y Il
liposomal de pulmén y pancreético
rurtotecan 0Sl-221 Varios Fase Il
iposomal
Paclitaxel en
nanoparticulas Abraxane Céancer de mama Aprobado (2005)
de albumina
L—aspg;gg;nasa— Oncaspar Leucemia aguda linfocitica Aprobado (1994)
Paclitaxel-Acido . Carcinoma de células no pequenas
. . Opaxio . . Fase lll
poliglutamico de pulmén, de ovario y otros
Doxetacel en . ) .
nanoparticulas ABI-008 Céncer de rr:rostata refractario a Fase Il
. ormonas
de albumina
Paclitaxel-
micelas NK105 Céncer de estdbmago Fase lll
poliméricas
Doxorubicina-
micelas NK911 Varios Fase Il completa
poliméricas
Cisplatino-
micelas Nanoplatin Varios Fase |
poliméricas

Adaptado de Duncan R, Gaspar R (2011) Nanomedicine(s) under the microscope. Molecular
Pharmaceutics 8: 2101-2141

2.2. ii Disminucion del drenaje linfatico

La red de linfaticos remueve macromoléculas y fluido intersticial y es esencial para las

funciones inmunes del tejido normal y mantenimiento del balance de fluidos en el intersticio. En

los tumores solidos sin embargo, el drenaje linfatico es usualmente defectivo [15, 31]. Los

vasos linfaticos son comprimidos por las propias células tumorales [32] y por ende su

funcionalidad depende de su localizacion. Los linfaticos periféricos o en la interfase tumoral son
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funcionales, no asi los del interior tumoral [33]. La funcionalidad reducida de los linfaticos esta
asociada a flujo retrégrado, con invasion de células tumorales a vasos linfaticos periféricos y
promocion de metastasis dentro del sistema linfatico [26, 34, 35].

s

{ Il‘;f;.ru

G00x

Figura 1. Micrografias de scanning electronico de capilares sanguineos normales (A 'y B) y
tumorales hepaticos (C y D). B y D son imagenes ampliadas de la red de capilares de Ay C.
Mientras no hay pérdida de polimero acrilico en el higado normal, se observa su extravasacion
(por efecto EPR) en la vasculatura tumoral (T). N es vasculatura normal. Adaptado de [135]

2.2. iii Los nano-objetos extravasan por conveccion

Notablemente, en tanto las moléculas de bajo peso molecular difunden uniformemente
a través de la vasculatura hacia los tejidos, los nano-objetos Unicamente pueden extravasar a
través de las fenestraciones por conveccion [36]. El flujo convectivo depende del gradiente de
presién hidrostatica entre el espacio intravascular (microvascular pressure, MVP) y el espacio
intersticial (interstitial fluid pressure, IFP) y el gradiente de presién osmoética (debido a
diferencias en niveles proteicos) [37]. La funcionalidad disminuida de los linfaticos es
responsable principal de la elevada IFP, que se opone al gradiente convectivo y a la
extravasacion de material hacia las células tumorales [38, 39]. Asimismo, la elevada IFP induce
un flujo intersticial radial hacia el exterior, de entre 0,1-0,2 ym/s para un tumor aislado de 1 cm
[40] y un orden de magnitud menor para uno subcutaneo [41] (Figura 2). Sin embargo, hay

autores que consideran controvertido adjudicar la disminucion del flujo convectivo a la elevada
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IFP [42]. La elevada IFP forzaria la salida de solutos y fluidos hacia la zona de menor presion
(el extremo venoso de los capilares) y no hacia el extremo arterial, donde la presién
hidrostatica derivada del input cardiaco y la resistencia vascular son mucho mayores que en el

extremo venoso.

El flujo sanguineo tumoral depende de la diferencia entre la presion arterial y venosa, la
resistencia debido a la arquitectura vascular y la viscosidad sanguinea. En comparacion a los
tejidos normales, los tumores tienen similar presién arterial pero menor presién venosa [43]. En
la microcirculaciéon tumoral, debido a la elevada permeabilidad vascular, el flujo sanguineo
intravascular e intersticial estan acoplados. La presencia de macromoléculas en el intersticio es
en parte responsable de la elevada viscosidad sanguinea tumoral. El flujo sanguineo en

tumores es en promedio, menor que en tejidos normales [44].
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Figura 2. Presion de fluido intersticial (Interstitial fluid pressure, IFP) y velocidad de distribucion
de un tumor crecido subcutaneamente. El centro y los alrededores del tumor se indican por
r/R=0 y r/R=1, respectivamente. IFP (®) es elevada en el interior del tumor y rapidamente

decrece en la periferia. Debido al gradiente de presion, se induce un movimiento de fluido
intersticial hacia el exterior a aproximadamente 0,02 um/s (A). Esta conveccion hacia afuera,
junto con la menor extravasacion debido a la elevada IFP, conduce a un acceso insuficiente de

agentes terapéuticos [41, 61].
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2.2. iv Los nano-objetos difunden con dificultad a través del intersticio

Los tumores sélidos poseen una densa matriz extracelular (MEC), consistente en
proteinas fibrosas como colageno y elastina y polisacéaridos como hialuronano y proteoglicanos
[45], que dificultan el ingreso de material hacia el interior tumoral. La elevada IFP tumoral
sumada al elevado contenido de glicosaminoglicanos (GAG) y colageno respecto de tejidos
normales [46, 47], reduce el flujo convectivo intersticial. Como resultado la difusion es el
principal mecanismo de transporte a través del intersticio. La difusion disminuye a medida que
aumenta el peso molecular y el diametro del material [48-50]. Los nano-objetos mas pequefios
son transportados a mayor distancia y con mayor dispersiéon en la MEC que los de mayor

tamario, que tienden a localizarse en el espacio peri-vascular [51].

2.3. v Heterogeneidad del efecto EPR

El efecto EPR es heterogéneo y varia sustancialmente no sélo entre pacientes sino
también entre los distintos tipos y estadios tumorales [52, 53]. Dentro de un mismo tumor hay
grandes diferencias en permeabilidad vascular. En general, los nano-objetos (tamafno promedio
de 100 nm) Unicamente podran acercarse sélo a las células de una limitada fraccion del
volumen tumoral. La mayor parte del tumor apenas permite extravasar estructuras de diametro
entre 4 y 7 nm. La distribucion de la vascularizacién varia con la zona y tamarfio tumoral. La
densidad vascular decrece desde la periferia hacia el centro, donde se incrementan las
distancias intercapilares, que son enormes en términos de difusién de nano-objetos. Por
ejemplo, la distancia intercapilar es de unos ~50 pm en regiones vascularizadas de
adenocarcinomas mamarios de rata, pero puede llegar a unos ~300 um en humanos [54]. Los
tumores sélidos de gran tamafo (> 1 cm diametro) poseen tres regiones: (a) necrotica sin
vasculatura, (b) semi-necrética conteniendo capilares, pre-y post-capilares y (c) establemente
perfundida, con muchos vasos venosos y pocas arteriolas (2 a 5). En general, la relacién region
(avascular/bien perfundida) aumenta con el tamarno del tumor, lo que significa que el efecto
EPR es mayor en tumores mas pequenos. En el interior tumoral, la distribucién de nano-objetos
seria mas heterogénea que la de drogas de bajo PM, debido a que su acceso depende
estrictamente de la estructura vascular y de las serias restricciones a la difusion presentadas
por el impedimento fisico de la MEC sumado a su escaso gradiente difusivo [42].

Por otro lado, la densidad vascular depende del tipo de tumor: los carcinomas renales
son muy vascularizados en tanto la densidad de microvasculatura de carcinoma escamoso de
cabeza y cuello y en carcinoma de ovario es baja. Asimismo, la densidad vascular en algunos
casos esta correlacionada con el estadio del tumor, como ocurre con el cancer de pulmén de
células no pequenas. Otro tipo de tumores, como el carcinoma de células renales, no
presentan correlacién entre densidad vascular y estadio tumoral. Los tumores metastasicos
tienden a presentar mayor densidad de vasculatura respecto de los no metastasicos. Diferentes
tipos tumorales secretan cantidades variables de mediadores vasculares e inflamatorios. Por

esta razdn, la tasa de respuesta del sarcoma de Kaposi (muy vascularizado y productor de
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grandes cantidades de VEGF) a la monoterapia con doxorubicina liposomal peguilada (Doxil),
supera entre un 25% y un 46% a la combinacion estandar del régimen ABV (adriamicina
(doxorubicina), bleomicina y vincristina) [55]. La densa MEC propia de la mayoria de los
tumores malignos pancreéticos dificulta su irrigacién; las células tumorales se alimentan por
difusién de nutrientes y oxigeno desde los tejidos adyacentes y no responden bien a los

tratamientos basados en el efecto EPR [56].

2.2.v Optimizacién de la estructura de nano-objetos

Para maximizar la extravasacién en los sitios donde existe efecto EPR, los nano-
objetos deben circular por el maximo tiempo posible, evadiendo la eliminacién renal y la
captura fagocitica. A partir de un PM de 40.000, y un didmetro hidrodindmico minimo de 7 nm
[57] (orden de peso y tamario de proteinas plasmaticas globulares, cuya filtracién renal esta
limitada por la apertura del diafragma de los pies de podocitos [58]) es factible evitar la
eliminacién renal. La estabilizacion estérica evitara la eliminacién de los nano-objetos por
fagocitosis. Empiricamente, se ha identificado un rango de tamafo optimopara la circulacion
prolongada, extravasacion y difusién de nano-objetos en tumores sélidos que manifiestan el

efecto EPR, que oscila entre los 80 y 200 nm de diametro [59].

El tamano, PM y estabilizacién estérica sin embargo, no son los Unicos factores
relevantes a la hora de lograr una O6ptima evasién del reconocimiento por el sistema
mononuclear fagocitico. Por ejemplo, proteinas plasmaticas como albumina e IgG (de PM
68.000 y 150.000, respectivamente), se acumulan en tumores que presentan efecto EPR en
igual o mayor extension que el primer agente antitumoral a partir del cual se reveld el efecto
EPR, el SMANCS (un conjugado de dos cadenas copolimero estireno y acido maleico (SMA
PM 2.000) y neocarcinostatina (NCS PM 12.000), PM total 16.000). El disefio estructural del
SMANCS dista de ser éptimo para acumularse en extensivamente en tumores sélidos; en el
tratamiento del carcinoma hepatocelular se lo inyecta directamente en la arteria hepética y no
endovenosamente. Por otro lado, la captura hepatica de ambas proteinas es sustancialmente
menor que la de SMANCS. De hecho, la mayoria de las proteinas plasmaticas
desnaturalizadas o con profundas modificaciones estructurales, independientemente de su PM,
son eliminadas muy rapidamente por fagocitosis. Esto sefiala otra deficiencia en el disefio
estructural de SMANCS ya que a pesar de su bajo PM, es reconocido como ajeno en virtud de

su insuficiente biocompatibilidad.

Es importante sefalar que en la inflamacién asociada a infecciones, también hay
extravasacion por conveccion de material particulado. Sin embargo, el funcionamiento linfatico
normal impide su retencion prolongada. Ademas, el efecto EPR es “invisible” para moléculas
livianas que difunden al tumor para regresar libremente a la circulacion sanguinea. Sefialemos
por ejemplo que pequefias moléculas hidrosolubles usadas como agentes de contraste en
angiografias arteriales, experimentan un targeting pasivo en tumores, donde son retenidas

unos pocos minutos. Por el contrario, los nano-objetos que extravasan en tumores no regresan
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a circulacién, se acumulan gradualmente y quedan retenidos por largo tiempo. Esta cuestién se
reportd por primera vez hace casi 30 anos en roedores, donde 6 h luego de inyectar
endovenosamente Evans blue que forma un complejo con albumina de 6 nm, comenz6 su
acumulacion selectiva en tumores. También se observd que la acumulacién de nano-objetos es
inversamente proporcional al tamafio tumoral. Por ejemplo, la acumulacién del conjugado
copolimero hidroxipropilmetilacrilamida (HPMA)-doxorubicina, decayo de ~20% a 1-5% dosis/g
tejido tumoral, al aumentar el tamafio tanto de modelos tumorales de ratdbn como xenografts
humanos. En tanto la concentracién plasmatica se mantuviera elevada un minimo de 6 h, hubo
un incremento progresivo de la acumulacién a lo largo de horas o dias. En la clinica, luego de
administrar SMANCS en Lipiodol (SMANCS/Lipiodol) localmente via una infusién en la arteria
hepatica, se registré una veloz acumulacién en el carcinoma hepatocelular en contraste con un
muy lento clearance durante semanas. De hecho aun 2-3 meses mas tarde el SMANC
permanecié a razén de 20-30 ug/g tejido tumoral, una actividad remanente mas de 100 veces

mayor que la concentracién inhibitoria minima del carcinoma hepatocelular in vitro [59].

2.3. Incremento de la extravasacién de nano-objetos

En promedio, tanto los conjugados polimeros-droga como drogas liposomas como
Doxil, permiten descargar un 5 % de la dosis administrada sobre tumores que manifiestan el
efecto EPR; entretanto, mas del 50 % de la dosis culmina en el higado [60, 61]. Aunque un 5
% es un porcentaje significativamente mayor que el acumulado como PA libre, se describen a

continuacién una serie de técnicas orientadas a incrementarlo.

2.3.i Modulacion del efecto EPR

El incremento de extravasacion puede lograrse mediante el aumento de la MVP, la

reduccién de la IFP y la normalizacion de la vasculatura tumoral.

Incremento de la MVP mediante Angiotensina Il: El musculo liso de la vasculatura
normal, responde a mediadores vasculares como BK, acetilcolina, NO y calcio, ayudando a
mantener constante el volumen de flujo sanguineo. La infusién endovenosa de angiotensina-Ii
(AT-II), induce hipertensién sistémica por constriccién de la capa de musculo liso. Sin embargo,
ante el aumento de presion y flujo, el volumen de flujo sanguineo permanece constante [62-64].
En contraste, la vasculatura tumoral no puede regular el volumen de flujo sanguineo, que se
incrementa localmente en respuesta a la hipertension inducida por AT-Il [59, 65]. En tumores
de roedores, tras elevar la presion sistolica mediante AT-Il se observé un incremento de ~2—6
veces en el volumen de flujo sanguineo tumoral, dependiendo del incremento de presién [62].
Aunque su uso no se ha extendido por lo riesgoso, la hipertensién sistémica inducida por AT |l
se ha aplicado en la clinica hace ya 30 afos, para incrementar la acumulacién de drogas de
bajo PM (figura 3). Estudios pre-clinicos en ratas mostraron que incrementando la presién

sistélica de 100 a 150 mm Hg por 15 minutos, se aumentaba 1,3-3 veces la acumulaciéon de
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SMANCS en el tejido tumoral. Ademas de incrementar el efecto EPR, la vasoconstriccion
acompanante disminuyé el acceso de SMANCS a rinones y medula 6sea. Desde hace 10 afos
se reportan los beneficios de la administracion de SMANCS-Lipiodol a pacientes con tumores
sélidos (que incluyeron carcinoma hepatocelular, cAncer metastasico de higado, cancer renal,
colangiocarcinoma, cancer pancreatico, entre otros) bajo un estado hipertenso inducido por AT-
[l. Mediante esta estrategia es posible incrementar mas de 5 veces la concentracién local de
droga antitumoral, induciendo un estado hipertenso solo por~20 min [66, 67]. Considerando
que las terapias antitumorales se llevan a cabo en o cerca de la maxima dosis tolerable, un
aumento de 2-3 veces su concentracién intratumoral tendria beneficios terapéuticos; de hecho
los tiempos de regresion al 50% de la masa tumoral se acortaron [67]. En contraste, luego de la
infusion intraarterial de PA de bajo PM no se observaron mejoras debido a su veloz escape del
tumor. No se han publicado datos acerca del empleo de esta técnica para mejorar el delivery

de Doxil u otros antitumorales liposomales de mayor diametro que polimeros terapéuticos.

Incremento de MVP mediante Nitroglicerina. La nitroglicerina (NG) es un agente
generador de NO, empleado por mas de una centuria en el tratamiento de angina de pecho. En
el medio hipdxico (baja pO2) y de pH ligeramente acido del tejido cardiaco infartado, el NO2—
liberado desde NG es convertido a NO, que causa vasodilatacién e incremento de flujo
sanguineo. Dado que el medio hipoxico y acidico de los tejidos infartados se asemejaria al de
los tumores, se inspecciond la capacidad de NG para inducir vasodilatacién e incremento local
de flujo sanguineo. Esta estrategia increment6 2 a 3 veces la acumulacion de macromoléculas
inyectadas endovenosamente (complejo Evans blue/albimina) en tumores, asi como la eficacia
tanto de pequefias moléculas (aclarubicina, PM 812) como de conjugados Zn protoporfirina IX-
PEG (PM 110.000). Sin embargo estos resultados se obtuvieron luego de la administracion
topica de NG en modelos de tumores subcutaneos [68]. Esta estrategia ain no ha llegado a la
clinica. Asimismo, resta inspeccionar el efecto de la administracién de donores de NO, por
rutas diferentes a la tépica. Finalmente, ain no ha sido testeado su efecto sobre la

extravasacion de nano-objetos de mayor tamarno, como el Doxil.
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A) Vasculatura normal:
sin perdidas E
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B) Vasculatura tumoral:
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Tejido
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Figura 3. Representacion del efecto EPR y su incremento inducido por la hipertension
generada por angiotensina Il (AT-Il) y el delivery en tejidos normales y tumorales. (A) La
vasculatura normal posee una capa de células de musculo liso que se contraen, se cierran las
uniones estrechas y se reduce el diametro del vaso lo que resulta en menor pérdida de
contenido. (B) La vasculatura tumoral posee aberturas entre las células endoteliales que se
abren aun mas al elevarse la presion sanguinea. La hipertension inducida por AT-Il incrementa
la acumulacién de drogas macromoleculares en el tejido tumoral. Adaptado de [37, 136, 137]

Incremento de MVP mediante Inhibidores de enzima convertidora de angiotensina |
(Angiotensin-converting enzyme, ACE). Los inhibidores de ACE se emplean como agentes anti-
hipertensivos y son carboxipeptidasas que inhiben la conversién de AT | en ATII. La ATI tiene
una secuencia aminoacidica similar a la hallada en el extremo C terminal de la BK. Por lo tanto
los inhibidores de ACE potencian la accion local de la BK, el mediador de permeabilidad
vascular sobreexpresada en tumores. El inhibidor de ACE enalapril, combinado con
hipertension sistémica inducida por AT-Il, incremento al doble el delivery de anticuerpos
monoclonales dirigidos contra cancer gastrico sobre modelos tumorales de ratén [65, 69]. Igual
que en el caso anterior, esta estrategia no ha llegado a la clinica y resta testear su eficacia
sobre nano-objetos de gran tamafo.

Recientemente se han testeado en roedores otras estrategias orientadas a aumentar el
efecto EPR, mediante hemo-oxigenasa 1/ mondéxido de carbono, inhibidor de TGF-B, TNF-a.

190



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 12, diciembre 2013 - quimicaviva@aqgb.fcen.uba.ar

2.3.ii Incremento del delivery de nano-objetos a través del intersticio tumoral

La difusion de nano-objetos a través del intersticio puede incrementarse mediante a)
degradacion de la MEC y b) reduccion de la IFP. Aunque testeada ampliamente en pre-clinica,
la utilidad clinica del empleo de MMP (colagenasas, stromelisinas, gelatinasas vy elastasas),
hialuronidasa y catepsina C (digesting decorin) para degradar la MEC e incrementar la difusion
de nano-objetos voluminosos (de alrededor de 100 nm) es discutible, ya que la digestién de la
matriz no expande sustancialmente el espacio intercelular entre células tumorales (unos 20 nm)
[70, 71]. Entre otras razones, la degradacion de la MEC ha sido gradualmente abandonada
porque incrementaria las chances de diseminacién tumoral [72]. También en pre-clinica, la
degradacién enzimatica de la MEC se ha empleado para disminuir la IFP. En este &mbito, la
IFP se ha disminuido mediante métodos fisicos (hipertermia), quimicos (agente osmético
manitol) y tratamientos farmacolégicos (TNF-a, paclitaxel, radiacién). Por ejemplo, la reduccion
de IFP luego de aplicar hipertermia local sobre tumores subcutaneos, incrementa la
extravasacion 'y acumulacién de liposomas y vectores génicos administrados
endovenosamente (hasta 400 nm) [73, 74]. Esta estrategia sin embargo, no ha llegado a la

clinica.

Otra forma de reducir la IFP es induciendo la normalizacién de la vasculatura tumoral,
es decir, inhibiendo el efecto EPR. Pero aunque el empleo de agentes anti-angiogénicos ha
permitido incrementar la extravasacion de albumina, la acumulaciéon de estructuras de mayor
tamafio como el Doxil no aumenté y su transporte a través del intersticio de tumores xenograft
humanos se redujo [75]. En general, la inhibicién del efecto EPR mediante inhibidores de VEGF
como los anticuerpos monoclonales bevacizumab y ranibizumab puede emplearse como
estrategia antitumoral, porque bloquea el acceso de nutrientes y oxigeno; sin embargo la
misma dificulta la extravasacion de nano-objetos. Hace unos 20 afos comenzaron a
desarrollarse inhibidores de MMP, capaces de inhibir el efecto EPR [76]. Sin embargo, ninguno
tuvo éxito clinico dada su incapacidad para eliminar la totalidad de las células tumorales y su
toxicidad a dosis elevadas.

2.3. iii Incremento de la transcitosis: péptidos penetrantes de tumores

Recientemente se ha demostrado en pre-clinica que la co-administracion del péptido
penetrante en tumores iRGD incrementd la acumulacién y el indice terapéutico de diversas
estructuras, composiciones y tamanos, tanto de pequefias moléculas (doxorubicina), como de
anticuerpos monoclonales (trastuzumab) y nanoparticulas (Abraxane y Doxil), en mdltiples

modelos tumorales humanos xenograft en ratones [77].

2.4 Utilidad de modelos pre-clinicos

Los macréfagos de ratones inmunocomprometidos producen menos VEGF, lo que

conduce a menor densidad vascular [78] y a un menor acceso de nano-objetos al intersticio
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tumoral respecto de los inmunocompetentes, que pueden acumular alrededor del doble de
nano-objetos que los inmunocomprometidos [79]. Los ratones inmunocompetentes por otro
lado, portan tumores murinos y no humanos, lo que complica la interpretacién de resultados y
su extrapolacion. Asimismo, la expresion de VEGF y sus receptores en células tumorales in
vitro, es mucho menos variable que en tumores clinicos. Una diferencia sustancial entre los
modelos tumorales en animales y tumores humanos es la tasa de progresién. Los animales
usualmente desarrollan tumores clinicamente relevantes (>5 mm) una semana después de la
inoculacién subcutanea de células tumorales, en tanto un volumen tumoral equivalente puede
tomar anos en crecer humanos. Un tumor de 1 g en un ratén de 30 g es aproximadamente 3%
de su peso total. En humanos, un tumor comparable pesaria 2-5 kg, una masa lejos de ser
ideal para tratarse con nanomedicinas antitumorales. Ademas, los tumores implantados
subcutaneamente hacen uso de la extensa red vascular cutanea, una condicién raramente
hallada en tumores humanos. Los tumores animales de rapido desarrollo producen gran
cantidad de VEGF y mediadores vasculares. Esta rapida progresion resulta en la sobre-
estimacién del efecto EPR. Aparentemente, el sitio de implantacién del tumor experimental
influiria en el efecto EPR. En este complejo contexto, la utilidad como modelo predictivo de
monocapas celulares y esferoides, que carecen de vasculatura y por ende de las barreras

histol6gicas a la extravasacién de nano-objetos, es minima.

3. LA COMPLEJIDAD ESTRUCTURAL EN LA NANO-ESCALA

Hasta aqui hemos descripto generalidades relativas a la accién selectiva de los nano-
objetos, cuyo funcionamiento luce engafiosamente sencillo. Cabe preguntarse entonces, por
que es tan lenta la aparicion de nuevos productos [80]. Las respuestas son mdltiples, pero la
principal razén obedece a que la actividad de las nanomedicinas depende estrictamente de la
interaccién de su arquitectura estructural en la nano-escala con el contexto anatomo-patolégico
del paciente. Y sucede que la capacidad de controlar la arquitectura de los nano-objetos a
escala industrial es limitada, ademéas de ser muy heterogéneos los contextos biol6gicos. La
tecnologia actual es capaz de producir en condiciones GMP (Good Manufacturing Practice)
Unicamente vesiculas y nanoparticulas con geometrias cuasi esféricas de lipidos (liposomas) o
polimeros naturales o sintéticos. Asimismo, las superficies pueden recubrirse con relativa
facilidad para su estabilizacién estérica. Aunque no es posible obtener estructuras de mayor

complejidad estructural, este grado de simplicidad ain es muy complejo.

Analicemos la doxorrubicina liposomal peguilada (Doxil/Caelyx), uno de los primeros
nanofarmacos llegados al mercado. La formulaciéon contiene méas del 90% de los 2 mg/mL de
clorhidrato de doxorubicina a pH 6.5, encapsulada en una poblacion monomodal de liposomas
de 80 nm diametro hidrodinamico y aproximadamente -13 mV de potencial Z. La bicapa
liposomal consiste en 3,19 mg/mL de sal sédica de N-(carbonil-metoxi polietilenglicol 2000)-1,2-
distearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina (MPEG-DSPE); 9,58 mg/mL fosfatidil colina de soja

hidrogenada (HSPC) y 3,19 mg/mL colesterol. Para mantener la isotonicidad, cada mL de Doxil

192



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 12, diciembre 2013 - quimicaviva@aqgb.fcen.uba.ar

contiene 2 mg sulfato de amonio, buffer histidina y sacarosa. La doxorubicina se incorpora al
interior liposomal mediante el método de carga activa, para lo que se genera un gradiente de
protones al atrapar sulfato de amonio en el interior liposomal. Este gradiente es necesario para
que la base débil doxorubicina difunda hacia el interior y quede alli retenida una vez protonada.
En este proceso, el acido débil amonio pierde su protén y el amoniaco resultante se elimina a
través de la bicapa. La carga activa es tan eficiente para atrapar doxorubicina, que la droga
ingresada supera su solubilidad y forma un precipitado de sulfato de doxorubicina. Los cristales
de doxorubicina responsables de la tipica forma ovoide del Doxil pueden observarse por cryo-
transmission electronic microscopy (cryo-TEM) (Figura 4). Junto con Ambisome (anfotericina
liposomal), Doxil es uno de los dos nanofarmacos mas antiguos, comercializado en Estados
Unidos desde 1996. Pero aunque sus patentes estadounidenses hayan caducado en 2010, el
desarrollo de una formulacién genérica de Doxil se lleva a cabo con extremada lentitud
(Lipodox, aprobado por la Food and Drug Administration, FDA, en 2012/13 pero no por la
European Medicines Agency, EMA). La complejidad estructural de la doxorubicina liposomal
peguilada es responsable directa de su estabilidad coloidal en circulacién, farmacocinética y
biodistribucién. Su conocimiento permitiria estimar la performance del producto in vivo. Sin
embargo tal complejidad es dificil no solo de estimar sino también de reproducir. A diferencia
de un farmaco convencional, conocer el origen, naturaleza, pureza, estado cristalino y cantidad
de principio activo y excipientes no es suficiente para tener una certeza razonable acerca de la
performance in vivo de una nanomedicina [81]. Solo a titulo ilustrativo, mencionaremos sus
aspectos estructurales mas relevantes: 1) los residuos metoxi-PEG 2000 del PEG-DSPE que
deben tener una conformacion en cepillo y no de hongo, para proveer maxima proteccion
estérica; 2) constancia de carga eléctrica superficial y potencial Z; 3) adecuado perfil de
liberacién de la doxorubicina in vitro testeado bajo multiples condiciones, asegurando el
atrapamiento la doxorubicina en el interior liposomal frente a la dilucion durante la infusion (10
ml/7000 ml sangre); 4) gradiente de sulfato de amonio estable, ya que es responsable de la
permanencia de la doxorubicina en el interior liposomal. Este gradiente es labil y su disipacion
implica la liberacién de la doxorubicina.

e
%

Figura 4. Cryo-TEM de Doxil.
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A los efectos de aprobar una formulacién genérica de doxorubicina liposomal
peguilada, la FDA [82] exige constatar la igualdad de: condiciones internas (volumen, pH y
concentracién interna de sulfato de amonio, criticas para mantener precipitada a la
doxorrubicina); morfologia liposomal y cantidad de bicapas (criticas para definir carga de droga,
tasa de liberacién y potencial activacién de complemento); temperatura de transicion de fase de
bicapas (involucrada en la permeabilidad a la doxorubicina atrapada); tamafo de poblacién
liposomal (critica para asegurar el targeting pasivo). Algunos de estos parametros son sencillos
de determinar; pero otros no. Un célculo hecho sobre la base de la concentracion de los
componentes de Doxil y tamano de poblacién liposomal revela que 1 ml de una dispersién
comercial contiene 2,3x1014 liposomas, cada uno de los cuales acarrea unas ~10.000
moléculas de doxorubicina, de las cuales mas del 95% esta precipitadas como cristales en el
interior liposomal. La geometria del liposoma influye -entre otras cosas- sobre la activacién in
vivo del complemento. La técnica de cryo-TEM es en este caso la apropiada para evidenciar
las formas ovoides resultantes del precipitado interno de cristales de doxorubicina. Las
condiciones internas, como la estabilidad del gradiente disipable o el volumen interno son aun
menos sencillos de determinar. La dificultad en predecir la performance in vivo derivadas de la
complejidad estructural en la nanoescala enlentece la aprobacion por organismos regulatorios y

por ende la aplicacién.

4. EL TARGETING ACTIVO: LA “BALA MAGICA” NO ES REAL.

Hace unos 15 afos, aparecieron estudios que sugerian que el targeting pasivo podia
mejorarse mediante la exhibicion superficial de ligandos de receptores selectivamente
expresados por las células blanco. Sin embargo el intento de aplicar esta estrategia conocida
como targeting activo, para incrementar el delivery de drogas mediante nano-objetos, no ha
dado los frutos esperados. Unicamente se ha implementado con relativo éxito en farmacos
consistentes en droga unida covalentemente a anticuerpos (ejemplos: Zevalin anti-CD20 90Y-
ibritumomab tiuxetan contra linfoma No-Hodgkin), Mylotarg (anti-CD33- o0zogamicin-
gemtuzumab contra Leucemia, retirado en 2010 del mercado), Ontak (anti-CD25- proteina de
fusién toxina difterica-1L2 contra linfoma de células T) y Bexxar (anti-CD20 131I-tositumomab

contra linfoma No-Hodgkin).

Existen una serie de cuestionamientos sobre las estrategias de targeting cuya
selectividad depende de la interaccién ligando-receptor, surgidas tanto de la experimentacion in
vivo como de la clinica. Uno de ellos se refiere a la oportunidad, cantidad y calidad de la
expresién de receptores, que pueda ser transitoria, insuficiente y/o inespecifica [83]. En
modelos tumorales de roedores, es indistinguible la acumulacién tumoral de albamina de la de
albumina-folato. La farmacocinética y biodistribucion de nanoparticulas de acido poli- lactico-co
glicélico (PLGA) no difiere de la de nanoparticulas PLGA-folato. La captura hepatica (el
principal 6rgano de almacenamiento del exceso de folato) de estos conjugados, explicaria

estos resultados. Hasta la fecha, tratamientos pre-clinicos y clinicos con nano-objetos
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derivatizados con pequerias moléculas como galactosamina, transferrina y folato no produjeron

resultados satisfactorios [84].

Otro de los cuestionamientos refiere a que la sobre-expresion de receptores en
tumores no sucede sincronicamente y no conduce necesariamente a una mayor acumulacién
de nano-objetos derivatizados. Las células normales, mucho mas numerosas, pueden competir
exitosamente frente a las tumorales por la captura (como ocurre con la derivatizacion con
folato). Asimismo, la endocitosis mediada por receptores que sigue a la interaccion ligando-
receptor, aunque veloz, es un proceso saturable [85]; la tasa de reciclaje de receptores en
tumores es muy heterogénea, oscilando entre 6-20 h de acuerdo al tipo tumoral [86]. En tanto
los receptores de células tumorales tienen gran heterogeneidad en densidad y estructura [87];
la conducta de las células tumorales de un mismo paciente puede variar de acuerdo al estadio

de su progresion [88].

Estudios pre-clinicos que emplearon nano-objetos derivatizados con fragmentos de
anticuerpos, mostraron que el anticuerpo monoclonal anti-HER2 no media un incremento
significativo de acumulacién de inmunoliposomas en tumores. Los perfiles farmacocinéticos de
liposomas e inmunoliposomas son similares y la acumulacién tumoral es la misma para ambos
(7-8% de la dosis inyectada/g tejido tumoral), independientemente de la sobre-expresion
tumoral de HER2 (figura 5). La presencia de ligandos en liposomas solo incrementa sus
oportunidades de binding/internalizacion de aquellos que se hallan en las vecindades de las
células tumorales. Unicamente en ese caso, la internalizacién de inmunoliposomas por células
tumorales que sobre-expresan HER2 fue un orden de magnitud mayor que para liposomas
control. Pero como veremos en breve, estos resultados Unicamente solo pudieron conseguirse
in vitro [89]. Lo mismo sucedié con nanoparticulas de poli (DL-lactico) cubiertas con HER2 [90].
Estudios recientes muestran que inmunoliposomas derivatizados con ligandos empleados para

targeting al cerebro, no intermedian el acceso al parénquima cerebral in vivo [91].

Por otro lado, se ha reportado que la decoracién con ligandos podria incrementar la
transcitosis de nanoparticulas unos 40-50 um (3-5 capas celulares) més alla de la vasculatura
tumoral, acercandolas al core tumoral [92, 93]. Sin embargo, la dificultad para difundir a través
de la MEC tumoral aumenta con el diametro hidrodinamico de los nano-objetos, como es el
caso de aquellos estericamente estabilizados y derivatizados. Finalmente, los nano-objetos
derivatizados serian eliminados de circulacidn mucho mas rapidamente que las proteinas
nativas o polimeros biocompatibles no modificados, lo que reduce su vida media de circulacién

y posibilidades de extravasacion.

Un tercer cuestionamiento se refiere al hecho de que la incorporacion de anticuerpos a
la superficie de nano-objetos es un reto estructural que aun no ha podido ser superado a
escala industrial. Es extremadamente dificil obtener una poblacién homogénea de nano-objetos
recubiertos con anticuerpos carentes de fraccién Fc (para evitar su reconocimiento por los R-Fc

en células de Kupffer) unidos al extremo del estabilizante estérico.
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El cuarto y mas importante cuestionamiento, es que la derivatizacion con ligandos sirve
para incrementar la captura de nano-objetos, por células que expresen los correspondientes
receptores, pero no incrementa el acceso de nano-objetos a dichas células. In vivo, la cantidad
de nano-objetos capturados por un tejido blanco depende primariamente de su posibilidad de
extravasar hacia ese tejido desde circulacién sistémica. Tal posibilidad es gobernada por los
parametros del targeting pasivo discutidos anteriormente y no por la presencia de ligandos

superficiales.

En suma entonces, la identificacién de blancos moleculares en células tumorales no

garantiza el targeting del nano-objetos derivatizados.

OLs
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Figura 5. Farmacocinetica tumoral de inmunoliposomas anti-HER2 (Anti-HERs ILs) versus
liposomas Peguilados control (Ls) en xenografts de tumor de mama BT-474 implantado s.c. en
ratones nude. Inset: captura de immunoliposomes anti-HER2 versus liposomas control (Ls) en
células de tumor de mama que sobre-expresan HER2 (SK-Br-3) in vitro. Adaptado de [89].

5. COMENTARIOS ACERCA DE LA EFICACIA

Luego de incorporado en nano-objetos, la farmacocinética de un PA se modifica
profundamente. A excepcion de las paredes vasculares, higado, bazo y medula ésea, los
nano-objetos fluyen sin tener contacto fisico con el resto de los érganos. Asumiendo que el PA

permanece retenido en la estructura del nano-objeto, la farmacocinética del PA es indistinguible
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de la de su portador. Finalmente, aun existiendo efecto EPR, el higado colecta la mayoria de
los nano-objetos inyectados endovenosamente, por lo general por fagocitosis a cargo de
células de Kupffer. Asi, la doxorubicina liposomal peguilada por ejemplo, puede fluir por la
vasculatura cardiaca sin que la doxorubicina tenga contacto fisico con los cardiomiocitos [95-
98]. Estudios representativos que emplearon datos normalizados a un area corporal superficial
media de 1,7 m2y un peso promedio de 70 kg, mostraron que Doxil tiene minima interaccién
con tejidos sanos, reducido clearance plasmatico y menor riesgo de cardiotoxicidad [99].
Inyectada endovenosamente a dosis entre 25 y 50 mg/m2 la doxorubicina liposomal peguilada,
permanece en circulacion por largo tiempo. Son tipicos su minimo volumen de distribucién (en
humanos 4L, unas 65 veces menor que la droga libre), gran area bajo la curva plasmatica
(unas 300 veces mayor que la droga libre), eliminacién plasmatica bi-exponencial (vidas
medias 2 y 45 horas, la mayor parte de la dosis siendo eliminada en la segunda fase) y lento
clearance renal (0,1 L/hora vs 45 L /hora para la droga libre). En presencia de efecto EPR,
puede acumularse entre 4 a 16 veces mas que la forma libre en tumores sélidos. En cambio la
doxorubicina en formulacidon convencional accede uniformemente a todos los tejidos
corporales. Ademas de mielosupresién severa, nauseas, vomitos y efectos mucocutaneos,
puede causar fallo cardiaco congestivo irreversible, dada su cardiotoxicidad acumulativa y
dosis-dependiente (hasta un maximo de 550 mg/m2) [94]. En su forma nanotecnoldgica la
doxorubicina es méas segura y permite administrar mayores dosis acumuladas con menor
cardiotoxicidad [100]. Su eficacia sin embargo, no es mayor que la de doxorubicina libre. El
acceso de doxorubicina a células tumorales, dependera de su lenta difusion desde los cristales
precipitados en el interior liposomal a través de bicapas poco permeables del Doxil, ya que la
corona de PEG impide su endocitosis. Doxil estd disefiado para maximizar la retencion de
doxorubicina en su interior, cuya liberacién en circulaciéon conduciria a su distribucién uniforme
y consiguiente cardiotoxicidad. El control del delicado balance (retencibn de PA en
circulacién/liberacion sitio especifica de PA) sin embargo, es una deuda pendiente.
Actualmente se trabaja en la modificacion de nano-objetos cuya estructura responda frente a
estimulos externos sitio-especificos. Ejemplo de ello son los liposomas termo-sensibles que
liberan doxorubicina luego de incrementar su permeabilidad en respuesta a estimulos locales
[101]. Pero a pesar de su sencillez conceptual, no se han conseguido estructuras capaces de
cumplir satisfactoriamente tal misién; por lo general hay una intensa liberacion prematura de
PA. Empleando métodos analiticos que permiten no solo cuantificar el PA en sangre sino
también la matriz liposomal y discernir entre PA libre y PA asociado a liposomas, se ha hallado
que tipicamente luego de 3 h, el 50% de los liposomas permanece circulante pero Unicamente
el 10% de la doxorubicina es retenida [102]. Recientes estudios muestran que la liberacion
prematura de PA desde micelas poliméricas podria retardarse mediante el entrecruzamiento de

la estructura del core [103, 104].

Los diferentes tipos, estadios y grados tumorales tienen TD muy heterogéneos. De
acuerdo al origen tisular por ejemplo, pueden variar entre 506—-5378 dias (adenomas pituitarios)

[105] hasta 12 dias (cancer de estomago) [106]. Pero en tanto la toxicidad dosis-dependiente
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es invariante, los tumores de crecimiento veloz, (0 de bajo TD) requeriran un aumento
proporcional de la dosis de nanomedicinas biodisponibles en el sitio blanco. Tedricamente la
amplia ventana terapéutica de las nanomedicinas basadas en el efecto EPR [107] podria ser
explotada en la dosificacién personalizada para cada paciente. Pero como describimos
anteriormente, es dificil controlar la dosificacién de nanomedicinas. Por ejemplo, el Doxil se
acumula en las vecindades de las células tumorales liberando doxorubicina, que difunde al
interior celular en funcién de su gradiente de concentracién, proporcional a su tasa de
liberacion desde el interior liposomal. Sin embargo, una alta acumulacién tumoral de Doxil no
significa elevada biodisponibilidad de doxorubicina, ya que su dificultosa liberacion y bajo
gradiente difusivo pueden resultar en concentracion sub-terapéutica. Al margen de este
problema, en general las vesiculas entre 80-200 nm son lo suficientemente voluminosas como
para asociar cantidades importantes de PA. Pero las nanoparticulas poliméricas pueden
presentar el problema de asociar insuficiente cantidad de PA. Esto ocurri6 para las
nanoparticulas de conjugado polimérico copolimero HPMA-paclitaxel, que asociaron muy baja
cantidad de paclitaxel (£ 10 %) debido a su pequefio tamafo (12-15 nm); esto sumado a la
inestabilidad de la unién éster [108, 109] resulté en concentraciones sub-terapéuticas de
droga en tejido tumoral, que se evidencié en ensayos clinicos de fase | [110]. La rapida
liberacion de PA en circulacién via hidrélisis de union éster, asociada a un tamano demasiado
pequeno fueron los responsables de la veloz filtracién renal del conjugado copolimero de bajo
PM HPMA-camptotecina ademas de la toxicidad uretral registrados en ensayos clinicos de fase

I, sin que hubiera acumulacion via efecto EPR.

6. COMENTARIOS ACERCA DE LA NANOTOXICIDAD

La descripcién detallada de la potencial toxicidad resultante de la interaccion entre
seres vivos y nano-objetos (nanotoxicidad), excede los términos de este articulo. En general
podemos sefalar que la interaccion con nano-objetos biodegradables y no biopersistentes
representan menores riesgos para la salud. La biopersistencia esta relacionada con la
incapacidad de células fagociticas para procesar y eliminar el material, lo que conlleva al estrés
oxidativo, inflamacién croénica, y necrosis o generacion de tumores. Asimismo, las rutas de
administracién tépica y mucosas son menos riesgosas que la parenteral. Los riesgos asociados
a la ruta endovenosa surgen aun para nano-objetos biodegradables, y son varios. Por ejemplo,
la doxorubicina liposomal peguilada, puede extravasar y acumularse a través de los capilares
de la piel de la planta de los pies y de las palmas de las manos. Estas zonas muy
vascularizadas, con pequefios capilares sujetos a presion, friccion, microtraumatismos vy
elevado flujo sanguineo, favorecen la extravasacion y acumulacién de nano-objetos de larga
vida media de circulacién. Este fendmeno esta acompafado de toxicidad conocida como
eritrodestesia palma-planta y puede ser limitante de su dosis terapéutica [111]. Como
comentaramos anteriormente, la mayor parte de los nano-objetos administrados

endovenosamente extravasa a través de fenestraciones de sinusoides hepaticos y esplénicos.
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Pero mientras las funciones esplénicas pueden ser compensadas por otros érganos del
sistema linfatico, los dafos hepéticos que puedan surgir tras la administracion de
nanomedicinas antitumorales representan un gran reto por superar. Por ejemplo los
nanoconstructos de cis-platino (una droga con dosis limitada por toxicidad renal) tienen menor

toxicidad renal a cambio de presentar dosis limitada por toxicidad hepatica [112].

La peguilacion ademas, puede ser responsable de la eliminacién sanguinea acelerada
(accelerated blood clearance, ABC) de nano-objetos estéricamente estabilizados. En el
fenomeno ABC, el tiempo de vida media en circulacion se acorta para la segunda dosis
administrada dias mas tarde, a causa de la induccién de IgM anti-PEG. Este fenédmeno no solo
causa captura hepatica por opsonizacion sino eventual activacién del complemento (C) [113,
114]. De hecho, la reaccion téxica aguda mas importante luego de la administracién
endovenosa de nano-objetos es el efecto CARPA (Complement Activation Related Pseudo
Allergy) [115]. Esta es una reaccion de hipersensibilidad mediada por la liberaciéon de factores
inflamatorios desde mastocitos, iniciada por la activacion del C frente a material
nanoparticulado, que no requiere de la presencia de IgE. El distrés cardiopulmonar
desencadenado por el efecto CARPA puede ser letal en individuos susceptibles. La activacién
del C ocurre por adhesién directa de C1q a superficie o a complejos antigeno en superficie-
lgG/IgM, o por adhesién de lectina de union a manosa (MBP)/ficolinas, o por adhesién de C3,
sobre superficies. A continuacién se desencadenan diferentes cascadas hidroliticas
convergentes en C3 convertasa [116]. La activacion del C por via clasica, de lectinas o
alternativa, tiene como consecuencia una mayor eliminaciéon de nano-objetos, ya por mayor
fagocitosis luego de la opsonizacién o por formacién del complejo de ataque y lisis sobre
estructuras sensibles como las liposomales. El efecto CARPA se ha observado no solo luego
de la administracion de Taxol (paclitaxel solubilizado en Cremophor EL) y de Taxotere,
(Docetaxel, paclitaxel solubilizado en Tween 80), y se cree que las micelas de surfactantes no
ionicos polioxietilados Cremophor EL y Tween 80, activadoras de C in vitro, estarian
relacionadas con la manifestacién del efecto CARPA in vivo. Este efecto también se ha
manifestado ante la administracion de Doxil y de liposomas que no contienen PEG, como
Ambisome. Aln se desconocen las caracteristicas estructurales de los nano-objetos capaces
de gatillar la activacién de C, pero han podido establecerse ciertas generalidades que permiten
predecir la manifestacién del efecto CARPA. Por ejemplo, el C se activa sobre superficies de
carga positiva y aunque las cargas negativas o el potencial Z negativo no son gatilladoras per
se de activacion, la misma es sensible a la topografia superficial de cargas negativas, como
ocurre con Doxil, liposomas de dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) metoxiPEGuilados [117].
También se activa frente a la agregacién de nano-objetos. De hecho pequefios cambios en la
geometria individual de liposomas, redundan en grandes cambios de superficie total. Por
ejemplo, cada dosis terapéutica de Doxil comprende 1013—14 liposomas, lo que representa la
infusiéon de una cantidad de superficie en el orden de los cm2. La deteccién de morfologias
heterogéneas en los viales comerciales de Doxil (elongados, irregulares, agregados), es

relevante en términos de activacién de C ya que la misma es sensible a la superficie expuesta.
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Recientemente se ha demostrado que minimas variaciones en el radio de curvatura liposomal
pueden activar C por la via clasica (via unién de IgM) [118]. En este contexto se ha sugerido
que la doxorubicina podria contribuir indirectamente a la activacién de C al modificar la forma y

superficie de los liposomas [119].

La intensidad del efecto CARPA puede ser disminuida reduciendo la velocidad de
infusion, diluyendo la concentracién liposomal y premedicando con dexametasona. En ciertas
ocasiones el fenédmeno de taquifilaxis permite la desensibilizacién previa mediante placebos,

como Doxibo (idéntico liposoma pero carente de doxorubicina) en el caso de Doxil.

Los ensayos in vitro, debido a su falta de estandarizacion y variabilidad, son poco
efectivos para predecir activacién de C in vivo por nano-objetos. Por otro lado, la
reactogenicidad frente a la activacibn de C es especie dependiente, de acuerdo a:
cerdos>perros>humanos>conejos>ratas>ratones. Por lo tanto el modelo animal porcino es el
mas adecuado para el estudio pre-clinico del efecto CARPA. Claramente, los tumores
xenograft humanos implantados subcutdneamente en ratones nude inmunodeficientes, no solo
son anatémica y fisioldgicamente muy distintos de aquellos que crecen en su entorno nativo
(ortotdpicos), sino que este tipo de modelo excluye la percepcion del efecto CARPA del
nanomaterial. A pesar de lo universal de su empleo, los roedores estan lejos de proporcionar
informacion predictiva tanto de eficacia terapéutica como de la potencial toxicidad de las

nanomedicinas.

7. CONCLUSIONES

Luego de describir los fundamentos de la actividad de las nanomedicinas
antitumorales, pueden sefalarse los principales aspectos que las diferencian de las
formulaciones convencionales que emplean pequenas drogas hidrofébicas y de los basados en

anticuerpos:

1. La actividad de las nanomedicinas depende de su posibilidad de acceso al sitio blanco,
directamente ligada a la anatomia estructural local. Los nano-objetos no se autopropulsionan:
su biodistribucién depende de fenémenos puramente hidrodinamicos [120].

2. Mientras son pequefios (<2 mm) los tumores se sirven de la vasculatura de tejidos sanos
adyacentes. Desarrollar la vasculatura anémala que permita el targeting via efecto EPR puede
tomar entre meses y afios [121, 122]. Esto subraya la desventaja de esperar a una evolucién
del crecimiento tumoral para conseguir cierta selectividad y minimizar toxicidad. La
dependencia del efecto EPR significa que los tratamientos mas efectivos serian aquellos
aplicados en una ventana temporal donde existiera una apropiada arquitectura vascular, con

una minima relacién masa (avascular/vascularizada).

3. La dependencia del efecto EPR y su heterogeneidad hace que los estudios pre-clinicos sean
poco predictivos de la eficacia de las nanomedicinas. La dificultad para conseguir modelos in

vitro e in vivo, que remeden satisfactoriamente la arquitectura vascular tumoral, es uno de los
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aspectos criticos para el desarrollo de prototipos de nanomedicinas tumorales cuya actividad
depende del efecto EPR. La relevancia clinica del targeting de nano-objetos via efecto EPR,
dada su inusitada variabilidad, queda por demostrar. La exploracion del contexto anatomo-
patolégico de cada paciente, mediante el mismo tipo de nano-objeto que permita tanto
diagnostico por imagenes como tratamiento, podria discernir si la futura medicacion sera

beneficiosa o no [123].

4. La farmacodinamia de las nanomedicinas es Unica y muy diferente a la de los PA en
formulaciones convencionales. La presencia de PA en sangre no es necesariamente PA
biodisponible. Para acceder a las células de los tejidos irrigados por la vasculatura, las
nanomedicinas deben extravasar y atravesar la matriz extracelular; luego serdn capturadas
endociticamente o liberaran el PA acarreado en la periferia de las células blanco. Pero las
nanomedicinas pueden quedar atrapadas en fenestraciones vasculares o en la matriz
extracelular. En el primer caso se detectara PA en sangre, que no esta biodisponible. En el
segundo caso, solo mediante combinacion de marca radiactiva con aislamiento de células,
microscopia confocal de fluorescencia con multiples marcas y/o citometria de flujo es posible
distinguir in situ entre PA liberado/ PA asociado a nano-objetos/captura celular de PA libre o
asociado a nano-objetos. Por otro lado, la cuantificacion del nano-objeto o de PA por separado
no significa presencia de nanomedicina, porque el PA puede haberse disociado del nano-

objeto.

5. Tanto el precio de las nanomedicinas como su complejidad estructural son muy elevados y la
evaluacién del costo-beneficio de los tratamientos con nanomedicinas oncoldgicas esta fuera
del objetivo de este articulo. Sin embargo, en el afio 2006 se compard la efectividad y costo-
beneficio de tratamientos de segunda linea o subsecuentes con topotecan, doxorubicina
peguilada liposomal y paclitaxel (tanto monoterapia como en combinacién con compuestos de
platino), sobre pacientes con cancer de ovarios avanzado [124]. Se observé claramente que a
pesar de no ser mas efectivos, los tratamientos con doxorubicina liposomal peguilada fueron
menos téxicos. En tal caso, el menor costo del manejo de efectos adversos (aproximadamente
£1,289 menos que topotecan y £4 menos que paclitaxel) contrapesa el elevado costo de la
nanomedicina. La préxima generacién de nanomedicinas debera reducir la relacion costo
/beneficio no solo disminuyendo la toxicidad sino también incrementando la eficacia. La
tecnologia actual sin embargo, aln debe resolver la selectividad del delivery de citostaticos,
ajustando las dosis al tiempo de duplicacion tumoral. Para ello el targeting via efecto EPR
mediante nanomedicinas de larga vida media en circulacion, ofrece una solucién poco
satisfactoria. La peguilacion superficial de nano-objetos, impide su captura y subsiguiente
procesamiento intracelular, y por lo tanto reduce su oportunidad para ingresar mediante
mecanismos que incrementarian la eficacia del delivery. La resolucién de esta controversia
requiere re-ingenierizar nano-objetos para a) minimizar la complejidad estructural, evitando la
decoracién superficial con ligandos complejos y b) buscar alternativas a la estabilizacién
estérica con PEG. La vida media de nano-objetos en circulacion puede aumentarse saturando

la capacidad de captura de las células de Kupffer. Sin embargo dicha saturacién no se ha
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observado para nano-objetos estéricamente estabilizados hasta dosis de 300 mg/kg. Recientes
estudios sugieren que mediante el control de la forma, podria reducirse la fagocitosis de nano-
objetos; asi su vida media en circulacibn aumentaria sin necesidad de complejas
derivatizaciones. Por ejemplo la fagocitosis se dificulta para aquellos nano-objetos asimétricos
cuya relacién de ejes mayor/menor sea >10 y de tamafo > 1 ym [125]. Hasta el momento sin
embargo, no se han reportado estrategias antitumorales basadas en nano-objetos no

fagocitables carentes de la clasica estabilizacion estérica.

Por otro lado, la imodificacion ( ingenierizacion) de los nano-objetos permite controlar
su modalidad de captura pinocitica y trafico intracelular (endocitosis mediada por clatrina,
caveolina, por no clatrina/ caveolina o macropinocitosis). Estas rutas permitirian el ingreso de
una elevada cantidad de PA/tiempo, asi como seleccionar el compartimiento de delivery
intracelular de PA, requerida para incrementar expresion o silenciamiento génico, modular
respuestas inmunes o evadir mecanismos de resistencia. En pre-clinica, la eficacia de estas
estrategias es muy elevada, porque la captura pinocitica requiere de energia, pero es
independiente de la difusién (y por lo tanto del gradiente de concentracion). Esto significa que
la captura pinocitica de pocos nano-objetos transportando elevadas cantidades de PA volcaria
sustanciales cantidades de PA a compartimientos selectos del interior celular con extrema
eficacia. Una de sus aplicaciones mas promisorias de la captura pinocitica es la evasion de las
bombas de resistencia a multidrogas [126,127]. Al presente, Abraxane (paclitaxel en
nanoparticulas de albumina) es el Unico tipo de nanomedicina antitumoral que opera luego de
ser capturada endociticamente por células blanco. A diferencia de Doxil, combina una
reduccién de toxicidad con incremento de eficacia [128]. Actualmente el desarrollo de
nanomedicinas que incrementen el indice terapéutico en base a cambios de trafico intracelular
de la droga se perfila como extremadamente promisorio, pero se aun se halla en fase pre-
clinica fundamentalmente contra agentes infecciosos intracelulares [129-131]. En este marco,
recientemente se ha hallado que el control de la geometria y estructura superficial de los nano-
objetos permitiria seleccionar la ruta pinocitica de captura y procesamiento [132]. También se
ha sugerido que la geometria de los nano-objetos podria gobernar su biodistribucion al

experimentar diferentes fuerzas hidrodindmicas durante la circulacion [133, 134].

La sencillez extrema estd llamada a operar como proxima generacion de
nanomedicinas, pero para acceder a ella todavia hace falta desentrafar la intrincada relacién
entre forma, tamano, caracteristicas superficiales del nano-objeto, hidrodindmica y modalidad
de captura/trafico intracelular. La completa biocompatibilidad de los nano-objetos seran los
principales retos estructurales para el campo de los nanobiomateriales y sobre todo para la
manufactura industrial.

En este articulo hemos dado un brevisimo pantallazo desde la investigacion pre-clinica,
sobre la engafiosa trivialidad detras del disefio estratégico de nanomedicinas antitumorales
basadas en el efecto EPR, la Unica estrategia conocida hasta el momento, capaz de

incrementar la selectividad del delivery de citostaticos. En el mundo desarrollado los consorcios
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publico-privados, sustentados por una masa critica de al menos 20 afos de investigacion
previa, apuntan a acelerar la transferencia, es decir a transformar rdpidamente conocimiento
académico en productos comerciales. Estas acciones, que incluyen activamente los
respectivos Ministerios Nacionales de Salud y autoridades regulatorias, se orientan a acelerar
el acceso a pruebas clinicas, con fin de asegurar su liderazgo comercial en el campo
farmacéutico. Pero en paises en desarrollo como la Argentina, nuestra familiaridad para con la
nanomedicina es engafosa. Para elaborar un plan estratégico que oriente a varios niveles el
desarrollo de nanomedicinas, es condicidn necesaria pero insuficiente la formacion de recursos
humanos. Ademas debe existir la adecuada articulaciéon entre academia e industria, con los
organismos de control sanitario y el Ministerio Nacional de Salud. Unicamente asi podra
saberse en qué puntos criticos un pais en desarrollo como el nuestro, sacaria provecho de
desarrollar este tipo de tecnologia. ;Sera la nanomedicina un instrumento sofisticado
reservado a resolver problemas de salud del Primer Mundo? Esta en nosotros responder a esta
pregunta que permanece abierta. Direccion a consultar: Asociacién Argentina de Nanomedicina

(www.nanomed-ar.org.ar)
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Resumen

La contaminacion microbiolégica y quimica del agua potable origina efectos adversos a la
salud. Un suministro adecuado de agua potable es universalmente reconocido como una
necesidad humana basica. El objetivo de la presente revision fue conocer los riesgos
microbiolégicos en agua de bebida. Calidad del agua, es garantizar que los consumidores no
estén expuestos a agentes patdgenos que puedan causar enfermedades. El agua natural
puede contener una gran variedad de microorganismos patégenos, bacterias, virus y
protozoos. Las cepas patdgenas intestinales de Escherichia coli pertenecen a los prototipos:
enterohemorragica, enterotoxigénica, enteroinvasiva, enteropatégena, E. coli productora de la
toxina Shiga y de adherencia difusa. Los coliformes totales y fecales termotolerantes se han
utilizado como indicadores que afectan la calidad del agua y al evaluar la presencia de E. coli
se mide el riesgo de la contaminacién microbiana en el agua potable. Se tienen que tomar

medidas de prevencion para salvaguardar de contaminacion futura.

Palabras clave: Calidad del agua, Escherichia coli, contaminacién, control, prevencién.
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Microbiological risks in drinking water: a clinical review
Abstract

The microbiological and chemical contamination of drinking water causes adverse health
effects. An adequate supply of drinking water is universally recognized as a basic human need.
The aim of this review was to determine the microbiological risks in drinking water. Water quality
is to ensure that consumers are not exposed to pathogens that can cause disease. Natural
water may contain a wide variety of pathogens, bacteria, viruses and protozoa. Intestinal
pathogenic strains of Escherichia coli belonging to prototypes: enterohemorrhagic,
enterotoxigenic, enteroinvasive, enteropathogenic E. coli Shiga toxin-producing and diffusely
adherent. Total coliforms and fecal coliforms are used as indicators that affect water quality and
to assess the presence of E. coli measured the risk of microbial contamination in drinking water.
They have to take preventive measures to safeguard future pollution.

Keywords: Water quality, Escherichia coli, pollution control, prevention.
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Introduccion

El agua dio origen a la vida y la mantiene, es un factor que regula el clima del planeta,
esculpe y permite la existencia de los ecosistemas y de la humanidad. La contaminacion
microbiana y quimica del agua potable origina efectos adversos a la salud, como célera, diarrea
y fiebre tifoidea, en un nimero significativo de individuos durante periodos prolongados de
tiempo causando incapacidad en los afectados causando pérdidas econémicas considerables,
lo anterior se debe al crecimiento demografico, desarrollo industrial y urbanizacion.1 “Calidad
del agua”, es un término usado para expresar apropiadamente el sustento del uso del agua
para varios procesos.2

En trabajos previos, como el caso de deteccion de E. coli en tuberias de Europa,3 o en
Rawalpindi, Pakistan,4 se ha concluido que era necesaria mayor vigilancia al sistema de agua
potable, para disefar las estrategias mas adecuadas para mejorar la calidad y suministro de
agua, es necesaria una evaluacion continua del agua, para asi, determinar la probable fuente
de contaminacidn, analizar los entornos comunitarios, para tomar medidas de saneamiento
para el liquido vital, incluyendo aquellas areas que dependen de fuentes superficiales
mejoradas de agua potable.5

Los brotes de enfermedades infecciosas transmitidas por el consumo de agua
contaminada siguen siendo grave amenaza de salud en todo el mundo, a pesar de que el agua
potable es uno de los recursos mas estrechamente vigilados y estrictamente regulados, este
fendbmeno no solo sucede en los paises en desarrollo sino también es amenaza en los paises
desarrollados. La presencia de crecimiento bacteriano en agua potable puede multiplicar los
efectos adversos en los sistemas de distribucién de una manera incontrolable.6

Muchos investigadores, han observado que el almacenamiento de agua en el hogar
conduce a un deterioro de la calidad del agua debido a su contaminacion. Incluso si las familias
tienen una fuente de agua limpia para beber, el agua puede contaminarse en el hogar debido a
la falta de higiene y de practicas de mantenimiento a filtros y desinfeccién de contenedores de

agua.5

El agua potable, es un servicio basico en cualquier parte del mundo. Pero las
comunidades ubicadas en los alrededores de las ciudades, no son atendidas de igual manera
que el area central de las mismas. Cada sistema de gobierno se encarga de distribuir el agua a
sus comunidades. Sin embargo, no existe un monitoreo de la calidad del agua, no se lleva un
control microbiolégico sistematico, necesario para asegurar la potabilidad del agua. Por lo que,

el objetivo de la presente revision fue conocer los riesgos microbioldgicos en agua de bebida.

El agua y la contaminacién

El agua, no tiene sustituto y no se conoce forma de vida que prescinda de ella:
bosques, ciudades, polos, zonas industriales, pastizales, plantios, bebés, bacterias, ballenas,

aviones y cohetes, de cualquier manera, se necesita el agua.2 El agua, es uno de los
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elementos més importantes para todas las formas de vida, indispensable en el mantenimiento
de la vida en la Tierra y es esencial para la composicion y renovacion celular. El agua
representa el 70% de nuestro cuerpo, participa en la composicion de nuestros tejidos y

transporta las sustancias mas diversas en el organismo.7

El agua quimicamente pura es un liquido inodoro e insipido; incoloro y transparente en
capas de poco espesor, toma color azul cuando se mira a través de espesores de 6 a 8 m,
porque absorbe las radiaciones rojas. A la presion atmosférica normal (760 mm Hg), el punto
de congelaciéon del agua es 0°C y su punto de ebullicion de 100°C. El agua alcanza su

densidad maxima a una temperatura de 4°C y se expande al congelarse.2

El agua dulce que se utiliza proviene de dos fuentes: agua superficial y agua
subterrdnea (mantos freaticos), se encuentra en rios, lagos, pantanos y rebalses o depdsitos
artificiales. Las cuencas hidrolégicas o colectoras, también llamadas cuencas de captacién, son
aquellas areas de tierra que captan y llevan el agua de escurrimiento hasta las denominadas
masas de agua superficial. El agua que fluye por la superficie de la tierra hasta los cuerpos o
masas de agua en la superficie se le conoce como escurrimiento superficial y al agua que fluye
por los rios hasta los océanos se le denomina escurrimiento fluvial. Se considera que el 69%
del agua que llega a los rios en toda la Tierra proviene de la lluvia y de la nieve derretida en
sus cuencas, y el agua restante proviene de descargas de agua subterrdnea. Las cuencas
fluviales, alimentadas en gran parte por la lluvia, ocupan el 60% del area de tierra firme y

sustentan al 90% de la poblacién mundial.2

Cualquier sociedad civilizada debe considerar el suministro de agua potable como una
prioridad. Esto es asi, porque el agua potable es una necesidad basica para el desarrollo
humano, salud y bienestar.1 Un suministro adecuado de agua potable es, universalmente
reconocido como una necesidad humana bésica. Sin embargo, millones de personas en el

mundo en desarrollo no tienen facil acceso a un suministro de agua adecuado y seguro.8

Con el cambio climatico, el crecimiento demogréfico y la escasez de agua, hay una
creciente necesidad de gestionar recursos hidricos de manera sostenible. En todo el mundo 1,1
millones de personas carecen de acceso a suministros adecuados de agua y mas aun por la
gran demanda de afluentes de agua dulce en el mundo. Muchos de los grandes rios,
especialmente en las regiones semidridas, han reducido significativamente el flujo y captacién
de agua subterranea, resultando en un descenso de los niveles freaticos en numerosas
regiones.2 Desde una perspectiva de salud publica, el acceso a cantidades suficientes de agua
limpia y potable es una cuestién crucial. A pesar del hecho de que las grandes cantidades de
agua dulce estan disponibles en muchas regiones del mundo, el agua potable sigue siendo un

recurso limitado.9
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Calidad del agua

Calidad del agua, es un término usado para expresar apropiadamente el sustento del
uso del agua para varios procesos.2 La calidad del agua es uno de los principales problemas
en el tema del agua y su mejora es una de las principales preocupaciones.4 El agua purificada
se utiliza como el componente principal en soluciones para didlisis peritoneal en hospitales, en
soluciones de nutrientes (alimento infantil), liquidos enterales, preparados en el hospital para
administrar a nifios y pacientes débiles que no pueden comer alimentos sélidos regulares. La
contaminacién puede afectar a todo el proceso en la industria farmacéutica o el medio
ambiente de un nosocomio.7 Aunque el agua potable es apta para el consumo humano, esto
no garantiza que cuente con la calidad suficiente para ser utilizada en instalaciones
industriales, equipos, preparacion de medicamentos, alimentos, cosméticos, materiales quimico
farmacéuticos, o unidades de los centros de salud para la limpieza y lavado de semi-areas
criticas o dispositivos anteriores a la aplicacion de los procedimientos de desinfeccién o
esterilizacién. Por esta razén, cada planta industrial o farmacéutica relacionada con los
productos de salud debe contar con adecuados sistemas de purificacion de agua, lo que le
permite satisfacer sus necesidades particulares, especialmente en cuanto a los problemas
relacionados con el almacenamiento y distribucién interna. Este procedimiento debe garantizar
el suministro de agua de acuerdo con el volumen requerido y de conformidad con los puntos

criticos exigidos de calidad.7

Los sistemas de control de calidad de agua estan disefiados para obtener informacién
cuantitativa sobre la distribucién temporal y espacial de la calidad del agua y, por tanto, las
variables sobre las propiedades fisicas, quimicas y biolégicas de los recursos hidricos.10 La
proteccién y salvaguardia de la calidad del agua, se encuentran entre las prioridades mas
importantes a causa de las implicaciones para el medio ambiente y la salud humana en las
zonas donde puede haber contacto directo o indirecto (ingestién, aerosol o inhalacion liquida,
contacto con la epidermis, etc.) con los patbégenos.11 Entre los métodos existentes, la
deteccion y conteo de bacterias indicadoras de base es la técnica utilizada en el monitoreo de
la calidad del agua.12

Contaminacion del agua

La contaminacion del agua es el grado de impurificacién, que puede originar efectos
adversos a la salud de un nimero representativo de personas durante periodos previsibles de
tiempo y se debe al crecimiento demografico, desarrollo industrial y urbanizacion. Estos tres
factores evolucionan rdpidamente y se dan uno en funcioén del otro. En décadas recientes miles
de lagos, rios y mares se han contaminado en forma alarmantemente debido a las actividades
humanas.2

Las fuentes de contaminaciéon del agua pueden ser naturales o artificiales, la

contaminacién natural es generada por el ambiente, y la artificial por las actividades humanas.
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La importancia que ha cobrado la calidad del agua ha permitido evidenciar que entre los
factores o agentes que causan su contaminacién estan: agentes patégenos, desechos que
requieren 02, sustancias quimicas organicas e inorganicas, nutrientes vegetales que
ocasionan crecimiento excesivo de plantas acuaticas, sedimentos o material suspendido,

sustancias radioactivas y el calor.2

El acceso al agua potable es esencial para alcanzar una buena salud en la poblacion.
Las enfermedades diarreicas causa un estimado de 1,8 millones de muertes cada afio en todo
el mundo, y estas enfermedades se han relacionado con el acceso limitado a agua potable.
Existe una gran preocupacion respecto al origen de la contaminacién microbiana durante la
manipulacién y el almacenamiento de agua en los paises en desarrollo. La desinfeccion y
almacenamiento seguro del agua de los hogares mejora la calidad del agua potable y con ello

la prevencion de enfermedades.13

Cuestiones ambientales como el aumento de la salinidad y el calentamiento global
pueden afectar a la sostenibilidad de nuestro actual suministro de agua potable y aumentar la

amenaza de brotes de enfermedades transmitidas a través del agua.13

El estiércol es una fuente valiosa de nutrientes, sin embargo, puede ser un contaminante del
medio ambiente cuando es indebidamente canalizado. Una de las principales consecuencias
negativas de la aplicacién al suelo del estiércol es la contaminacién bacteriana de las aguas
superficiales y subterraneas a través de aguas superficiales y de drenaje del subsuelo. Varios
factores, tales como: humedad del suelo, lluvia y el periodo de labranza influyen en el

transporte de bacterias del suelo al agua.14

El agua natural puede contener una gran variedad de microorganismos patégenos,
bacterias, virus y protozoos. El principal origen de estos microorganismos patégenos son las
heces humanas y de otros mamiferos de sangre caliente. Estos microorganismos fecales se
introducen en los ambientes de agua dulce, principalmente mediante la liberacién de efluentes
de aguas residuales, las aguas superficiales de escorrentia y la lixiviacion de suelos. Para
determinar la calidad microbiolégica del agua se utilizan indicadores bacterianos de
contaminacién fecal.15 Patégenos, tales como Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Listeria
monocytogenes se encuentran en el mismo entorno de los vegetales, mientras que los agentes
patdégenos entéricos (Escherichia coli (E. coli) y Salmonella spp) pueden contaminar los
vegetales, si el estiércol del animal o el agua de riego estan contaminados. Algunas bacterias
tienen como habitat natural el agua, como por ejemplo: Flavobacterium spp, Pseudomonas
spp, Acinetobacter spp, Moraxella spp. Chromobacterium, Achromobacter spp y Alcaligenes

spp, asi como, numerosas bacterias ya identificadas.16

La contaminacion microbiana de los suministros de agua potable puede tener graves
consecuencias para la salud de los consumidores, y este hecho se ha puesto de manifiesto
dramaticamente en los Ultimos dos incidentes ocurridos en Canada, Walkerton, Ontario y North

Battleford, Saskatchewan.17
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En mayo del afo 2000, el sistema de abastecimiento de agua potable de la ciudad de
Walkerton se contamind con la bacteria E. coli O157:H7, siete personas murieron y mas de
2.300 enfermaron. La alarma provocada por este brote llevd al gobierno de Ontario a
establecer una investigacion, las causas del brote y cémo podria haberse evitado. La
investigacion no sélo informd sobre lo que habia ocurrido en Walkerton, sino también se
hicieron recomendaciones preventivas de contaminaciéon, sobre todo los sistemas de

abastecimiento de agua potable en Ontario.17

En abril del afio 2001, un gran nimero de personas en el area de North Battleford en
Saskatchewan presentaron una enfermedad entérica identificada posteriormente como
criptosporidiosis. Aproximadamente, 5.800 a 7.100 personas de la zona de Battleford, junto con
varios centenares mas de otras comunidades y otras provincias que habian visitado la regién

se infectaron.17

Los contaminantes quimicos del agua potable pueden ser plomo, cadmio, nitrato, nitrito
y N-nitrosaminas, que son potencialmente nocivos para el hombre.1 También, se ven
implicados el excremento humano y la falta de higiene personal y doméstica en la propagacion
de muchas enfermedades infecciosas como: cllera, fiebre tifoidea, hepatitis, poliomielitis,
criptosporidiosis, ascariasis y esquistosomiasis. En Kenia, las enfermedades diarreicas afectan
a los hijos de los residentes.8 La contaminacion fecal en los sistemas de agua potable se ha
agudizado en los uUltimos afos de lugares recreativos y riego con patégenos emergentes, tales

como Giardia, Cryptosporidium y E. coli 0157: H7, entre otros.18

La coexistencia de saneamiento in situ y el uso de las aguas subterraneas en el
pasado, han sido confinados a las areas rurales donde hay tierras adecuadas para permitir una
distancia adecuada entre las letrinas y pozos poco profundos. Con la rapida urbanizacion y
expansion de los asentamientos de tugurios en el Africa subsahariana, los servicios sanitarios
en el lugar y las aguas subterraneas se utilizan en algunas zonas urbanas, ya que son
opciones asequibles en la ausencia de los servicios suministrados por el gobierno.8 Al
respecto, la OMS reporta que, en todo el mundo 1,1 millones de personas todavia no tienen
acceso al agua potable, y cada dia mas de 6.500 nifios mueren de diarrea. Muchos
investigadores han observado que el almacenamiento de agua en el hogar conduce a un
deterioro de la calidad del agua debido a su contaminacion en el propio hogar. Incluso, si las
familias tienen una fuente de agua potable, ésta puede contaminarse por la falta de higiene y
malas practicas de manipulacion. Factores conocidos que afectan la re contaminacion del agua
en el hogar: tamano de la boca de la vasija de almacenamiento, transferencia de agua entre los
contenedores desde la recoleccién hasta el almacenamiento, contacto con el agua e inmersion
de utensilios y el nuevo crecimiento de bacterias en el mismo recipiente. Diversos estudios
también han demostrado que los organismos pueden multiplicarse como biopeliculas en los

mismos contenedores.5

En los EE.UU, la contaminacién de agua subterranea es la fuente mas comun de

enfermedades transmitidas por el agua, asociado con el 64% de brotes entre 1989 y 2002. El
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agua subterrdnea constituye el 92% de los brotes, que a menudo se produjo en pequefas

comunidades.19

Las bacterias enteropatdégenas representan importantes riesgos pediatricos en todo el
mundo. Muchos de los agentes que causan gastroenteritis son susceptibles a responder a la
terapia con antibioticos, por ejemplo, Shigella, Campylobacter, E. coli enteropatégena (EPEC),
E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa
(EagEC), etc. Es probable que, la terapia temprana empirica de estos agentes resulte en una
resolucion mas rapida de la infeccion. Desafortunadamente, no es comun el diagnostico clinico

de algunos de estos patdégenos, como en los laboratorios de investigacion.20

Escherichia coli

E. coli, es la especie bacteriana mas comunmente aislada en los laboratorios clinicos y
ha sido incriminada en enfermedades infecciosas que involucran tejidos y 6rganos humanos,
es uno de los organismos comunes involucrados en sepsis y en shock inducido por
endotoxinas. Las infecciones del tracto urinario y de heridas, neumonia en pacientes
hospitalizados inmunosuprimidos y meningitis en neonatos son otras formas comunes de
infeccién causadas por E. coli. Ciertas cepas de E. coli pueden causar enteritis 0 gastroenteritis
por mecanismos diferentes que provocan cinco sindromes clinicos distintos. Es un bacilo Gram
(-), mévil, facultativo, oxidasa (-), reductor de nitratos, no esporulado, fermenta la glucosa con
produccion de acido y gas, presenta tres antigenos: somatico O; flagelar H; y de superficie K.20
E. coli, es miembro predominante de la flora intestinal humana.21 Los seres humanos sanos
suelen llevar mas de un billdn de células de E. coli en sus intestinos. E. coli fue introducida a
los laboratorios hace casi un siglo para convertirse en uno de los organismos modelo mas

importantes y con mucho, es el procarionte més estudiado.22

Los grupos de Shigella y E. coli diarreogénica (DEC) tienen forma variable de causar
diarrea, dependiendo de la ubicacién geogréfica y del estado inmunitario del huésped.23
Recientemente, se han aislado e identificado cepas de DEC por el método reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) de la superficie del agua de rios en la ciudad de Dhaka en Bangladesh,
por lo que se determind que la DEC es el principal problema de salud en Dhaka.24 Con su
amplia gama de patologias, E. coli es causa importante de morbilidad y mortalidad humana en
todo el mundo.22 Las cepas patégenas intestinales pertenecen a los prototipos: E. coli
enterohemorragica (EHEC), EPEC, E. coli productora de la toxina Shiga (STEC), EIEC, ETEC y
E. coli de adherencia difusa (DAEC).18

E. coli enterotoxigenica (ETEC)

Las cepas de ETEC, forman enterotoxinas termolabiles (TL) o termoestables (TE) que
producen una diarrea secretoria similar a la que causa Vibrio cholerae. La unién superficial de

las células bacterianas a las células del epitelio intestinal es un requisito para la produccién de

222



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 12, diciembre 2013 - quimicaviva@aqgb.fcen.uba.ar

toxina. La produccion de toxinas esta mediada por plasmidos y con frecuencia involucra
serogrupos de E. coli: 08, 015, 020, 025, 027, 063, 078, 080, 085, 092, 0115, 0128ac, 0139,
0148, 0153, 0159, 0167. La infeccion con las ETEC, sigue usualmente a la ingestién de agua o

alimento contaminado.18,19

Las ETEC, son la causa principal de deshidratacién por diarrea entre los bebés en
destete en los paises en desarrollo. Estos nifios tenian de dos a tres episodios de ETEC, cada
uno en los 2 primeros afos de vida, lo que representa mas del 25% de todas las enfermedades
diarreicas y los resultados se estiman en unas 700.000 muertes cada afo. La ETEC, es ahora

reconocida como un problema de salud mundial.23

E. coli enteropatéogena (EPEC)

Las cepas de EPEC, causan sindromes diarreicos principalmente en lactantes. La
patogenia no es clara; sin embargo, las reacciones inflamatorias y los cambios epiteliales
degenerativos que se observan en cortes de tejido pueden ser secundarios a las propiedades
adhesivas de las bacterias, que se cree que estan relacionadas con plasmidos. Los serogrupos
055, 086, 0111, 0119, 0126, 0127, 0128ab, y 0142 estan comunmente involucrados. Las
manifestaciones clinicas de las son fiebre, malestar, vomitos y diarrea, con poca sangre y una

cantidad importante de moco.23

Las EPEC, son responsables de la diarrea pediétrica prolongada y constituye una
amenaza importante para la salud en paises en desarrollo, mientras que la EHEC causa brotes
esporadicos pero mortales de colitis hemorragica y sindrome urémico hemolitico en Europa,
Ameérica del Norte, y Japon. Tanto la EPEC como la EHEC, causantes de diarreas, colonizan la
mucosa intestinal y producen una caracteristica histopatolégica en las microvellosidades de los
enterocitos que forman el "borde de cepillo”, conocidos como cuadro de adhesion y borrado del
enterocito, esta alteracién resulta de la accién de un grupo de proteinas efectoras que se unen
a las células huésped a través de un sistema de secrecién tipo Il codificada por una isla de

patogenicidad conocida como locus cromos6mico LEE.25

E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Las cepas EIEC, son capaces de penetrar las células del epitelio y producen una
diarrea inflamatoria, similar a la causada por especies de Shigella. Como con Shigella, la
mayoria de las especies son inméviles, fermentadoras tardias de la lactosa o no fermentadoras
y anaerogénicas. Se sospecha de cepas EIEC cuando se observa sangre, moco y neutréfilos
segmentados en extendidos de materia fecal. Los serogrupos mas comunmente involucrados
son 028ac, 029, 0112, 0124, 0136, 0143, 0144, 0152, y 0164. Los mecanismos patogénicos
incluyen invasién de la mucosa del colon, similar a Shigella, y proliferacién dentro de las células

epiteliales, que culminan en muerte celular.23
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E. coli enteroadherente (EAEC)

La EAEC, es un término usado para describir cepas de E. coli que son adherentes a las
células Hep-2 o Hela, no producen enterotoxinas TL, TE o verotoxina (VT) y son no invasivas,
independientemente de los serogrupos. Las cepas EAEC producen diferentes patrones de
adherencia a las células de los tejidos. Un patrén se caracteriza por la formacion de pilas de
bacterias que se observan tanto en células Hep-2 y en cubreobjetos. Las cepas que producen
este patrén de adherencia se mencionan como EagEC. Hasta la fecha, estas cepas han sido

recuperadas principalmente en nifios con diarrea crénica.23

E. coli enterohemorragica (EHEC)

Las cepas EHEC producen diarrea, probablemente secundaria al dafo por toxina a las
células del endotelio vascular. Dado que estas cepas son citotoxicas para células Vero, la
toxina es denominada por algunos autores como VT y las cepas que la producen como E. coli
productoras de VT. Otros investigadores se refieren a esta toxina como toxina semejante a
Shiga (SLT).23 Un tema importante con la terapia empirica es que algunos episodios de
diarrea bacteriana se deben a la STEC, de diversas maneras a que se refiere en la literatura
como STEC, EHEC y VTES. Hay més de 100 serotipos de STEC que causan enfermedades en
los seres humanos; los serotipos importantes incluyen E. coli O157: H7, O111: NM, y O26:
H11. Las cepas pueden producir toxina Shiga 1 (Stx1), Stx2, las variantes de stx1 o stx2, o
toxinas multiples.20La Stx, representa el factor principal de virulencia en cepas de STEC, y han
sido reconocidas las toxinas Stx1 y Stx2, que son similares en actividad bioldgica, pero
distintas inmunologicamente. Varios subtipos de Stx2 se han identificado por la homologia en

su secuencia y reactividad inmunolégica cruzada.26

Una gran proporcién de aislamientos de EHEC pertenecen al serotipo O157:H7. En
EE.UU, se considera que el origen de la mayoria de los casos de enfermedades relacionadas
con E. coli es la carne molida. El aislamiento de E. coli O157:H7 es posible solo durante la fase
aguda de la infeccién, el microorganismo puede no ser detectado de 5 a 7 dias después del
inicio de la infeccidon. Los aislamientos sospechosos deben ser confirmados con antisueros
especificos anti O157: H7.27 A pesar de que E. coli O157:H7 en todo el mundo, se reporta que
es el serotipo STEC mas importante, debido a su asociacion con enfermedades graves y con
muchos brotes de diarrea y sindrome urémico hemolitico, las cepas STEC pertenecen a un
mayor numero de serotipos que se han aislado de infecciones en seres humanos.26Es
particularmente importante, controlar las células viables pero no cultivables de E. coli O157: H7
en el agua potable y en fuentes de agua debido al potencial del sistema de distribucién para
transmitir este patdégeno. La deteccién especifica de patdégenos viables es importante porque
solo las células viables tienen el potencial para causar infecciones y, por tanto, plantean un

riesgo significativo para la salud. Los métodos basados en cultivos siguen siendo ampliamente
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utilizados para la identificacién positiva de E. coli O157: H7 en una muestra. Sin embargo,

estos métodos no detectan células viables y puede dar resultados falsos negativos.28

TECNICAS PARA LA DETECCION DE CONTAMINACION FECAL

La presencia de microbios patdgenos en agua potable es un riesgo significativo para la
salud de los consumidores. La mayoria de las bacterias en los sistemas de distribucion de agua
potable estan asociadas con las biopeliculas que crecen en la superficie interior de las tuberias,
incluso bajo condiciones de elevada o baja velocidad en la conduccion de agua de bajo o alto
cizallamiento, dependiendo de las necesidades de caudal de la red.29 Al evaluar el riesgo de la
contaminacién microbiana en agua potable, es crucial obtener resultados confiables
rapidamente. Tradicionalmente, las bacterias patégenas son detectadas a través de cultivo, ya
que no requieren equipo especial, y las bacterias detectadas con estos métodos son viables y
activas, ello significa que los métodos de cultivo tienden a subestimar el nimero real de
bacterias que son capaces de causar infecciones. El segundo inconveniente es que, el tiempo
requerido para los resultados pueden variar desde 1 dia hasta varias semanas para los
diferentes microorganismos debido a las diferencias en las tasas de crecimiento (micobacterias

de crecimiento lento).29

Hay varios estudios que muestran que los microbios patdégenos oportunistas pueden
sobrevivir mas tiempo y tienen mayor resistencia al cloro cuando se presentan en las
biopeliculas, mas que en el agua potable. En las biopeliculas, el suministro de nutrientes para
las bacterias es mejor, y las bacterias estan protegidas contra la desinfeccién. Ademas, los

virus pueden adherirse a las biopeliculas y seguir siendo infecciosos durante mucho tiempo.

Indicadores de contaminacién de tipo fecal

Los indicadores bacterianos (IOS), que residen en el aparato digestivo de los seres
humanos y animales, se utilizan en EE.UU y en todo el mundo para evaluar la seguridad
microbiolégica del agua potable.30 Garantizar su seguridad es un proceso continuo. En los
paises desarrollados, los reglamentos del agua potable requieren la vigilancia de numerosos
parametros quimicos y microbiol6gicos. Se ha demostrado que la presencia de agentes
patdgenos se correlaciona con la presencia de contaminacién fecal, como resultado de
modernos métodos para andlisis de agua potable que se basan en el recuento de bacterias
fecales como indicadores de contaminacion fecal y la posible presencia de organismos que
causan enfermedades.31 Las bacterias indicadoras se utilizan con frecuencia como el
identificador de la fuente de contaminacion fecal y/o organismos indicadores de contaminacion
en el agua.30 Los coliformes totales (CT), coliformes fecales termotolerantes (CF), E. coli,
enterococos y bacterias se utilizan como IOS para vigilar la calidad del agua y asi, la

evaluacion de la salud, ya que es mucho mas facil y menos costoso para detectar y cuantificar
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los agentes patégenos. La deteccién de patdogenos es dificil porque las bacterias y los virus

pueden estar asociados con ciertos materiales en particular.11

La clasificacion del grupo de coliformes se ha basado durante mucho tiempo sobre los
criterios definidos en el siglo pasado por Breed y Norton en 1937. Actualmente, todas las
especies estan reconocidas como B-galactosidasa-positivo y E. coli es también B-glucuronidasa
positiva. Ademas, ahora es bien sabido que un buen porcentaje de las especies, como algunas
cepas de E. coli, no pueden fermentar la lactosa ni producen gas.32 Al respecto, algunas cepas
de E. coli, pueden dar una reaccion negativa a la produccion de indol. La cuantificacién de los
IOS con los métodos tradicionales tiene el tiempo de deteccién como limitante importante, pues
pueden durar 72 h desde el comienzo del andlisis.32 El grupo coliforme, se ha sometido a
revisiones sobre la base de la capacidad de clasificar los miembros de acuerdo a su genética.
Dos factores clave que han llevado a la tendencia hacia el uso de E. coli como el "preferido”
para la deteccion de indicadores de contaminacion fecal, no sélo en agua potable sino también

en otras matrices.29

La definicion de CF también ha sido revisada para que coincida con la genética de sus
miembros y ahora incluye el medio ambiente de especies recién identificadas. Como resultado,
los CF son cada vez mas referidos como coliformes "termotolerantes". Esto, combinado con la
mejora de los métodos de deteccion de E. coli, se ha iniciado una tendencia hacia el uso de E.
coli, en lugar de CF como un indicador mas confiable de contaminacién fecal en agua
potable.31Hoy en dia, los CT, CF y enterococos se utilizan como 10S de contaminacién fecal
en agua. ldealmente, un IOS de contaminacion fecal debera cumplir los siguientes criterios:
siempre estara presente en humanos y animales de sangre caliente y en las heces se produce
un mayor numero de los agentes patégenos, que normalmente no se multiplican en ambientes
acuaticos; ser identificables claramente por sus caracteristicas y pruebas confiables, mostrando

mayor resistencia a las aguas receptoras y desinfectante frente a patégenos.33

Técnicas tradicionales

Frecuentemente, el indicador de E. coli se prefiere para el recuento de coliformes, es
un buen indicador del riesgo sanitario asociado con agua contaminada. Métodos aprobados y
utilizados tradicionalmente para el recuento de E. coli en agua, se basan en el cultivo,
incluyendo la siembra mdltiple en tubos de fermentacion, o método de filtracién por membrana,
seguido de incubacién en medios selectivos.15 Comparando, el recuento de los 10S con los
métodos de cultivo tradicionales tiene el tiempo de deteccién como limitante sustancial, pues
puede ser tan amplio como 72 h desde el inicio del andlisis. Los métodos mas rapidos se basan
en la deteccién de la actividad de una enzima en particular y no necesitan seguir los pasos de
confirmacién de los aislamientos. La directiva europea sobre agua potable define la norma ISO
9308-1 (2002) como un método de referencia para la deteccién de E. coli y coliformes. El
método prescribe el uso de agar lactosa con Tergitol. Los pasos de confirmacion son

necesarios con el fin de discriminar coliformes y E. coli.32
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La falta de certeza en cuanto a su filiacion toxica y la imprecisa correlacién entre los
métodos recomendados para la deteccidén de coliformes ha presentado problemas. El primero
es que E. coli es aceptada como bacteria coliforme, la especie contiene variantes que no
producen gas de la lactosa o lo hacen después de 48 h, por lo que no se les identifica por
medio de esta técnica. No obstante, en la practica la técnica ha demostrado su efectividad.
Estas técnicas proporcionan resultados estadisticos de la densidad microbiana presente con
base a que la probabilidad de obtener crecimiento positivo disminuye conforme es menor el
volumen de muestra inoculado.34Los medios de enriquecimiento contienen peptona,
vancomicina, cefixamina, cefsolodina y telurito de potasio, son utilizados para aumentar la
deteccion de microorganismos. La E. coli forma colonias redondas, convexas y lisas, con
bordes definidos. Algunas cepas son hemoliticas en gelosa sangre. En el medio de Mc Conkey
o en el medio de agar Eosina Azul de Metileno, las colonias de E. coli tienen un brillo metélico;
son colonias planas no viscosas. Los organismos aislados en los medios “diferenciales” son

posteriormente identificados mediante pruebas bioquimicas, serolégicas y moleculares.34

Las infecciones con este tipo de patégeno han sido, por lo tanto, motivo de
preocupacion cada vez mayor en el diagndéstico clinico de las enfermedades diarreicas en los
ultimos anos. Sin embargo, las tasas actuales de las infecciones por estos patégenos entéricos
son probablemente subestimadas en gran medida debido a las limitaciones de los actuales

métodos de diagnéstico clinico para poder distinguirlos de la flora no patégena normal.21

Pruebas Bioquimicas

Algunas pruebas bioquimicas y otros ensayos han sido utilizados para diferenciar E.
coli de otras enterobacterias. Indol, E. coli produce indol en caldo que contiene triptéfano. Rojo
de metilo, esta prueba indica el pH final del cultivo en caldo con 0.5 % de glucosa después de
una incubacion de 4 dias a 37°C. E. coli da un pH inferior a 4.5 y es por tanto, rojo de metilo
positivo. Citrato, el medio de citrato de Koser modificado por Simmons contiene citrato de sodio
y azul de timol como indicador, la Unica fuente de carbono es el citrato. Los microorganismos
que pueden utilizar el citrato como fuente de carbono se desarrollan bien y el indicador se
vuelve azul. Los demas microorganismos no prosperan y el medio conserva su color verde.
Voges-Proskauer, depende de la produccion de acetilmetilcarbinol a partir de la glucosa. En

presencia de un alcali este compuesto es oxidado a diacetilo y da color rosa.35

E. coli, descompone carbohidratos con produccion de &cido y gas; produce
aproximadamente igual cantidad de CO2 y de H2 a partir de la glucosa. Todos los cultivos
contienen variantes y mutantes estables con respecto a morfologia colonial (rugosa o lisa),
caracteristicas antigénicas, comportamiento bioquimico y resistencia a los virus.35 Debido a la
importancia que representa contar con técnicas sencillas y confiables para la determinacién de
microorganismos indicadores de la calidad sanitaria de los alimentos, se han desarrollado,

métodos como el PetrifimMR donde se utilizan medios deshidratados como medio Bilis Rojo
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Violeta que contienen elementos nutritivos, una base gelificante en agua fria, un indicador de la

actividad de glucoronidasa y un indicador quimico para el recuento de CT y E. coli.35

Metodologias instrumentales para analisis de agua

La capacidad de detectar la contaminaciéon microbiana en el agua potable es un asunto
de preocupacién urgente para los servicios de agua y las autoridades de salud publica. El
sistema de Colilert 18/Quanti-Traye se basa en el nimero mas probable y la técnica es basada
en enzimas, es un ensayo semi-automatico reducido a multiwells. Se puede detectar

simultdneamente coliformes y E. coli con una incubacion de 18-22 h.32

Los métodos basados en la biologia molecular, tales como el andlisis de productos por
PCR, dan datos precisos con respecto a la ocurrencia de las bacterias. Sin embargo, los
métodos basados en ADN no demuestran la viabilidad de las bacterias, y los métodos basicos
son solo cualitativos y no cuantitativos. La fluorescencia de hibridacion in situ (FISH) se basa
en la unién especifica de sondas de acidos nucleicos a las regiones especificas en el rRNA.29

Este método también fue utilizado por Yang en el 2007 en el Norte de Taiwan.

En la actualidad, los métodos basados en la biologia molecular se utilizan para las
investigaciones epidemioldgicas de brotes, control y seguimiento de la propagacion de
patdégenos potenciales. La electroforesis de campo pulsado, es el método biomolecular mas
utilizado para la subtipificacién de cepas de STEC.26 Tradicionalmente, los métodos por FISH
se basan en el uso de sondas de ADN de oligonucleétidos convencionales que contienen
alrededor de 20 bases. Recientemente, los métodos por FISH han sido desarrollados usando
sondas de péptidos de acidos nucleicos (PNA) marcados con fluorescencia, dirigidas a
secuencias de genes de rBNA blanco especifico. Las moléculas de PNA son imitadores de
ADN, donde se sustituye la carga negativa de la columna vertebral de azucar-fosfato por una
columna vertebral aquiral, la columna vertebral neutral de poliamida formada por unidades
repetitivas de N-(2-aminoetil) glicina.29 Ademas, se ha encontrado que las pruebas de PNA
penetran mejor a través de la pared celular hidrofobica de los microorganismos mas que las
pruebas tradicionales de ADN. Los métodos FISH PNA, confirman rapidamente la presencia de
diversas bacterias patdgenas. Asimismo, Liu y colaboradores (2008), desarrollaron un método
gue podria detectar especificamente un pequefio nimero de células de Escherichia cultivables
y viables pero no cultivables O157:H7 en un litro de agua del grifo, asi como en el agua de rio.
Las bacterias diana capturadas fueron detectadas utilizando los genes rfbE y fliC como los
marcadores con la combinacién de RT-PCR y el método electronico de microarrays de ADN.
Este método también demostr6 ser capaz de detectar células de E. coli O157: H7 viables pero

no cultivables en un litro de agua del rio.

El agua es esencial para la vida, es materia prima para la higiene, limpieza, actividad
industrial, farmacéutica, hospitalaria, etc. La calidad sanitaria del agua para consumo humano

es indiscutible para preservar la salud. Por esta razén, cada planta industrial o farmacéutica
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debe conocer y saber tratar los efectos en el proceso de su producto final, contar con
adecuados sistemas de purificacion de agua, para el 6ptimo proceso de sus productos y deben
contar con adecuados mecanismos de tratamiento de aguas residuales, bioacumulacién,
alcantarillado, residuos agricolas, industriales, radiactivos y térmicos que son los
contaminantes principales del agua en nuestro planeta. Al respecto, “UNILEVER” anuncié en
Enero de 2012 la creacién de la Fundaciéon Unilever, dedicada a mejorar la calidad de vida
mediante la prestacion de higiene, saneamiento, acceso al agua potable, nutricion basica y
mejora de la autoestima, formando alianza con: Oxford Committee for Famine Relief,
Population Services International, Save the Children, Fondo de Naciones Unidas para la
Infancia (UNICEF) y el Programa Mundial de Alimentos. De la misma manera, en Marzo del
2012 el UNICEF y la OMS, publicaron que el mundo ha cumplido con la meta de los objetivos
de Desarrollo del Milenio de reducir a la mitad la proporciéon de personas sin acceso al agua
potable mucho antes de la fecha limite de 2015. Entre 1990 y 2010, mas de 2.000 millones de
personas tuvieron acceso a fuentes mejoradas de agua potable. No obstante, la meta de
saneamiento sigue estando muy retrasada. Aunque se cuente con el equipo y personal
especializado para detectar la contaminacién microbiana en agua potable, se tienen que tomar
medidas de prevencién para salvaguardar de contaminacién futura y asi evitar los riesgos
microbiolégicos en agua de bebida, debe ser asunto de preocupacion urgente para los
servicios de agua y las autoridades en salud publica. El analisis microbiolégico del agua es
rutinario en tomas de pozos o durante el proceso de purificacion. Sin embargo, en la toma
domiciliaria de las comunidades no se realizan dichas pruebas. Por lo tanto, es necesario
revisar periédicamente la calidad microbioldgica del agua de bebida usada en toda la
comunidad.

El objetivo principal de gestién de la calidad del agua desde una perspectiva de salud
es garantizar que los consumidores no estén expuestos a niveles de agentes patégenos que
puedan causar enfermedades. Un requisito prioritario en la prevencion y la proteccion de la
salud publica es tener resultados confiables y rapidos. Al evaluar la presencia de E. coli se
mide el riesgo de la contaminacién microbiana en el agua potable, esto es crucial para obtener
resultados confiables rapidamente y asi tomar las medidas de saneamiento oportunas, como

floculacion y filtracion con arena, cloracién, transporte y almacenamiento, entre otros.
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RESUMEN

El presente trabajo se centra en un tipo de aditivo alimentario muy presente en nuestros dias,
como son los colorantes. Se presentan sus caracteristicas principales y su problematica y se

analizan algunos de los principales colorantes tanto naturales como artificiales.

PALABRAS CLAVE: colorantes, aditivos, nimeros E,

THE CHEMISTRY OF COLOURS IN FOOD

ABSTRACT

The present essay is focused on a current type of food additives: the colourings. Colourings are
very present in our daily lives. Their main characteristics and side effects are being discussed

and the main colourings, both natural and synthetic are being analysed.

KEY WORDS: colouring, additive, E numbers,
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[f1]

1. INTRODUCCION

Si la comida no tiene buen aspecto no sabe bien. Esto es cierto hasta el punto de que
hay bastantes alimentos naturales considerados exquisitos por algunos y que otros no pueden
comer s0lo por su aspecto particular. Esto ocurre por ejemplo con los caracoles, las angulas,
las ostras o los callos, sin que tengamos que recurrir a ejemplos de otras civilizaciones.

Es curioso observar la influencia del color sobre el sabor, habiendo mucha gente que confunde
el sabor de un vino tinto con el de un blanco si no lo ve antes, o que es incapaz de decir qué es

lo que esta comiendo si lo hace a ciegas. [1]

Debido a la importancia del aspecto de los alimentos es por lo que los colorantes
alimentarios tienen un papel tan relevante entre los aditivos alimentarios. Muchas veces se
emplean para resaltar el color natural de los alimentos y otras para devolver el color perdido en
las manipulaciones para su conservacién. Esto Ultimo es lo que ocurre por ejemplo con las
conservas de fresa y de guisantes que sin los colorantes resultarian de un feo y poco apetitoso

color marroén. [1]

2. LOS COLORANTES ;ADITIVOS MODERNOS?

Los aditivos constan en la letra pequena de las etiquetas de los alimentos industriales y
en conserva. Con estas sustancias, el fabricante pretende garantizar una calidad perdurable:
sirven para la conservacion, el aspecto atractivo, el aroma y el sabor de los alimentos. [2]

Sin embargo, no debe pensarse que la adicion de estos compuestos es una practica
moderna, de hecho, los primeros aditivos que se utilizaron fueron los conservantes (en los
desiertos de Asia central ya se utilizaba la salazén hace 7000 afos) y los colorantes [3], sobre
los que versa el presente trabajo.
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La coloracién de los alimentos ya se practicaba en tiempos de los romanos y de los

egipcios.

En la Edad Media, con el fin de remediar la monotonia de su alimentacion, la gente
anadia colorantes naturales como el ocre, los extractos de acelgas, de zanahorias o de
hierbas. [3]

A principios del siglo XIX, con la creciente evolucién de la Quimica, los alimentos eran
coloreados con cromato de plomo, sulfito de mercurio, arseniato de cobre o brea de hulla. [3].
Muchos de éstos fueron prohibidos en 1887 con la primera ley de los colorantes, habiéndose
constatado sus efectos téxicos.

Mas tarde, en la segunda mitad del siglo XIX, fueron descubiertos los colorantes
azoicos de tintes luminosos, que en un principio fueron utilizados para la coloracion de los
productos textiles y que, posteriormente, se introdujeron en los alimentos. De esta manera se
conseguia que tuvieran un aspecto mas apetecible, lo que a su vez también permitia poner a
la venta productos en perfecto estado asi como pasados, ya que el comprador podia ser

engafado sobre el estado de los productos. [2]

2. LEGISLACION ACTUAL

Actualmente los colorantes son el grupo de aditivos en el que mayores diferencias se
encuentran en las legislaciones entre distintos paises. En algunos, como los paises nérdicos,
practicamente no pueden utilizarse, mientras que en el Reino Unido se utilizan algunos que no
estan autorizados en casi ningln otro pais de la Unién Europea. También existen diferencias
notables entre los colorantes autorizados en Estados Unidos y en la Union Europea, lo que

dificulta ocasionalmente el comercio internacional de algunos alimentos elaborados.

Hay que recordar que para que se pueda utilizar un colorante alimentario (o cualquier
aditivo) en la Unién Europea en un alimento, primero debe figurar en la lista de los autorizados

en general, y segundo, debe estar autorizado para ese producto concreto. [4]

De los colorantes permitidos hoy en dia la mayor parte pertenecen al grupo de las
vitaminas, las provitaminas y sustancias naturales como la clorofila, los carotenos y el rojo de
remolacha. Su inocuidad es indiscutible y asi por ejemplo, el beta-caroteno y la riboflavina
pueden afadirse a los alimentos sin necesidad de declararlos. Asimismo, el caramelo sintético

esta también, por lo general, permitido sin restricciones para muchos alimentos. [2]

2.1. ;QUE ES EL VALOR I.D.A.?

En este punto sobre legislacién debemos mencionar el valor I.D.A., que corresponde a
las siglas ingesta diaria aceptable. Mediante este valor se indica la dosis diaria tolerable de una

determinada sustancia, es decir, la cantidad que una persona puede tomar diariamente durante
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toda su vida sin que ello le suponga un perjuicio para su salud. Esta cantidad se expresa en mg

por cada kg de peso corporal y dia. [2]

No obstante, debe tenerse en cuenta que la I.D.A. no es siempre vélida para los bebés
porque su mecanismo de desintoxicacion es méas débil. Por esto existe una legislacion

especifica muy severa para los alimentos de los lactantes. [3]

La I.D.A. es una nocién que evoluciona y que puede ser revisada y corregida en
funcién de nuevos descubrimientos y experimentos cientificos. Este parametro es establecido
por los Comités de expertos europeos y mundiales y puede variar ligeramente de un Comité a
otro. [3]

2.2. LOS NUMEROS E

Con el fin de permitir la libre circulacion de los alimentos de un pais a otro, la Unién
Europea le ha asignado a los aditivos un nimero de 3 a 4 cifras precedido de la letra E (de

Europa) que permite identificarlos, conocer su funcion y su denominacion quimica. [3]

Como ingredientes de un producto alimenticio, los aditivos deben figurar
obligatoriamente en la etiqueta del envase.

El primer numero indica el papel principal de cada aditivo:
E1-colorantes

E2-conservantes

E3-antioxidantes

E4-emulgentes, estabilizantes, espesantes y gelificantes
E5-agentes antiaglomerantes, acidos, bases y sales
E620 a E635-potenciadores del sabor

E901 a E904-agentes de recubrimiento

E950 a E967-edulcorantes

Los numeros E permiten, al sustituir las palabras por las cifras, mencionar los aditivos
de manera més concisa en los embalajes de dimensiones reducidas asi como facilitar su

identificacién independientemente de la lengua utilizada en la etiqueta. [3]
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3. QUIMICA DE LOS COLORANTES

Como ya se ha indicado, un colorante es una
sustancia utilizada como aditivo en un alimento para
recuperar su color, perdido tras un procesado industrial,
para acentuar el color original o para dotarle de un color

mas atractivo. [3]

Los colorantes pueden ser naturales, si son
extraidos de una sustancia vegetal, animal o mineral, o
sintéticos, si son productos modificados quimica o

fisicamente.

[f2]

Entre los colorantes naturales se distinguen los hidrosolubles, solubles en agua, los

liposolubles o solubles en la grasa, y los minerales. [3]

COLORANTES NATURALES HIDROSOLUBLES

Curcumina (E100) Riboflavina, lactoflavina o B2 (E101)
Cochinilla o acido carminico (E120) Caramelo (E150)
Betanina o rojo de remolacha (E162) Antocianos (E163)

COLORANTES NATURALES LIPOSOLUBLES

Clorofilas (E140 y 141) Carotenoides (E160)

Xantofilas (E161)

MINERALES

Carbén vegetal (E153) Carbonato calcico (E170)

Diéxido de titanio (E171) Oxidos e hidréxidos de hierro (E172)
Aluminio (E173) Plata (E174)

Oro (E175)

[3]

Entre los colorantes artificiales o sintéticos se distinguen los colorantes azoicos y no azoicos.

Los primeros deben su color al grupo azo —N=N- conjugado con anillos aromaticos por ambos

extremos.
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COLORANTES SINTETICOS AZOICOS

Tartrazina (E102) Rojo allura AC (E129)

Amarillo anaranjado S o amarillo sol FCF (E110) | Negro brillante BN (E151)

Azorrubina, carmoisina (E122) Marrén FK (E154)*
Amaranto (E123) Marrén HT (E155)*
Rojo cochinilla A o rojo Ponceau 4R (E124) Litol Rubina BK (E180)**

Rojo 2G (E128)*

COLORANTES SINTETICOS NO AZOICOS

Amarillo de quinoleina (E104) Indigotina o carmin de indigo (E132)
Eritrosina (E127) Azul brillante FCF (E133)

Azul patentado V (E131) Verde acido brillante BS (E142)

[3]

*El “Rojo 2G”, “Marrén FK” y “Marrén HT” se utilizan, entre los paises desarrollados,

practicamente sélo en el Reino Unido.

** “Litol Rubina BK” se utiliza exclusivamente para tefiir la corteza de algunos quesos.

Los colorantes artificiales son solubles en agua, debido a la presencia de grupos de
acido sulfénico, y consecuentemente son faciles de utilizar, generalmente en forma de sales
sédicas, en liquidos y materiales pastosos. También se pueden utilizar en forma insoluble,
como lacas con hidréxido de aluminio, cuando se anaden a productos sélidos, para evitar que
estos productos “destifian”. En este segundo caso, el colorante representa solamente entre el
10% y el 40% del peso total.

Ademas de mucho mas faciles de utilizar que los colorantes naturales, los colorantes
artificiales son también, en general, mas resistentes a los tratamientos térmicos, pH extremos,
luz, etc., que los colorantes naturales. Solamente la eritrosina, la indigotina y el verde acido

brillante son relativamente sensibles a la accion de la luz. [4]

En el punto 5 se recogen las principales caracteristicas de cada uno de los colorantes
que aparecen en las tablas anteriores. Debe recordarse, que se incluyen los colorantes que
figuran en la lista de colorantes autorizados en la Unién Europea. En Estados Unidos el listado

es distinto, estando autorizados siete, que tienen el cédigo FD&C (food, drugs and cosmetics).
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4. EFECTOS SECUNDARIOS

En 1939, cientificos japoneses constataron que un colorante sintético utilizado
frecuentemente provocaba cancer en los animales de experimentacion. Este descubrimiento
llevé en poco tiempo a la prohibicion de todos los colorantes azoicos con fines alimentarios.
Sélo después de largos estudios para demostrar la inocuidad de algunos de estos colorantes
fueron nuevamente permitidos. [2] Aun hoy dicha inocuidad toxicologica de los colorantes

azoicos es discutida. [3]

Aunque la estructura quimica de estos colorantes, utilizados principalmente para los
dulces, ha ido cambiando con el tiempo de manera que no se descomponen en el organismo
sino que son eliminados por completo e inalterados, comportan todavia cierto riesgo. Este
consiste basicamente en la aparicion de reacciones alérgicas, siendo las personas que sufren
de asma o que son sensibles al acido acetilsalicilico las que peor toleran los colorantes

azoicos. [2] [3]

5. PRINCIPALES CARACTERISTICAS DE LOS COLORANTES MENCIONADOS
% COLORANTES NATURALES HIDROSOLUBLES

+« Curcumina (E100): color naranja amarillento, extraido de la raiz de la circuma u obtenido
sintéticamente por fermentacién con ayuda de bacterias. Aparece en refrescos,
mermeladas, mantequillas, quesos, productos de pasteleria y panaderia, curry, té,
salchichas y platos preparados a base de arroz. No presenta toxicidad, salvo

predisposicion alérgica. [2] [3] [5]

« Riboflavina, lactoflavina o B2 (E101): color amarillo tirando a fluorescente, con un ligero
olor. Es la vitamina B2. Se obtiene de la levadura de cerveza generalmente sintética. Se
encuentra en el higado, verduras, sopas, salsas, pasta, productos lacteos y también es

producida por la flora intestinal. Se considera inocuo. [2] [3] [5]

« Cochinilla (E120): color rojo carmin. Se obtiene del caparazén seco de las hembras
fecundadas del insecto cochinilla del nopal. Es estable a la luz, al calor y a los &cidos de las
frutas. Su uso estd muy extendido en licores, vinos de frutas, golosinas, refrescos,
confituras, etc... También forma parte de la composicion de algunos cosméticos como
pintalabios. No se conocen sus efectos secundarios pero es causante de algunas
reacciones alérgicas (asma y perturbaciones gastrointestinales). Existe controversia no

demostrada sobre si es posible que cause hiperactividad en nifos. [2] [3] [5]

« Caramelo (E150): color marrén. Existen distintos tipos obtenidos por calentamiento de
azucar o almidon, algunos en presencia de amoniaco o sulfito amdnico. Aparece en
golosinas, cola, cerveza, bebidas alcohdlicas, bolleria, pan, cereales, chocolate... Se
considera inocuo aunque en algunos experimentos con ratas se han descrito alteraciones

sanguineas.
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Betanina o rojo de remolacha (E162): color rojo oscuro. Se obtiene por prensado y
extraccion de la remolacha. Esté presente en productos de pasteleria, chicle, yogur, salsas,
postres... Se considera inocuo y lo que es mas, en algunos estudios se ha constatado

accién anticancerigena. [2] [5]

Antocianos (E163): colores vegetales de rojo a violeta azulado. Se obtiene por extraccion
de moras, fresas, grosellas, uvas, frambuesas, maiz negro... Presente en bebidas, queso,

confituras, helados y productos lacteos aromatizados. Sin efectos secundarios. [2] [3].

COLORANTES NATURALES LIPOSOLUBLES

Clorofilas (E140 y 141): color verde. Se extrae quimicamente de las plantas verdes. Esta

presente en chicles, dulces, verduras, confituras, licores... Se considera inocuo.

Carotenoides (E160): color naranja amarillento obtenido a partir de extractos vegetales
como la zanahoria, algas... o sintetizado con microorganismos alterados genéticamente.
Son precursores de la vitamina A. Se estabiliza mediante el &cido ascérbico y protege de la
podredumbre por oxidacion. Aparece en mantequillas, margarinas, queso, mahonesa,

helados, postres, mazapan. Sin efectos secundarios.

Xantofilas (E161): color naranja procedente de la xantofila de ortigas, alfalfa, aceite de
palma o yema de huevo. Se usa en salsas, condimentos, golosinas, pasteles, galletas,

pienso para aves... Se considera inocuo.

MINERALES

Carbo6n vegetal (E153): color negro obtenido de la carbonizaciéon de la madera, turba,
lignito o hulla u otros materiales vegetales. Aparece en recubrimientos de cera para
quesos, queso Morbier, grageas. No presenta efectos adversos si no contiene

benzopirenos. [2] [5]

Carbonato célcico (E170): color blanco grisaceo, también utilizado como antiaglomerante,
estabilizante y soporte para aditivos. Se obtiene por molienda de piedra calcarea o por
precipitacion de iones calcio con iones carbonato. Esta presente en recubrimientos y
grageas, alimentos para bebés, elementos decorativos de alimentacion, pasteleria,

quesos,... Se considera inocuo. [2] [3] [5]

Dioxido de titanio (E171): color blanco obtenido de la mena de hierro ilmenita. Aparece en
grageas, chicle, recubrimientos en medicamentos y decoracién de dulces. Se desconocen
los posibles efectos secundarios pero se han descrito eventuales efectos cancerigenos. [2]

[3] 3]

Oxidos e hidréxidos de hierro (E172): color de los 6xidos de hierro: amarillo, rojo, negro,

que se pueden mezclar entre ellos o con diéxido de titanio para obtener tonos marrones.
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Estdn presentes en grageas, dulces, recubrimientos, aceitunas, corteza de queso,

medicamentos. Se consideran inocuos. [2] [5]

Aluminio (E173): color gris plateado, componente de la corteza terrestre, sintetizado por
electrolisis a partir de la bauxita. Se usa en recubrimientos de productos azucarados,
decoracién de pasteles y galletas, medicamentos como algunos antiacidos. En bajas
cantidades es inocuo pero en dosis elevadas es toxico para las células nerviosas (potencia
el Alzheimer [3] [5]) y el metabolismo mineral. Se elimina por via renal donde puede

acumularse. [2] [3] [5]

Plata (E174): color plateado. Es insoluble y bactericida. Sélo se puede utilizar en licores y
en recubrimientos y adornos de dulces. Su uso esta muy limitado y resulta inofensivo si se

ingiere en pequenas cantidades.

COLORANTES SINTETICOS AZOICOS

Tartrazina (E102): color amarillo limén. Es el colorante que produce mas reacciones
alérgicas y es sospechoso de dejar residuos de sustancias cancerigenas [3]. A partir del 20
de julio de 2010, los alimentos que contengan este colorante deben llevar la advertencia:
“puede alterar la actividad y la atencién en nifios”
[2]. Algunos alimentos que lo contienen son
refrescos en polvo, dulces, helados, aperitivos,
salsas, condimentos (ejemplo: para paellas, en

sustitucién del azafran).

Amarillo anaranjado S o amarillo sol FCF (E110):
color amarillo anaranjado. Aparece en mermeladas,
galletas y productos de pasteleria, refrescos de

naranja, sopas instantaneas, harina para rebozar...

[5]- Al igual que la tartrazina, se considera

cancerigeno y frecuente alérgeno. [5] [f3]

Azorrubina, carmoisina (E122): color rojo. Este colorante se usa para conseguir el color
frambuesa en caramelos, helados, postres [4] y también en sopas y platos preparados [5].
Puede desencadenar problemas respiratorios y cutaneos en personas asmdticas o
sensibles a la aspirina y los salicilatos. [2]. En experimentos con ratones se observo
anemias, linfomas y tumores, por lo que se considera sospechoso pese a la poca

informacién que se tiene. [5].

Amaranto (E123): color rojo presente en caramelos, productos de pasteleria, licores...
Sospechoso de reacciones alérgicas y cancerigeno [5]. En 1970 se publicé que producia
cancer y defectos en los embriones en animales de experimentacién (alteraciones en los
cromosomas). En 1976 se prohibi6 en EE.UU a pesar de no haber podido confirmar

fehacientemente los riesgos de este colorante. [4]
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> Rojo cochinilla A o rojo Ponceau 4R (E124): color rojo artificial cuyo nombre no tiene nada
que ver con la auténtica “cochinilla” (E120) que es un colorante natural. Se utiliza para dar
color “fresa” a los caramelos, productos de pasteleria, helados... y en sucedaneos de
caviar y derivados carnicos (en el chorizo, por ejemplo, sin demasiada justificacion, al
menos en Espafa, sustituyendo en todo o en parte al pimentén). Desde 1976 no se utiliza
en Estados Unidos. [4]

> Rojo 2G (E128): color rojo sintético, poco usado, so6lo en alimentos como el embutido inglés
con cereales o hamburguesas y salchichas con ingredientes vegetales. Posibles efectos
secundarios: alergias, residuos de sustancias posiblemente cancerigenas. Esta prohibido

en Australia. [3]

> Rojo allura AC (E129): color rojo obtenido sintéticamente mediante acoplamiento azoico del
petréleo. Se emplea en golosinas, helados, postres, bebidas sin alcohol, complementos
alimentarios y cosméticos. [5] En EE.UU se utiliza desde 1980 como sustituyente del

amaranto. [4]

> Negro brillante BN (E151): color negro empleado en regalices, salsas, dulces y
principalmente para colorear sucedaneos del caviar. No se permite su uso en los Paises
Nordicos, EE.UU, Canada y Japon. Se ha indicado la posibilidad de que pueda afectar a
algunas personas alérgicas a la aspirina y también a algunos asmaticos. [4] Por accién del

calor se convierte en toxico. [5]

> Marrén FK (E154): color marrén. En concentraciones altas puede acumularse en los
rifones y vasos linfaticos. [5] Este colorante artificial es realmente una mezcla de diversas
sustancias, fundamentalmente las sales sédicas de los &acidos 4-(2,4-diaminofenilazo)
bencenesulfonico, 4-(4,6-diamino-m-tolilazo) bencenesulfénico, 4,4'-(4,6-diamino-1,3-
fenilenebisazo)- di(bencenesulfénico), 4,4'-(2,4-diamino-1,3-fenilenebisazo)-
di(bencenesulfénico), 4,4'-(2,4-diamino-5-metil-1,3-fenilen- bisazo)di(bencenesulfénico) y
4,4'4"-(2,4-diaminobenceno-1,3,5-trisazo)tri-(bencenesulfénico). En el tubo digestivo puede
romperse en cierta proporcion, por el grupo azo, formando &cido sulfanilico y
triaminobenceno. A pesar de estar incluido de forma genérica en la lista de colorantes de la
Unién Europea, solamente se utiliza, y muy poco, en el Reino Unido, para colorear algunos

pescados como el arenque, ahumados o curados. [4]

> Marrén HT (E155): color marrdn rojizo presente en galletas, postres, condimientos, salsas,
pescado ahumado, sopa, aperitivos... [3]. Posibles efectos secundarios: en
concentraciones altas puede acumularse en los rifiones y ganglios linfaticos. También es

sospechoso de residuos de sustancias potencialmente cancerigenas. [5]

> Litol Rubina BK (E180): También conocido como “pigmento rubi”, o “carmin 6B”. Se utiliza,
generalmente en forma de sal de calcio (litol rubina BCA) exclusivamente para tefir de rojo
la corteza de algunos quesos. El colorante, que es insoluble en agua en frio, no pasa a la

masa del producto, y aunque algunas de estas cortezas sean comestibles, generalmente
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no se comen, por lo que el colorante no tiene ningun efecto sobre el consumidor. Por esta

razon los estudios toxicol6gicos son menos completos que los de los otros colorantes. [4]

COLORANTES SINTETICOS NO AZOICOS

Amarillo de quinoleina (E104): Se conoce también como “amarillo de quinolina” o “amarillo
acido 3”. Este colorante es una mezcla de varias sustancias quimicas muy semejantes
entre si, que difieren en el nUmero y la posicion de los grupos sulfénicos sobre el primero
de los anillos aromaticos. Se utiliza en bebidas refrescantes y alcohdlicas, y en la
elaboracién de productos de reposteria, conservas vegetales, derivados carnicos o de
pescado (como color de “ahumado”), etc. Aunque no existen datos que indiquen eventuales
efectos nocivos a las concentraciones utilizadas en los alimentos, no esta autorizado como
aditivo alimentario en Estados Unidos, Méjico y Japon, entre otros paises, pero si en
Australia, Canadé o Chile. [4]

Eritrosina (E127): color rojo. Incluye en su molécula 4 atomos de yodo, lo que hace que
este elemento represente mas de la mitad de su peso total. [4] La eritrosina ha sido el
colorante méas popular en los postres lacteos con aroma de fresa pero ahora no se utiliza
demasiado. Puede estar presente en postres aromatizados, en mermeladas, especialmente
en la de fresa, en caramelos, derivados cérnicos, patés de atdn o de salmén, y en algunas
otras aplicaciones. Es un colorante muy eficaz para tedir las guindas en conserva, ya que
se fija a ellas y no destifie. Su principal inconveniente desde el punto de vista tecnoldgico
es que es relativamente sensible a la accién de la luz. La eritrosina a dosis muy elevadas
(4% en la dieta de animales de experimentacién) produce alteraciones en la tiroides, que
pueden llegar en algunos casos hasta el desarrollo de tumores. Este efecto, debido
probablemente a su alto contenido en yodo, no se produce a dosis bajas. Sin embargo,
aunque en su forma original se absorbe muy poco, no se conoce bien hasta qué punto el
metabolismo de las bacterias intestinales puede producir su descomposicion, originando
sustancias mas sencillas, o yodo libre, que sean mas faciimente absorbibles. [4]. Ademas

de alterar la funcion tiroidea se conoce que inhibe la accién de la pepsina. [5]

Azul patentado V (E131): color azul también conocido con el nombre de “azul sulfan”. Es un
colorante utilizado para conseguir tonos verdes en los alimentos, al combinarlo con
colorantes amarillos como el E-102 y el E-104. Se utiliza en conservas vegetales y
mermeladas (guindas verdes y mermelada de ciruela, por ejemplo), en pasteleria,
caramelos y bebidas. [4]. Esta sustancia se absorbe en pequena proporcién, menos del
10% del total ingerido, elimindndose ademas rapidamente por via biliar. La mayor parte
tampoco resulta afectado por la flora bacteriana intestinal, excretdndose sin cambios en su
estructura. Se ha indicado que puede producir reacciones asimilables a alergias en algunos

casos muy raros [4] asi como provocar alergias, urticarias o cancer. [5]
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= Indigotina o carmin de indigo (E132): este colorante es el Unico representante de la familia
de colorantes conocida como “indigoides” que se puede utilizar legalmente para colorear
alimentos. La indigotina es uno de los colorantes artificiales menos estable, pudiendo
alterarse el color en medios muy &cidos, o en presencia de sulfito. Se utiliza en la
elaboracién de bebidas, caramelos, licores, hojaldre, confiteria, helados... [2] [4] Aunque no
tiene efectos secundarios conocidos tampoco es util. [5]

= Azul brillante FCF (E133): color azul sensible a los oxidantes (lejia) y a la luz. Se considera
inocuo [2] aunque en dosis altas puede acumularse en los riflones y vasos linfaticos [3].

Esté presente en refrescos, productos de confiteria, helados, postres, aperitivos...

= Verde acido brillante BS (E142): también conocido como “verde acido brillante BS”. Color
de verde oscuro a azul oscuro. Se utiliza en bebidas refrescantes, productos de confiteria,
chicles, caramelos... También seria Util para colorear guisantes y otras verduras que ven
alterado su color por la destruccion de la clorofila en el escaldado previo a la congelacién o
durante el enlatado pero esto no esta autorizado en muchos paises. [4]. Se considera
cancerigeno en dosis elevadas asi como altera el patrimonio hereditario en experimentos
hechos con bacterias. [3]

6. CONCLUSIONES

Los colorantes son aditivos quimicos que se afaden a los alimentos con el Unico fin de
hacerlos mas atractivos para nosotros. Asi, debemos tener en cuenta que cuanto mas
coloreado, transformado o elaborado sea un producto, mayores seran las posibilidades de que
contenga numerosos aditivos. Esto ocurre especialmente con las golosinas, aperitivos,
refrescos, platos preparados, postres industriales, productos de confiteria, salsas, postres,
productos de charcuteria y salazones, huevas de pescado y surimi, chicles, pasteles, siropes,
helados, bebidas alcohdlicas, condimentos y sopas deshidratadas. [3]

Como reflexién final podemos preguntarnos: ¢De verdad tenemos que colorear los alimentos
para hacerlos més atractivos?
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RESUMEN

En el presente trabajo se describe un nuevo dispositivo electrédico que podria ser utilizado
para la determinaciéon de sulfito. Este dispositivo esta basado en el uso de un electrodo de
pasta de carbon modificado con p-rosanilina-formaldehido (PRA) en un buffer fosfato a pH 7. El
modificador fue soportado sobre alimina neutra. El PRA-formaldehido ha sido utilizado como
un método estandar para la deteccion de diéxido de azufre en la atmdsfera y sulfitos en
alimentos usando técnicas espectroscépicas. Los resultados por voltametria ciclica y
voltametria de pulso diferencial muestran que el electrodo modificado con estas especies
quimicas exhibe actividad cuando se sumerge en soluciones cuya concentracién es del orden
milimolar en sulfito. Mediante el método de adicién de estandar se pudo determinar la
concentracién de sulfito en dos muestras de vino blanco, cuyos valores oscilaron entre 0,34 y
0,36 mM. Se observd que las muestras no presentan interferencias provenientes de la matriz

para este analisis y los porcentajes de recuperacion exhiben valores ente 99 y 103.

Palabras Clave: Sulfito, Aditivos en alimentos, Para-rosanilina (PRA)

Electrochemical sensor for the determination of sulfite

ABSTRACT

The present paper describes a new electrodic device which could be used for the determination
of sulfite. This device is based on the use of a carbon paste electrode modified with p-
rosaniline-formaldehyde (PRA) in a phosphate buffer at pH 7. The modifier was supported on
neutral alumina.The pair PRA-formaldehyde has been used as a standard method for the
detection of sulfur dioxide in the atmosphere and sulfites in foods by using spectroscopic
techniques. The results from cyclic voltammetry and differential pulse voltammetry show that the
p-formaldehyde-rosaniline modified electrode exhibits activity when immersed in solutions
whose sulfite concentration is in the order of millimoles. It was observed that the samples do not
show interference from the matrix for this analysis and recovery rates exhibit values
between 99 and 103.

Keywords: Sulfite; Food aditive; Para-rosaniline
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Introduccion

Los sulfitos son frecuentemente usados como conservantes en los alimentos. No
obstante, a pesar de la eficiencia de los sulfitos en su accion preservante, se ha determinado
numerosos efectos adversos en el ser humano, relacionados principalmente a su consumo. Por
tal razén, la Food and Drug Administration (FDA) requiere que la presencia de los sulfitos en
cantidades iguales o superiores a 10 ppm, en alimentos procesados, deben ser declarados en

la etiqueta.

La oxidacién de sulfito es usualmente el primer método de deteccion electroquimica y
ha sido estudiado con una gran variedad de electrodos, incluyendo platino (Gasana et al.,
2003), oro (Li et al., 2002), varias formas de carbdn (Casella et al., 1995), éxidos metdlicos
(Corbo et al., 2002), electrodo de platino modificado (Dadamos et al., 2009) y biosensores
(Dinckaya et al., 2007). El proceso de oxidacién de sulfitos, puede ser cuantificable en la
mayoria de los electrodos y ofrece una simple ruta de analisis, ya que tiende a ser métodos

rapidos y de bajo costos, en sustitucion a los métodos de titulacién (Isaac et al., 2006).

Los electrodos de pasta de carbén modificado (EPCM), han presentado gran interés en
el desarrollo de sensores voltamétricos para determinaciones analiticas, debido a su facil
preparacion, baja corriente de fondo y amplio rango de potencial (Kalcher et al., 1995). En el
presente trabajo se modificé un electrodo de pasta de carb6én con p-rosanilina-formaldehido,
esta especie forma complejo con el sulfito y ha sido usado como un método estandar para la
deteccion de dioxido de azufre en la atmdsfera y sulfitos en alimentos usando técnicas
espectroscépicas. Estas especies fueron soportadas sobre alimina neutra y utilizada en la

determinacién de sulfito en muestras de vino blanco.

Parte experimental

Los reactivos utilizados fueron: Para-rosanilina (Aldrich), Sulfito de sodio anhidrido (J.T.
Baker), Aceite mineral o nujol (Aldrich), Cloruro de potasio (Merck), Formaldehido (Merck),
Grafito (Fischer Chemical), Alimina neutra para coluna (Merck), &cido tartarico (Aldrich), acido
citrico (Fischer Chemical), acido ascérbico (Aldrich) y todas las soluciones se prepararon con

agua ultra pura (Mullipore, 18 MQ).

El electrodo de pasta de carbon (EPC) fue preparado al mezclar directamente polvo de
grafito (G67-500) y nujol como aglomerante. Mientras que el electrodo de pasta de carbon
modificado (EPCM) a la pasta de carbén se le agreg6 el modificador el cual estd compuesto
por la mezcla PRA-formaldehido (1:1) soportado sobre aliumina neutra, en una proporcion
61,44%m/m carbon, 34,45%m/m nujol y 4,16%m/m modificador. La mezcla se combiné hasta
obtener la mayor uniformidad. El material pastoso fue empacado en un cilindro hueco de
PlexyGlass con una varilla de acero, la cual se usé como contacto eléctrico con el circuito del

potenciotato.
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El electrodo con una superficie fresca, fue colocado en la celda electroanalitica en una
solucién acuosa de sulfito de sodio cuyas concentraciones se varié entre 3 y 50 mM. Ademas,

se utilizé como electrolito de soporte un buffer fosfato a pH 7 y KCl a pH 7.

Para este estudio se utilizaron como técnicas de andlisis voltametria ciclica y de pulso
diferencial. Las medidas electroquimicas fueron realizadas en un Potenciostato/Galvanostato
Autolab 30/PGSTAT 30, acoplado a un procesador de datos. La celda electroanalitica consistié
en un sistema de tres electrodos, el electrodo de referencia (Ag/AgCl), el contraelectrodo de Pt

y el electrodo de trabajo (EPC y EPCM). Todos los reactivos fueron de grado analitico

Resultados y Discusion

a. Preparacion y caracterizacion de un electrodo pasta de carbon modificado con PRA-

formaldehido

En la figura 1, se muestra los voltagramas ciclicos de electrodo de pasta de carbén sin
modificar (EPC) y electrodo de pasta modificado (EPCM) en ausencia de alimina como soporte.
El grafico muestra una disminucién en la corriente de oxidacién del sulfito cuando se modifica
con PRA-formaldehido. Sin embargo, la corriente pico en el electrodo modificado aparecen a
valores menos positivos (aproximadamente 0,800V) que aquellas observadas para el electrodo
sin modificar (1,000V). Parece que la modificacion favorece energéticamente la oxidacion de
sulfito a potenciales menores. La disminucién de la corriente se debe a la poca estabilidad del
modificador en la pasta ya que se observé como el PRA-formaldehido, el cual es coloreado, se

escapa de la pasta por difusién hacia el seno de la solucién.

1,6x1 0'3—-
1,4x1 0'3—-
1,2x1 0'3—-
1,0x1 0'3—-
8,0x1 0"—-
6,0x1 o*‘—-
4,0x1 0"—-

2,0x107

0,0 H

-2,0x10"* +—4——"7—-->+>—-r-—-—+—-7—-"+—"T-—-r—"T"—"T"—"T""—"T1T"7—"
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6

Figura 1. Oxidacion del sulfito por voltametria ciclica en KCI 0.1 M a pH 7, v=50mVs™". A) En
ausencia de sulfito, usando EPCM y EPC; B) EPCM en Na2SOs 50mM; C) EPC sin modificar
en Na2SO3 50mM
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Se procedio a mejorar la estabilidad de EPCM mediante la adicién de alimina. La
alimina retiene por adsorcion al PRA-formaldehido en la pasta. El porcentaje de modificador,
PRA-formaldehido-alimina, fue incrementdndose a medida que se registraba la respuesta del
electrodo en una solucién de Na-SO3z 3mM. La figura 2 resume los resultados. La corriente de
pico alcanz6 un maximo para una composicién grafito-nujol-modificador de 61,44%m/m,
34,45%m/m y 4,16%m/m, respectivamente. Para valores mayores del modificador (alumina +
PRA-formaldehido) la corriente decrece debido a la disminucién de la coherencia mecanica de
la pasta del electrodo. La corriente también disminuye a porcentajes menores a 4,16 debido

probablemente a la disminucién del PRA- formaldehido en la composicién de la pasta.

%Modificador
60 2,09
3,14
4,16
58 5,13
6,02

56

Ip(uA)

52- /I \

50 ;

%Modificador

Figura 2. Ip en funcién al % de modificador en un EPCM en buffer de fosfato pH 7 en Na2SOs
3mM. v = 8mVs'. AE= 75mV.

El efecto de la incorporacion de la alimina a la pasta de carbon sobre la oxidacion de
sulfito puede ser observado en la figura 3. En este caso no se observé la difusion del
modificador hacia el seno de la solucién. La incorporacién de la alimina como soporte origina
mayores corrientes en el EPCM que en el EPC. Sin embargo, el potencial pico cuando se usé
EPCM de la figura 3 aparece desplazado a valores mas positivos en el observado en la figura 1,
donde no se us6 alimina. Posiblemente, la resistencia del electrodo se incrementé con el
aumento de la proporcion de alimina. La oxidacion de sulfito en el electrodo modificado ocurre
siempre a menor potencial que en los electrodos sin modificar. El efecto del modificador es
claro en presencia y en ausencia de la alimina, pues favorece energéticamente la oxidacion
del analito. La presencia de la alimina en la composicion de la pasta del electrodo no afecta
significativamente la magnitud de la corriente, pero mejora la estabilidad del electrodo,

haciéndolo Util para determinaciones analiticas.
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En los voltagramas de pulso diferencial para el SOs? de la figura 4.A, se observa que
la corriente pico aumenta linealmente con la concentracién de sulfito, siendo este
comportamiento estable y reproducible. En la figura 4.B se muestra la curva de calibracion
correspondiente, la cual exhibe una zona lineal en el intervalo de concentracién comprendido
0,22 y 0,73mM SOs?, obteniéndose un coeficiente de correlacién r = 0,9976, con una
desviacion estandar (Svix) de 0,55692. La ecuacion de regresion es | = 20,57682 [SOs3?] -
0,49896, determinandose un limite de deteccién de 0,08 mM y el limite de cuantificacion 0,27
mM.

2,5x10°
2,0x10°
1,5x107°
1,0x107° -

5,0x10™

0,0 4

Figura 3. Oxidacion del sulfito por voltametria ciclica en KCI 0.1 M a pH 7, v=50mVs™. A)
buffer fosfato pH 7; B) EPC con alimina en Na2SO3 50mM; C) EPCM en Na2SO3z 50mM

El limite de deteccion alcanzado para este sistema electroquimico fue 0,08mM, el cual
es comparable con el reportado por Garcia et al (2005) en la determinacion de sulfito sobre
carbén vitreo modificado con peliculas de hexacianoferrato de hierro (80 uM), pero mas bajo
que el correspondiente al electrodo de aluminio modificado con hexacianoferrato de niquel
(3*10%M) (Pournaghi- Azar, 2003).

Sin embargo, la modificacién del presente trabajo del electrodo de pasta de carbén es
de fécil construccion, el electrodo es muy econémico y facil de operar que el electrodo de
aluminio o carbén vitreo y tiene ventaja de tener superficies totalmente renovadas para cada

medida.
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Figura 4. A) Voltagramas de pulso diferencial, para varias concentraciones de SOs2 en buffer
fosfato a pH 8, v=BmVs'. B) Curva de calibracion para SOz? construida a partir de los

voltagramas de pulso diferencial.

b. Estudio de interferencias

El estudio de interferencias fue realizado para evaluar el efecto interferente del acido
tartarico, &cido citrico, acido ascérbico, glucosa y sacarosa en el sistema utilizado. Estas
sustancias fueron analizadas porque acompana al sulfito en las muestras reales, como es el
caso de bebidas y alimentos. Para poner a prueba el efecto de las sustancias interferentes

mencionadas anteriormente, se prepararon soluciones de igual concentracién de sulfito y del
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interferente. La concentracion de sulfito se mantiene constante y se le fue adicionando alicuota
o0 pequefos volimenes de la especie interferente, lo que implica el aumento de la
concentracién del interferente. Asi, determinar el rango de concentracion donde estas especies
interferentes, no interfieren con la sefial de oxidaciéon del sulfito, y poder detectar la
concentracién de sulfito en muestras reales, sin necesidad de realizar un pretratamiento previo
a la muestra; para ello, se graficaron las Ip en funcién de la concentracién de la especie

interferente.

En la figura 5 y 6, se observa que en un rango de concentraciéon 0,0 — 0,5 mM las
especies interferentes como el acido tartarico y el acido citrico, no interfieren con la sefial de
oxidacién sulfito, porque permanece constante. Se puede inferir que a partir de 0,58 mM, el
acido tartarico y el acido citrico puede comenzar a influir en la determinacion del sulfito en

muestras reales.

70

65

I(uA)

60 +

554+——
00 01 02 03

[Ac. tartaricolmM

I UL L
0,4 0,5 0,6 0,7

Figura 5. Efecto de la concentracion &cido tartarico sobre la corriente de pico en el EPCM con

alimina en buffer fosfato a pH 8. U = 8mVs'. AE= 75mV.
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Figura 6. Efecto de la concentracién acido citrico sobre la corriente de pico en el EPCM con

aliimina en buffer fosfato a pH 8. U = 8mVs'. AE= 75mV.

Mientras, en el analisis realizado para la especie interferente, como el acido ascérbico,
se revela que esta especie estudiada interfiere seriamente en la respuesta de oxidacién del
sulfito cuando esta presente en una concentracion mayor a 0,32 mM, como se muestra en la
figura 7. Esto concuerda con lo reportado por Pournaghi- Azar, 2003 y Dadamos et al, 2009; sin
embargo, las muestras de alimentos no poseen generalmente concentraciones tan elevadas
de é&cidos ascérbico por lo que no deberia ser un problema en la determinacién de sulfitos
(Garcia et al, 2005).

En la figura 8 y 9 se observa que los azucares (glucosa y sacarosa) no interfieren en la
determinacion de sulfito, sino cuando estd presente en exceso con respecto al sulfito
(Pournaghi- Azar, 2003)
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Figura 7. Efecto de la concentracién acido ascorbico sobre la corriente de pico en el EPCM

con alimina en buffer fosfato a pH 8. U = 8mVs™. AE= 75mV.
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Figura 8. Efecto de la concentracién glucosa sobre la corriente de pico en el EPCM con

alimina en buffer fosfato a pH 8. ¥ = 8mVs'. AE= 75mV.
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Figura 9. Efecto de la concentracion sacarosa sobre la corriente de pico en el EPCM con

alimina en buffer fosfato a pH 8. ¥ = 8mVs'. AE= 75mV.

En el estudio de interferencia se puede concluir, que en una rango de concentracién de
0,0 — 0,5 mM las especies interferente estudiadas no afecta significativamente la determinacion

de sulfito, a excepcidn, del acido ascorbico, cuando se encuentra en concentraciones elevadas.

c. Determinacion de sulfito usando un electrodo modificado con PRA-formaldehido en

muestra de vino

Con el fin de examinar la aplicabilidad del EPCM, el dispositivo se us6 para la
determinacion de sulfito en muestra reales de vino blanco. Para ello se aplicé el método de
adicion estandar y la curva de calibracion sencilla, tomando en consideracién que las
interferencias mas comunes que pueda presentar el vino no son significativas para el intervalo

concentraciones entre 0,0-0,5 mM de las interferentes.

Las muestras de vino blanco que se analizaron de dos vinos provienen de dos marcas
comerciales diferentes, el vino 1 el “Frontera” y el vino 2 de “Las Condes”, ambos de
procedencia chilena. Se tomaron alicuotas de 10 ml, las cuales se ajustaron a pH 8 y

sucesivamente se realizaron las medidas por VPD.

El método de adicion estandar se realiz6 con la finalidad de verificar si existen
interferencias provenientes de la matriz de las muestras de vino blanco. Se realizaron curvas
de adicion estandar, variando el volumen del estdndar y manteniendo el volumen fijo de la
muestra, que se desee analizar. Cada curva de calibrado incluy6é al menos una serie de cuatro
puntos, y se midieron un minimo de tres veces cada uno. En la figura 11.A y 11.B se muestra

las gréficas de adicion estandar obtenida para ambas muestra de vino de blanco, obteniéndose
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la concentracion del sulfito en la muestras de vino blanco por extrapolacion de la linea

segmentada. Los valores se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Determinacién de sulfito en muestras de vino blanco usando un electrodo modificado
con PRA-formaldehido

Vino 1 0,35 27,9 0,34 27,2

Vino 2 0,37 29,6 0,36 28,8

a: Curva de calibracion sencilla b: Método de adicion estandar

De los resultados obtenidos en la tabla 1 se puede inferir que la cantidad de sulfito
encontrada en las muestras de vino 1 y 2 estan por encima de los valores encontrados por
Cardwell y Christophersen (2000) para vino blanco, donde usaron un electrodo de platino
acoplado a un sistema de inyeccién de flujo. Mientras que la cantidad de sulfito establecida en
muestra de vino blanco oscila en un rango de 0,3 -1,8mM segun Garcia et al (2005) y los
valores encontrados usando el EPCM estan dentro de los niveles permitidos.

Al comparar el valor de la pendiente de la curva de calibracién sencilla que fue de
20,57 uA/mM, con los valores obtenidos de la pendiente para las diferentes curvas del método
de adicion estandar de las diferentes muestras de vino blanco (20,18 pA/mM y 20,20 pA/mM),
se observa que son muy reproducibles y no muestran diferencias significativas para las dos
muestras de vino blanco. Este comportamiento permite concluir que no existen interferencias
de matriz, en la metodologia aplicada para la determinacion de sulfito en diferentes tipos de

muestras de vino blanco.
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Figura 11. A) Curva de calibracion por adicién estadndar, para el vino 1 (Frontera) en buffer
fosfato a pH 8, v=8mVs™'. B) Curva de calibracion por adicion estandar, para el vino 2 (Las
Condes) en buffer fosfato a pH 8, v=8mVs™'.

d. Estudio de recuperacion para diferentes muestras de vino blanco

Para validar el procedimiento analitico se prepararon tres soluciones con una
concentracién de sulfito conocida de 0,5 mM. Estos resultados se muestran en la tabla 2 donde
se puede observar que la recuperacién oscila entre 98,92 y 102,95 %, con un CV< 3%, lo que
nos sugiere una exactitud aceptable del procedimiento analitico, sin interferencias de la matriz.

Tabla 2. Porcentaje de recuperacion encontrada en SOs?2 en diferentes muestras de vino

Vino 1 102,95+2,57 2,50

blanco

Vino 2 98,92+1,10 1,11
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Conclusiones

Se ha disefiado un nuevo electrodo para la determinacion de sulfito basado en el uso
de pasta carbdén modificada con PRA-formaldehido, encontrandose que la composicion optima
para la elaboracién de los electrodos de pasta de carbdn modificados fueron de 61,44%m/m
carbén, 34,45%m/m nujol y 4,16%m/m modificador. La modificacion favorece energéticamente

la oxidacidon de sulfito a potenciales menores.

La presencia de alimina en la composicion de la pasta del electrodo mejora la
estabilidad del sistema, de manera tal que este electrodo podria ser utilizado en
determinaciones analiticas. Este sensor exhibe una zona lineal en el intervalo de concentracion
comprendido 0,22 y 0,73 mM SOs? con un coeficiente de correlacion r = 0,9976, donde el limite
de deteccién es 0,08 mM y el limite de cuantificacién es 0,27 mM.

Mediante el método de adicién de estandar se determind la concentracion de sulfito en
dos muestras de vino blanco que oscila en un rango de 0,34 y 0,36 mM y a su vez se
demostré que las muestras no presenta interferencias proveniente de la matriz y pueden

utilizarse sin tratamiento previo.

El estudio realizado con diferentes muestras de vino blanco, empleando electrodo de
pasta de carbdn modificado con PRA-formaldehido, mostraron en todos los casos una
recuperacion cuantitativa de 98,92 - 102,95 % y con un CV< 3%.La validacion del método
mostré que el nuevo dispositivo tiene un rango lineal de 0,22-0,73 mM para el sulfito en vino
blanco, con un limite de deteccion y cuantificacion comparable a los reportados en la
bibliografia.
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Resumen

Los pesticidas organofosforados ejercen su toxicidad por inhibicion de la enzima
acetilcolinesterasa, causando neurotoxicidad. La presencia de esta enzima en invertebrados y
vertebrados confiere a esta clase de pesticidas una enorme toxicidad hacia blancos no
deseados. El metilazinfos es un insecticida organofosforado que debe sufrir una activacion
metabolica a metilazinfos-ox6n para poder inhibir la actividad colinesterasa. En trabajos
anteriores se habia demostrado que el oligoqueto Lumbriculus variegatus es mucho mas
sensible a la exposicién in vivo a metilazinfos que el gaster6podo Biomphalaria glabrata. En el
presente trabajo se investigd si esa sensibilidad diferencial se debia a diferencias en las
cinéticas de absorcién y/o eliminacion del pesticida o a diferencias en la sensibilidad in vitro de
las colinesterasas de ambos invertebrados al oxén derivado. Utilizando un modelo
unicompartimental de primer orden se pudo comprobar que la absorcion y eliminacién del
pesticida son muy rapidas en ambas especies con factores de bioconcentracion muy similares.
Por el contrario, se necesitd una concentracion 1500 veces mayor de metilazinfos-oxén para
inhibir un 50% la actividad colinesterasa en los extractos del gasteropodo que en el oligoqueto.
Estos resultados estarian indicando que la diferente sensibilidad de ambas especies a la
inhibicibn de la actividad colinesterasa por metilazinfos se deberia mas a factores

toxicodindmicos que a factores toxicocinéticos.

Palabras clave: metilazinfos, invertebrados, toxicocinética, colinesterasa
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Toxicokinetics of azinphos-methyl and in vitro inhibition of cholinesterase
activity by azinphos-methyl-oxon in two freshwater invertebrates:
Biomphalaria glabrata and Lumbriculus variegatus

Abstract

Organophosphate  pesticide toxicity —occurs through inhibition of the enzyme
acetylcholinesterase, resulting in neurotoxicity. The presence of this enzyme in invertebrates
and vertebrates confers to this class of pesticides a great toxicity to non target organisms.
Azinphos-methyl is an organophosphate insecticide that must undergo metabolic activation to
azinphos-methyl-oxon in order to inhibit cholinesterase activity. In a previous study, a greater
sensitivity of Lumbriculus variegatus when comparing with Biomphalaria glabrata following in
vivo exposure of the organisms to azinphos-methyl has already been observed. In the present
study, it was investigated whether the inter-species difference in sensitivity to cholinesterase
inhibition was due to: (a) differences in the uptake and elimination rates of the pesticide, or (b)
differences in the in vitro sensitivity of the cholinesterases to de oxon derivative. Employing a
first order mono compartmental model, it was found that the uptake and elimination rates were
very fast in both species, with very similar bioconcentration factors. In contrast, a concentration
of azinphos-methyl-oxon 1500 times higher was needed to inhibit 50% cholinesterase activity in
the gastropod than in the oligochaete extracts. These results indicate that the different
sensitivity of both species to cholinesterase inhibition would be more related to toxicodynamic
than to toxicokinetic processes.

Keywords: azinphos-methyl, invertebrates, toxicokinetics, cholinesterases.
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Introduccion

Los pesticidas organofosforados se utilizan en la agricultura moderna en todo el mundo.
Aunque estos pesticidas persisten en el ambiente por un periodo relativamente corto de tiempo,
presentan una alta toxicidad aguda que puede representar un serio peligro para los
ecosistemas (1). La toxicidad primaria aguda de los organofosforados se debe a la inhibicién de
la enzima acetilcolinesterasa (AChE), una enzima critica en la funcién normal del sistema
nervioso. Por ello, la evaluacién de la actividad de esta enzima ha sido uno de los criterios de

valoracién mas utilizado para evaluar la exposicion de la vida silvestre a estos pesticidas (2).

Los organofosforados que presentan un atomo de oxigeno unido a un atomo de fésforo
son altamente reactivos y no necesitan ningun tipo de activacién para inhibir la actividad de las
colinesterasas (ChE). Por otro lado, aquellos que poseen un &tomo de azufre unido al atomo de
fésforo, deben ser metabdlicamente activados a través de una desulfuracién oxidativa a los

correspondientes oxones para ejercer su accién inhibitoria (3).

El metilazinfos (MAZ) (Figura 1) es un insecticida organofosforado del tipo
fosforoditioato que debe ser metabolizado al oxén derivado (MAZ-ox6n) para ejercer su accion
anticolinesterasica. En nuestro pais, este insecticida es utilizado en el Norte de la Patagonia
para el control de Carpocapsa pomonella. Eventualmente, el MAZ alcanza, por escorrentia

superficial, a los cursos de agua ejerciendo su efecto toxico en los ecosistemas acuaticos (4).

O S
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-
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N

Figura 1: Estructura molecular del metilazinfos

Lumbriculus variegatus es un oligoqueto de agua dulce que ha sido recomendado y
ampliamente adoptado como un organismo estandar para estudios de bioacumulacion vy
ensayos de toxicidad (5,6). Biomphalaria glabrata es un gasterépodo pulmonado que vive en
aguas dulceacuicolas tropicales, principalmente en canales, valles de irrigacion y en pequeios
cursos de agua. B. glabrata es uno de los gasterépodos mas estudiados por ser huésped
intermediario del parasito Schistosoma mansoni, que produce en el ser humano la enfermedad

denominada esquistosomiasis (7).
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Se ha demostrado que L. variegatus es mas sensible que B. glabrata a la inhibicion de
la actividad ChE por exposicion in vivo a MAZ. Asi, la exposicién por 48 horas a 0,006 ug ml
de MAZ inhibié un 50% la actividad ChE de L. variegatus mientras que para obtener el mismo
grado de inhibicion en B. glabrata se necesitaron 5 ug ml' (8). Con el objetivo de ahondar en
los mecanismos involucrados en la diferencia de sensibilidad de ambas especies, en el
presente trabajo se procedié a: (1) calcular distintos parametros toxicocinéticos del MAZ (las
constantes de absorcion y de eliminacion, el factor de bioconcentracion y el tiempo de vida
media) en los organismos expuestos in vivo por 48 h al pesticida y (2) estudiar el efecto in vitro
del metabolito biolégicamente activo del MAZ, el MAZ-oxén sobre las ChEs de L. variegatus y
B. glabrata. La hipétesis de trabajo fue que la diferencia de sensibilidad al MAZ entre L.
variegatus y B. glabrata podria deberse a diferencias en la sensibilidad del blanco molecular y/o

a diferencias en factores toxicocinéticos.

Materiales y Métodos
Reactivos

Los organofosforados MAZ Pestanal®, pureza >98%, y MAZ-oxén Supelco® y los reactivos
ioduro de acetiltiocolina (AsCh) y 5,5’-ditio-2-bis-nitrobenzoato (DTNB) se compraron a Sigma
Aldrich de Argentina S.A. El agua y el acetonitrilo, calidad HPLC, se adquirieron a Sintorgan
S.A. (Buenos Aires, Argentina). Los otros reactivos utilizados en el trabajo fueron de grado

analitico, marca Carlo Erba, Mallinckrodt o Merck.

Organismos seleccionados

El oligoqueto L. variegatus, fue inicialmente obtenido de los cultivos del Prof. K. Simkiss,
Universidad de Reading, Reino Unido. Una vez en el laboratorio, los organismos se cultivaron
en peceras de plastico de 12 litros con aireacion como se describe en (9). Para todos los

bioensayos se utilizaron organismos adultos de 2,5 + 0,5 cm de largo.

Los cultivos de B. glabrata fueron obtenidos inicialmente del Laboratorio de Invertebrados,
Departamento de Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. Los
organismos fueron luego cultivados en nuestros laboratorios en peceras de vidrio aireadas (9).
En todos los experimentos, se emplearon organismos adultos de tamafo similar (18 £ 2 mm de

diametro).

Para los cultivos y los bioensayos se utilizé agua de red, declorada por al menos 24 horas, con
las siguientes propiedades fisico-quimicas: dureza total = 67 + 3 mg CaCOs L'; alcalinidad = 29
+2mg CaCOs L'; pH = 7,0 £ 0,2; y conductividad = 250 + 17 uS cm'. Para los bioensayos, el
agua declorada fue filtrada por una columna de carboén a fin de eliminar la materia organica que

pudiera estar disuelta.

264



Revista QuimicaViva - Numero 3, ano 12, diciembre 2013 - quimicaviva@qb.fcen.uba.ar

Ensayos de toxicocinética

Los experimentos de absorcion se llevaron a cabo bajo condiciones estaticas, sin aireacion y
sin suministrar alimento, en peceras de 3 L conteniendo 600 ml de solucion de pesticida en
agua declorada vy filtrada. La concentracién de MAZ fue de 5 ug ml'. Esta concentracion se
corresponde con el nivel de exposicién que produce, en B. glabrata, un 50 % de inhibicion
sobre la actividad de ChEs a las 48 h (8). Las soluciones acuosas conteniendo el pesticida se
prepararon a partir de una soluciéon concentrada de MAZ en acetona, siendo la concentracion
final de acetona en las peceras de exposicidon de 0,05 %. Los caracoles y las lombrices se
expusieron en forma independiente por 0, 20, 40 minutos y 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 24 horas. Una vez
transcurrido el tiempo de exposicién, cada caracol o una muestra de 10 a 15 lombrices se
retiraron de las peceras, se enjuagaron con agua destilada para eliminar cualquier resto de
MAZ procedente de la soluciéon acuosa y se secaron con papel absorbente. En el caso de los
caracoles, se les retir6 el caparazon. Las muestras se pesaron (187 £ 62 mg/caracol y 245 + 67
mg/muestra de lombrices), se homogeneizaron en 1,5 ml de agua destilada, se

desproteinizaron y se sometieron a extraccion con acetato de etilo y andlisis quimico.

Para determinar los parametros toxicocinéticos se utiliz6 un modelo unicompartimental, en el
cual la concentracion de un xenobibtico en un organismo acuatico es descripta como el

resultado de una cinética de primer orden tanto en la absorcion como en la eliminacién (10):
dCorg/dt = k1 CW - k2.Corg

En esta ecuacion, ki es la constante de velocidad de absorcion (ml g' h'') y ko es la constante
de velocidad de eliminacién (h''); Cw es la concentracion de exposicién en el agua del
xenobidtico (ug ml') y Corg €s la concentracion del compuesto en el organismo acuatico (ug g').

Frente a una concentracién de exposicidn constante, esta ecuacién puede ser integrada como:
ki
Corg =—* Cw* (1_e-k2.t) (1)
ko
En una situacién de estado estacionario (dCorg/dt = 0) esta ecuacion se puede simplificar a
Corg ki
FBC=— = —
Cw ko

Las constantes ki y k2 pueden determinarse a través del ajuste matematico por

iteraciones mudltiples a la ecuacion (1) de los datos obtenidos durante la fase de absorcion.

A partir del valor de k2 se puede obtener el tiempo de vida media de un xenobiobtico, esto es, el
tiempo necesario para que la concentracion de dicho compuesto descienda hasta alcanzar un

valor igual a la mitad de su concentracién inicial.
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t=1In2/ ke = 0,693/ ko

Separacion y cuantificacion del MAZ

La separacién y cuantificacion del MAZ en muestras de agua y en el material biolégico se
realizdé en un cromatégrafo liquido de alta performance, Class-VP Shimadzu, con columna de
fase reversa C18, Supelcosil LC 18, 5 ym, con dimensiones de 25 cm por 4,6 mm, y guarda
columna Supelguard LC-18 de 2 cm, bomba de flujo isocratico, detector UV-visible,
perteneciente al Laboratorio de Control de Calidad, Servicio de Farmacia, Hospital Nacional
Prof. Dr. Alejandro Posadas. Las corridas se desarrollaron en todos los casos a una
temperatura del horno de 40 °C. La columna se equilibré con una fase movil compuesta por
acetonitrilo-agua (45:55 V/V) previamente a la inyeccién de la muestra. El flujo de la corrida fue
de 1ml min"' y la deteccion se realizé con un detector UV-Visible a 220 nm. La respuesta fue
lineal en el rango de concentraciones comprendido entre 0,17-54,6 ug ml' y la recta de
regresion lineal fue y = 118.736,73x (mg L") + 974,10. El limite de cuantificacion fue de 0,17 ug

ml-.

Inhibicioén in vitro de la actividad ChE por MAZ-ox6n

Los tejidos de L. variegatus y B. glabrata fueron homogenizados en buffer Tris/HCI 20 mM, pH
7,5, adicionado de 0,5 mM de EDTA. Los homogenatos se centrifugaron a 11.000 x g durante
20 minutos a 4 °C. En una bateria de tubos plasticos se agregaron distintas concentraciones de
MAZ-ox6n disuelto en etanol absoluto y se evaporé casi a sequedad en corriente de nitrégeno.
A estos tubos se incorporaron, al momento de efectuar la incubacién, 300 pl del sobrenadante.
La incubacion se realizé a 37 °C por 15 minutos. Posteriormente se procedié a medir la
actividad ChE.

La actividad ChE se midi6, por duplicado, en buffer fosfato de sodio 100 mM, pH 8,0, 0,2 mM
de DTNB y 0,75 mM de AsCh (9). La actividad se registré continuamente a 412 nm. La lectura
cinética se efectué cada 10 segundos desde 0 a 90 segundos. Los valores se corrigieron por
hidrélisis espontanea del sustrato y por la reduccién no especifica del cromébgeno por los
extractos titulares. La concentracion de proteinas se midié por el método de Lowry y col. (11)
utilizando albumina sérica bovina como estandar. La actividad enzimatica se expres6 como

pmoles de sustrato hidrolizado min-' mg proteina™.
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Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como valores individuales o como el promedio + D.E. (desviacién
estandar). El efecto del MAZ-ox6n sobre la actividad ChE se analizé utilizando ANOVA de un
factor y las comparaciones entre grupos se realizaron utilizando la prueba de Tukey-Kramer.

Se utilizé un nivel de significacién de 0,05.

Resultados
Toxicocinética del MAZ

Las Figuras 2 y 3 representan la cinética de absorcién del metil azinfos por L.
variegatus y B. glabrata, respectivamente, durante una exposicién constante a 5 ug ml' del
pesticida. Los datos experimentales se ajustaron mediante un andlisis de regresion no lineal
iterativo a la ecuacion Co= kika Cw (1-e *2) y se calcularon los valores de ki y ko. La
concentracién del metil azinfos en el agua, fue constante y comprobada experimentalmente

(5,00 + 0,10 pg ml") durante la exposicion.
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Figura 2: Cinética de absorcién del MAZ por L. variegatus y el aparente estado estacionario
alcanzado. Los datos experimentales corresponden a la fase de exposicién al pesticida (5 pg
ml'). Los mismos se ajustaron mediante un andlisis de regresién no lineal iterativo a la
ecuacion Co= ki/kz Cw (1-e ) utilizando el programa OriginPro version 7.5. Cada punto
representa el contenido del compuesto parental correspondiente a un pool de 10-15 lombrices.
La linea continua muestra el ajuste al modelo con un coeficiente de determinacion, R? =
0,82179.
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Figura 3: Cinética de absorcion del MAZ por B. glabrata y el aparente estado estacionario
alcanzado. Los datos experimentales corresponden a la fase de exposicién al pesticida (5 pg
ml'). Los mismos se ajustaron mediante un andlisis de regresién no lineal iterativo a la
ecuacion Co= ki/kz Cw (1-e ) utilizando el programa OriginPro version 7.5. Cada punto
representa el contenido del compuesto parental correspondiente a un caracol. La linea continua

muestra el ajuste al modelo con un coeficiente de determinacién, R? = 0,93568.

En el caso de L. variegatus, los resultados obtenidos fueron para la constante de
absorcion, k1 = 7,71 £ 0,35 ml g’ h”' y, para la constante de eliminacién, k2 = 0,70 = 0,10 h™".
Segun este modelo el estado estacionario se alcanzd aproximadamente a las 5 horas de

exposicion. El FBCcin resultd de 11,0 £ 0,5 ml gy el t .de 59 minutos.

En el caso de B. glabrata, los resultados obtenidos fueron para la constante de
absorcién, ki = 6,56 + 0,13 ml g h' y, para la constante de eliminacion, k2 = 0,76 + 0,04 h™.
Segun este modelo el estado estacionario se alcanz6 aproximadamente a las 4 horas de
exposicion. El FBCcin resulté de 8,6 + 0,2 ml gy el t .de 55 minutos.

Inhibicioén in vitro de la actividad ChE por MAZ-ox6n

Los valores de actividad ChE en el sobrenadante de los homogenatos de L. variegatus
y B. glabrata incubados durante 15 minutos con distintas concentraciones de MAZ-oxén, se
muestran en las Figuras 4 y 5, respectivamente. En ambos casos se observd una inhibicién
enzimatica dependiente de la concentracion de MAZ-oxén. La concentracién de xenobiédtico
requerida para causar in vitro un 50% de la inhibicion de la actividad ChE (Clso) en L. variegatus
y el intervalo de confianza del 95% resulté ser de 0,0025 (0,0020-0,0030) ug ml'. En el caso de
B. glabrata la Clso y el intervalo de confianza del 95% fueron: 3,8 (2,2-10,7) ug ml.
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Figura 4: Efecto de concentraciones crecientes de MAZ-oxdén sobre la actividad de
colinesterasa (ChE) en L. variegatus. Cada punto representa el promedio £ D.E. de tres 0 més

determinaciones. Las diferentes letras sefalan diferencias estadisticas significativas a p < 0,05
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Figura 5: Efecto de concentraciones crecientes de MAZ-oxén sobre la actividad colinesterasa
(ChE) en tejidos blandos de B. glabrata. Cada punto representa el promedio + D.E. de tres o
mas determinaciones. Las diferentes letras sefialan diferencias estadisticas significativas a p <
0,05

Discusion

Estudios previos realizados exponiendo a L. variegatus y B. glabrata por 48 horas a
MAZ habian permitido demostrar que los oligoquetos eran unas 1000 veces mas sensibles que
los gasterépodos a la inhibicion in vivo de la actividad ChE por este organofosforado (8). Los
resultados del presente trabajo indican que tanto en L. variegatus como en B. glabrata
expuestos a la concentracion de 5 ug ml' de MAZ la absorcion fue rapida, alcanzandose un
estado estacionario aparente entre las 4 y 5 horas de exposicion. En ambas especies, la
velocidad de eliminacion también fue rapida con unt . menor a 1 hora. Por ultimo, los FBCcin
calculados utilizando el modelo unicompartimental tampoco difirieron significativamente entre
ambas especies. Estos resultados estarian indicando que la diferencia de sensibilidad entre los
oligoquetos y los gaster6podos no se deberia a diferencias en sus respectivas cinéticas de

absorcion y/o eliminacion del MAZ ni en su capacidad de bioconcentrarlo.

Ademas de procesos toxicocinéticos, procesos toxicodinamicos tales como diferencias en la
sensibilidad de los enzimas blanco pueden contribuir a la diferente susceptibilidad para la
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inhibicién de las ChEs entre las especies. En el presente trabajo se pudo establecer que la
actividad ChE de L. variegatus fue 1500 veces mas sensible al MAZ-oxén que la de B. glabrata.
Estos resultados podrian deberse, por un lado, a las diferencias en las ChEs presentes en
ambos organismos, considerando que trabajos previos han demostrado que la actividad
principal en L. variegatus es butirilcolinesterasa y en B. glabrata es AChE (8). Por otro lado,
también podrian deberse a la presencia en los extractos de carboxilesterasas con distinta
afinidad por el MAZ-oxon. Estas enzimas juegan un rol importante en el metabolismo vy
subsecuente detoxificacion de muchos pesticidas y drogas. Las carboxilesterasas participan en
la detoxificacion de los organofosforados de dos maneras: a) por hidrélisis de uniones éster de
aquellos organofosforados que contienen este tipo de unién y b) por unién estequiométrica de
los organofosforados en el sitio activo de la enzima produciendo su inhibicion. Debido a esta
unién estequiométrica, varios investigadores han postulado que las carboxilesterasas
protegerian a la AChE de la toxicidad mediada por estos pesticidas (12, 13). Asi, la presencia
en B. glabrata de carboxilesterasas mucho mas sensibles al MAZ-oxén que las de L. variegatus
podrian contribuir, al menos en parte, a explicar por qué se necesita una mayor concentracion
de MAZ-oxén para inhibir la actividad ChE de B. glabrata. En este sentido, estudios in vivo
mostraron que mientras las carboxilesterasas de B. glabrata que utilizan p-nitrofenilbutirato
como sustrato son mas sensibles que las ChEs a la inhibicion por MAZ, en el caso de L.

variegatus ocurre lo contrario (14,15).

271



Revista QuimicaViva - Numero 3, ano 12, diciembre 2013 - quimicaviva@qb.fcen.uba.ar

Referencias

1. Laguerre C., Sanchez-Hernandez, J., Kohler, H.R., Triebskorn, R., Capowiez, Y., Rault, M.,
Mazzia, C. (2009). B-type esterases in the snail Xeropicta derbentina: An enzymological

analysis to evaluate their use as biomarkers of pesticide exposure. Environ. Poll. 157:199-207.

2. Sanchez-Hernandez, J.C. (2007). Ecotoxicological Perspectives of B-Esterases in the
Assessment of Pesticide Contamination. In: Plattenberg, R. H. (Ed.), Environmental Pollution:

New Resarch. Nova Science Publishers, Inc. N. Y., USA, pp. 1-45.

3. Gupta, R. C.(2006). Classification and Uses of Organophosphates and Carbamates. In Gupta,
R. C.(Ed), Toxicology of Organophosphate and Carbamate Compounds. Elesevier Academic

Press: Burlington, MA, pp 5-24.

4. Loewy, R.M., Monza, L.B., Kiers, V.E., Savini, M.C. (2011). Pesticide distribution in an

agricultural environment in Argentina. J. Environ. Sci. Health B. 46: 662-670.

5. USEPA, United States Environmental Protection Agency (2000). Methods for measuring the
toxicity and bioaccumulation of sediment-associated contaminants with freshwater invertebrates,
600/R-94/024. US EPA Washington, DC.

6. ASTM, American Society for Testing and Materials (1995). Standard guide for conducting
sediment toxicity tests with freshwater invertebrates. E 1393-942. En: Annual Book of ASTM
Standards. Vol 11.05. Philadelphia, PA.

7. Balaban, A. E., Fried, B. (2013) Maintenance of Biomphalaria glabrata infected with
Schistosoma mansoni in artificial spring water, deionized water, or conditioned tap water.
Comparative Parasitology 80(1):118-119. 2013

8. Kristoff, G., Verrengia Guerrero, N., Pechén de D’Angelo, A.M., Cochén, A.C. (20086).
Inhibition of cholinesterase activity by azinphos-methyl in two freshwater invertebrates:

Biomphalaria glabrata and Lumbriculus variegatus. Toxicology 222:185-194.

9. Kristoff, G., Verrengia Guerrero N.R., Cochdén A.C. (2008).Effects of azinphos-methyl
exposure on enzymatic and non-enzymatic antioxidant defenses in Biomphalaria glabrata and
Lumbriculus variegatus. Chemosphere 72:1333-1339.

10. Nichols, J. W., Schultz, I. R., Fitzsimmons, P.N. (2006) /n vitro—in vivo extrapolation of
quantitative hepatic biotransformation data for fish. I. A review of methods, and strategies for
incorporating intrinsic clearance estimates into chemical kinetic models. Aquat. Toxicol. 78: 74—
90.

11. Lowry, O.H., Rosebrough, Fan, A.L., Randall, R.J. (1951). Protein measurement with the
folin phenol reagent. J. Biol. Chem. 193: 265-275.

12. Maxwell, D. M. (1992) The specificity of carboxylesterase protection against the toxicity of
organophosphorus compounds. Toxicol. Appl. Pharmacol. 114:306-312.

272



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 12, diciembre 2013 - quimicaviva@aqb.fcen.uba.ar

13. Wheelock, C.E., Shan, G., Ottea, J. (2005) Overview of carboxylesterases and their role in

the metabolism of insecticides. J. Pestic. Sci. 30:75-83.

14. Kristoff, G. (2010). Estudio comparativo de biomarcadores en los invertebrados acuéticos
Biomphalaria glabratay Lumbriculus variegatus expuestos a pesticidas de relevancia ambiental.
Tesis de Doctorado. Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires,

Buenos Aires, Argentina.

15. Kristoff, G., Chiny Barrionuevo, D., Cacciatore, L.C., Verrengia Guerrero, N. R., Cochon,
A.C. (2012). In vivo studies on inhibition and recovery of B-esterase activities in Biomphalaria
glabrata exposed to azinphos-methyl: Analysis of enzyme, substrate and tissue dependence.
Aquat. Toxicol. 112-113, 19-26.

*Autora responsable de la publicacion:

Adriana C. Cochén.Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.
Universidad de Buenos Aires. Departamento de Quimica Bioldgica,
Ciudad Universitaria, Pab. II. 4to piso, 1428 Buenos Aires, Argentina.

TE: 0054-11-4576-3342 Fax: 0054-11-4576-3342

g Qu imicaViva Revista QuimicaViva

ISSN 1666-7948 Ndmero 3, afio 12, Diciembre 2013

www.quimicaviva.gb.fcen.uba.ar quimicaviva@aqb.fcen.uba.ar

273



¥y ¥ ¥y

Quimica Viva

E-ISSN: 1666-7948
guimicaviva@gb.fcen.uba.ar
Universidad de Buenos Aires
Argentina

- QuimicaViva

Sariego Frometa, Sandra; Marin Moran, Jorge Erick; Ochoa Pacheco, Ania; Viera Tamayo, Yosvel
Petiveria alliacea L.: distintas condiciones experimentales en la elaboracion de extractos con actividad
antimicrobiana
Quimica Viva, vol. 12, nim. 3, -diciembre, 2013, pp. 274-287
Universidad de Buenos Aires
Buenos Aires, Argentina

Disponible en: http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=86329278008

Coémo citar el articulo

Numero completo . ., o
P Sistema de Informacién Cientifica

Mas informacion del articulo Red de Revistas Cientificas de América Latina, el Caribe, Espafia y Portugal
Pagina de la revista en redalyc.org Proyecto académico sin fines de lucro, desarrollado bajo la iniciativa de acceso abierto


http://www.redalyc.org/revista.oa?id=863
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=86329278008
http://www.redalyc.org/comocitar.oa?id=86329278008
http://www.redalyc.org/fasciculo.oa?id=863&numero=29278
http://www.redalyc.org/articulo.oa?id=86329278008
http://www.redalyc.org/revista.oa?id=863
http://www.redalyc.org

Revista QuimicaViva - Numero 3, ano 12, diciembre 2013 - quimicaviva@qb.fcen.uba.ar

Petiveria alliacea L.: distintas condiciones experimentales en la

elaboracion de extractos con actividad antimicrobiana

Lic. Sandra Sariego Frémeta', MSc. Jorge Erick Marin Moran®, MSc. Ania Ochoa Pacheco?,

MSc. Yosvel Viera Tamayo®

'Departamento de Biologia Agricola. Facultad de Ciencias Agricolas. Universidad de Granma,

Km 17z carretera a Manzanillo. Peralejo, Bayamo. Granma. Cuba. CP 85100.

®Departamento de Farmacia. Facultad de Ciencias Naturales. Universidad de Oriente. Santiago
de Cuba

3Centro de Estudios de Biotecnologia Vegetal. Facultad de Ciencias Agricolas. Universidad de

Granma

E-mail: ssariegof@udg.co.cu

Recibido 1 de Noviembre 2013- Reenviado 9 de Noviembre 2013-Aceptado 11 de Noviembre
2013

Resumen

La presente investigacién comprende la revision de dieciocho articulos cientificos desarrollados
en seis paises distintos, relacionados con la actividad antimicrobiana de extractos de Petiveria
alliacea L. Se realiz6 una tabla resumen detallada en la que se plasmaron las condiciones
experimentales empleadas en estudios previos. Del andlisis realizado se sugiere que futuras
investigaciones en la planta pudieran encaminarse a reevaluar la efectividad de los extractos
elaborados con hojas, tallos y raices empleando material vegetal fresco, temperaturas que no
excedan los 37°C durante la elaboracién de los extractos y etanol al 70 o al 80%. Las
diferencias obtenidas y los resultados negativos en los estudios publicados pudieran atribuirse
a diversos factores entre los que se encuentran algunos vinculados con el material vegetal

empleado y otros con las condiciones experimentales disefiadas en cada investigacion.

Palabras clave: Petiveria alliacea, extractos vegetales, actividad antimicrobiana.
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Petiveria alliacea L.: various experimental conditions in the extracts

elaboration with antimicrobial activity
Abstract

The present investigation comprises the revision of eighteen scientific articles carried out in six
different countries. The articles are related with the antimicrobial activity of Petiveria alliacea L.
extracts. A detailed table was created in a summary of the experimental conditions used in
previous studies was presented. Departing from the developed analysis, it is suggested that
future investigations could be focused on the reevaluation of the effectiveness of extracts
elaborated through leaves, stems and roots using fresh vegetal material, temperatures below
37°C during their elaboration and ethanol at 70 or 80%. The differences and negative results in
the studies that were published could be attributed to different factors among which some
related with the vegetal material used and others related with the experimental conditions
designed in each investigation.

Key words: Petiveria alliacea, vegetal extracts, antimicrobial activity.

275



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 12, diciembre 2013 - quimicaviva@aqgb.fcen.uba.ar

Introduccion

Las enfermedades infecciosas constituyen una de las principales causas de morbilidad
y mortalidad a nivel mundial. El uso indiscriminado de antibiéticos sintéticos y comerciales ha
empeorado el panorama, pues muchos de los microorganismos causantes de enfermedades
comunes, que podian ser tratados facilmente, han adquirido gran resistencia. Cuantiosas son
las investigaciones enfocadas en la busqueda de nuevos compuestos bioactivos a partir de
fuentes naturales, dentro de estas, un gran nimero han sido dirigidas hacia la evaluacién de
actividades antimicrobianas en extractos y aceites esenciales de plantas medicinales y
aromaticas. Las plantas ofrecen grandes posibilidades en el descubrimiento de nuevos
farmacos, ya que de ellas se han aislado alrededor de 12 000 metabolitos secundarios, de los
cuales un por ciento significativo presentan actividad antimicrobiana'. Petiveria alliacea L., es
una planta perenne de la familia Phytolaccaceae, usualmente conocida como anamu en los
paises de habla hispana2 y originaria del sur de Estados Unidos, de Norteamérica y México.
Esta especie tiene una distribucion geografica muy amplia, desde la Florida, en toda América
Central, desde Colombia hasta la Argentina y en Africa®. En la figura 1 se muestra una
fotografia de la planta y de su raiz.

Petiveria alliacea
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Raiz de Petiveria alliacea

Lo anterior, llama la atenciéon acerca de que en un darea geografica relativamente
extensa se conozca la planta con distintos nombres comunes, pero con propiedades curativas
que a pesar de su diversidad, revelan una cierta consistencia entre las diferentes regiones.
Podria preguntarse: ;Como fue posible difundir el conocimiento y las aplicaciones de las
propiedades etnobotanicas de esta planta entre tantas y distintas etnias con diferentes lenguas
y religiones?* La actividad antimicrobiana de esta especie es una de las propiedades
etnobotanicas mas difundidas por paises y regiones, razon por la cual ha sido utilizada con
fines medicinales y ha sido cultivada como “planta de la suerte” a la cual se le atribuyen
propiedades magicas en la preservacién de la salud humana, alejando los males y las
hechicerias®. De manera general, en algunos paises entre los que se encuentran Argentina,
Cuba, Brasil, Guatemala, Haiti, México, Puerto Rico y Venezuela se le atribuyen a esta planta
propiedades etnobotanicas para el tratamiento de infecciones cuténeas, urinarias, venéreas y
del tracto respiratorio. Se le han otorgado ademas, propiedades depurativas, antifingicas y
antisépticas®.

Lo anterior, ha sugerido la realizacién de estudios in vitro por investigadores de estos
paises para comprobar cientificamente su posible efecto antimicrobiano. No obstante, las
investigaciones desarrolladas han evidenciado discrepancias en los resultados publicados
entre autores. Podria pensarse en la alternativa de reevaluar la actividad antimicrobiana de
esta planta frente a los microorganismos seleccionados en estudios anteriores, modificando las
condiciones experimentales durante la preparacién de los extractos. En la presente
investigacion pretendemos analizar las condiciones experimentales empleadas en estudios
previos relacionados con la evaluacion de la actividad antimicrobiana de esta planta y
solucionar una interrogante cuya respuesta basada en los resultados precedentes resulta muy

contradictoria en la actualidad.
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Materiales y Métodos

Se revisaron un total de 18 articulos cientificos (procedentes de 6 paises distintos)
referentes a la actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea, aunque no desestimamos la
posibilidad de la existencia de otros articulos que aborden la tematica analizada. Se elaboré
una tabla resumen en la que se clasifico la informacién atendiendo a la parte de la planta
empleada en cada estudio, especificandose en todos los casos si se realizd o no el secado del
material vegetal. Se detall6 el pais de procedencia de cada investigacion, la actividad biologica
probada, los tipos de extractos evaluados, las pruebas microbiolégicas realizadas, y en los
casos en los que las investigaciones lo declararan las dosis empleadas y los parametros
asumidos para inferir resultados positivos considerando las formulaciones farmacéuticas
activas frente a los microorganismos. Se especificaron las especies de microorganismos
analizadas en cada articulo, detallando en cada caso si las cepas empleadas eran o no de
referencia internacional. En la tabla resumen se plasmaron ademas, los resultados de las

evaluaciones antimicrobianas y los autores y el afo de cada investigacion.

Resultados y Discusion
Consideraciones generales

La articulos revisados indican que han sido diversas las condiciones experimentales
probadas en la evaluacién de la actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea. Estos estudios
abordan la evaluacion antimicrobiana de diversas formulaciones farmacéuticas entre las que se
encuentran decocciones, extractos fluidos, extractos blandos y tinturas. De manera general, se
han empleado una gran variedad de solventes en la preparacion de los extractos, entre los que
se encuentran el agua, etanol a diferentes por cientos (30, 50, 60, 70, 80, 95 y 100%), metanol,
hexano, acetona, diclorometano, alcohol isopropilico, y mezclas de solventes como

diclorometano-metanol en la proporcion 2:1.

Los solventes de mayor preferencia en la elaboracion de los extractos han sido el agua
y el etanol. Resulta totalmente légico que se centraran los estudios en extractos elaborados
con etanol por ser un solvente barato, abundante y de baja toxicidad. Los resultados practicos
obtenidos por diferentes investigadores corroboran que el etanol es el solvente mas promisorio
para extraer la mayoria de los metabolitos secundarios®. En la realizacion de los extractos se
han utilizado las hojas, los tallos y las raices de esta planta, resultando las hojas el material
vegetal de preferencia. Ochoa et al. (2013)7 plantearon la necesidad de comparar la actividad
antimicrobiana de extractos elaborados a partir de hojas secas y hojas frescas, considerando
oportuno evaluar ademas el efecto de la concentracion de los extractos y el tamano de
particula del material vegetal. Los estudios de actividad antimicrobiana de esta planta se han
desarrollado fundamentalmente en Cuba y Guatemala, encontrandose que el 50% de los
articulos revisados fueron publicados en la década del noventa. La actividad antibacteriana del

anamu ha sido probada al menos frente a 30 especies pertenecientes a 17 géneros distintos. El
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86,7% de las especies de bacterias evaluadas de manera general en los articulos pueden
tefirse con la tincion de Gram, de las cuales un 50% en cada caso, se clasifican como gram-
positivas y gram-negativas. Se excluyen de esta clasificacion, cuatro especies del género
Mycobacterium pues una vez tefiidas con colorantes basicos no se pueden decolorar en etanol
independientemente del tratamiento con yodo, y que por tanto, se tifien con las tinciones de
Ziehl-Neelsen y auramina. En los articulos consultados, algunos autores utilizan indistintamente
los nombres cientificos Salmonella typhosa y Salmonella typhi. Es vélido aclarar, que estos
términos han sido atribuidos a la bacteria considerada el agente etiolégico de la fiebre tifoidea®
y por tanto, fueron analizados como una misma especie; aunque reportamos en la tabla
resumen los nombres especificos utilizados originalmente por los autores de cada articulo. La
actividad antifungica de extractos vegetales del anamu ha sido probada al menos, frente a 16
especies de hongos pertenecientes a 9 géneros diferentes. Se ha evaluado la actividad
antifangica frente a tres especies del género Aspergillus, consideradas importantes agentes
etiolégicos de la aspergilosis. La posible efectividad de los metabolitos secundarios presentes
en los extractos vegetales de esta planta se ha determinado frente cinco especies de hongos
dermatofitos intimamente relacionados (pertenecientes a los géneros Epidermophyton,
Microsporum y Trichophyton) y causantes de dermatofitosis (usualmente conocidas como
tinas). Cryptococcus neoformans, considerada la especie mdas importante de este género
desde el punto de vista médico y conocida por causar una forma severa de meningitis y
meningo-encefalitis también ha sido evaluada en la actividad antifingica de esta planta. Otras
especies de hongos como Neurospora crassa, dos especies del género Cladosporium, tres del
género Candida y cepas de referencia de la levadura Saccharomyces cerevisiae han sido

incluidas en estos estudios in vitro.

Tabla resumen de estudios realizados por paises de la actividad antimicrobiana de extractos de Pefiveria alliaceal.

[ Parte de Origen | Actividad biologica | Tipo de Prueba microbiologica M-H:morigmmrm evaluados Resultado | Referencia
la planta probada extracto (Dosis/Resultado positivo)
Hojas Argentina | Antibactenana (cepas | Acuoso Modificacion del método de | Sfapfpibcoccus aureus Anesini y
{secas) de resistencia a la difusion en agar de Pérez Pérez
peniciling G) ef al (1990) Escherichia colf (1993)*
D: B0 ul
Hojas Argentina | Antibactenana Acuoso Modificacion del métedo de | Salmonela Hipfr - Pérez y
(secas) difusion en agar de Pérez Anesini
et al (1990) (1994a)'®
D: 50 pl
RP: No declarado
Hojas Argentina | Antibacteriana Acuoso Método de difusion en agar | Fseudomonas aeruginosa Pérez y
(secas) D: No declarada Anesini
RP: No declarado (1994b)0
Hojas Brasil Antibactenana Acuoso | Metodo de dilucion Bacilus subiis (ATCC 6633) : Guedes
(secas) CLSI (2006) Bseudomonas aeruiginosa (ATCC 27853) z {2%{] c‘g‘i L

D: 0515 x 10¢ UFCImL Eschericiva cof (ATCC 26922)

RP- Se determing la CMI Sﬁreﬂ_rocmm [TLEns !ATCC 27175) -

Enterococous faecalis (ATCC 29212) -

Staphyiococcus eprdenmiis (ATCC 27853) -

Staphyiococcus avreus (ATCC 25923) -

Leyenda: D: Dosis, RP: Resultado positive, CLSE Instituto de Estindares Clinicos y de Laboratorio, UFC: Unidad Formadora de Colonias, CMI: Concentracidn Minima Inhibitoria

{-): Exaracio inactive; (#): Extracto activo.
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Seleccion del material vegetal

Del analisis de la tabla resumen es posible apreciar que las hojas son el 6rgano
vegetativo de la planta mas empleado en la elaboracién de los extractos, independientemente
de que los escasos estudios realizados con tallos y raices evidencian resultados mas
alentadores. Se conoce que los precursores de los compuestos con actividad antimicrobiana
de Petiveria alliacea son algunos amino&cidos que contienen azufre. En las raices de esta
planta se han aislado cinco aminoéacidos en cantidades variables entre los que se encuentran la
S-metil-cisteina, S-etil-cisteina y S-propil-cisteina. Estos tres aminoacidos han sido encontrados
en cantidades muy bajas en las raices de esta planta (< 3ug/g de peso fresco)®. Sin embargo,
las concentraciones reportadas en este 6rgano de la S-(2-hidroxietil) cisteina (0,2 mg/g de peso
fresco)’ y de la S-bencil-cisteina (<10ug/g de peso fresco) ° indican que a partir de estos dos
aminodcidos, se obtienen otros dos compuestos conocidos trivialmente como 6-hidroxietina y
petiverina que constituyen los principales precursores de los metabolitos secundarios a los que
se le atribuye la actividad antimicrobiana. Kubec y Musah (2001)10 aislaron dos
diasteroisdbmeros del sulfoxido de S-bencil-cisteina (petiverina A y petiverina B) y plantearon
que el contenido total de petiverinas en las hojas, tallos y raices de esta planta es muy variable,
siendo de 0,07, 0,29 y 2,97 mg/g de peso fresco, respectivamente. El elevado contenido de
petiverinas en las raices (42 veces superior que el reportado en las hojas y 10 veces superior al
reportado en los tallos) de esta especie, sugiere la utilizacién de las mismas como el principal
organo de eleccion durante la elaboracion de los extractos. No obstante, independientemente
de que el anamu es una planta perenne y de amplia distribucion, su explotaciéon a gran escala
mediante la utilizacién de las raices podria afectar la supervivencia de la especie. En los
estudios anteriores, el principal criterio de eleccién de las hojas como material de partida para
la elaboracion de los extractos podria atribuirse a que ademéas de ser el 6rgano mas
biodisponible del reino vegetal, su utilizacion no implica la destruccién total de la planta lo que
sugiere el uso sostenible de la especie. Es posible asumir, que el contenido de petiverinas
varia entre plantas que crecen en localidades diferentes teniendo en cuenta que su formacién
depende de diversos factores entre los que se encuentran la composicién del suelo, el

suministro de azufre y nitrégeno, el clima y la fecha de colecta'’.

¢Es necesario secar el material vegetal?
Temperaturas a utilizar en la preparacion de los extractos

El sulfoxido de cisteina liasa es una enzima considerada la primera allinasa
heteromérica, detectada y purificada de las raices de Petiveria alliacea''. Esta enzima es
compartimentalizada en las vacuolas de las células, mientras su sustrato son los Cis sulfoxidos
de cisteina S-sustituidos que se localizan en el citoplasmam. Al ocurrir la rotura de los tejidos,
la enzima reacciona esencialmente con las petiverinas para producir acidos sulfinicos y el acido
a-aminoacrilico, que son intermediarios efimeros cuya formacién no se puede rastrear

facilmente. Los &cidos sulfinicos entre los que se encuentran el acido fenilmetanosulfinico
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(PMSA) rapida y espontaneamente se condensan con pérdida de agua para producir los
correspondientes tiosulfinatos, de los cuales el mas abundante en el anamu es el  S-bencil-
fenilmetanotiosulfinato, también conocido como petivericina. El &cido a-aminoacrilico
subsiguientemente se descompone en piruvato, que es el producto estable formado en estas
reacciones. De este modo, la cinética de las reacciones de las allinasas se determina
monitoreando la formaciéon de tiosulfinatos o piruvato. EI PMSA formado puede ser
interceptado posteriormente por la enzima factor lacrimégeno sintasa (LFS) y convertido en el
factor lacrimogeno (PMTSO) conocido comiUnmente como sulfino. Las concentraciones
relativas de petivericina y PMTSO en los extractos varian en funcién de las proporciones en
las que se encuentren las enzimas LFS vy las allinasas. Estudios in vitro han demostrado que si
la concentracion de la enzima LFS es cinco veces mayor a la de las allinasas se obtienen como
resultado de esta reaccién el PMTSO, sus productos de descomposicion, y benzaldehido. Si la
concentracién de las allinasas es al menos 1,2 veces mayor con relacion a la del LFS se
obtienen cantidades sustanciales de PMTSO y de petivericinas'®. Kim et al. (2006)"* plantearon
que las discrepancias y la ausencia de actividad antimicrobiana de esta planta en los estudios
precedentes podian ser el resultado de diferentes procedimientos empleados durante la
preparacion de las muestras. Concluyeron ademas, que la inactivacion de enzimas por el
secado del material vegetal y/o la aplicacion de calor durante la preparacion de los extractos
podria interferir en la formacién efectiva del sulfino, los tiosulfinatos, y por consiguiente de otros
compuestos activos antimicrobianos como los trisulfuros. Se ha demostrado que la actividad
del sulféxido de cisteina liasa se incrementa con el aumento de la temperatura en un rango de
4 a 52°C. A 67°C la actividad de esta enzima disminuye precipitadamente y se desnaturaliza a
84°C. Empleando como sustrato a las petiverinas la actividad de esta enzima mostré un 80%
de actividad a 37 °C y un 100% a 52 °C''. La teoria mas reciente que intenta explicar las
contradicciones existentes en los estudios de actividad antimicrobiana de esta planta se basa
en el hecho de que un exceso de la enzima LFS con relacién a la allinasa puede disminuir de
forma efectiva la formacion de tiosulfinatos. En tales casos es la formacién del sulfino
lacrimégeno (PMTSO) en lugar de los tiosulfinatos quien sirve como evidencia de la presencia
de las allinasas debido a que las allinasas proveen el acido sulfinico (PMSA), que es el sustrato
en el que actian las enzimas LFS para producir sulfino'®. Se conoce que el sulfino y los
tiosulfinatos son compuestos termolabiles que sufren reacciones subsecuentes particularmente
cuando son sometidos a calentamiento dando lugar fundamentalmente a diversos sulfuros,
estilbenos, benzaldehido y otros productos secundarios de descomposicién, en su mayoria,
carentes de actividad antimicrobiana'®. Las temperaturas empleadas en el secado del material
vegetal y durante la elaboracion de los extractos podrian ser las variables més significativas a
tener en cuenta en los estudios de actividad antimicrobiana de esta planta. Se sugiere la
utilizacion de material vegetal fresco y temperaturas que no excedan los 37°C durante la
elaboracién de los extractos, aun cuando se conoce que las allinasas logran un 100% de
actividad catalitica a 52°C.  Se trata de lograr el equilibrio entre la actividad catalitica de la

allinasa y la preservacion del sulfino y los tiosulfinatos, cuyas concentraciones elevadas en los
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extractos garantizan la efectividad de la actividad antimicrobiana de esta planta. Esta actividad
atribuida esencialmente a los tiosulfinatos se debe a que estos compuestos reaccionan con
grupos tioles de proteinas celulares de los microorganismos dando lugar esencialmente a
disulfuros mixtos que inhiben complejos enzimaticos, la transformacion de proteinas, la sintesis
de lipidos y de ARN'®. En el reino Plantae, existen bien definidas dos estrategias defensivas. El
anamu pertenece a los niveles evolutivos bajos (Subclase Cariophylidae) y basa su sistema
defensivo contra patégenos en la sintesis y acumulacién de sustancias antimicrobianas, las
cuales estaran listas para ser empleadas cuando ocurra el ataque a la planta. Este sistema
defensivo se conoce como “defensa cuantitativa o defensa estatica”, pues estos productos se
concentran en cada uno de los érganos a defender. Para lograr esta bioacumulacion, las
especies pertenecientes a estos niveles taxonomicos, necesitan dedicar cantidades
importantes de energia y precursores que le permitan mantener éstos altos niveles de

antimicrobianos en la planta.

Solventes de eleccion y actividad antimicrobiana de los extractos

De la revision realizada es posible apreciar que los extractos de las hojas han mostrado
actividad frente al 36,7% de las bacterias evaluadas en estudios antimicrobianos; presentando
una mayor efectividad ante las gram-positivas (63,6%). Las bacterias mas susceptibles a los
extractos de las hojas han sido: Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli'y Enterococcus faecalis. Una observacién interesante es que los extractos de
los tallos han mostrado actividad frente al 72.7% de las bacterias evaluadas en estudios
antimicrobianos. Los extractos empleados se han realizado con tres solventes diferentes entre
los que se encuentran el agua, la acetona y el etanol (al 95% o diluido en agua en la proporcién
1:1). De estos solventes, el etanol al 95% resultd activo segun Misas et al. (1979)16 frente al
70% de las bacterias evaluadas. Lo anterior, indica que se logra una mayor extraccion de
metabolitos antimicrobianos en los tallos con respecto a las hojas, en las que solo se ha
obtenido actividad en una de once bacterias, con este solvente al por ciento analizado. Las
bacterias méas susceptibles a los extractos de los tallos han sido: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri y Serratia marcescens. Se encontr6 y revisd un
solo articulo de actividad antibacteriana de los extractos de las raices que fue activo frente
Mycobacterium tuberculosis (la Unica bacteria analizada) y elaborado con agua y etanol en la

proporcién 1:1.

Kim et al. (2006)'* demostraron la actividad antibacteriana de ocho compuestos
sulfurados puros aislados de extractos de las raices de anamdu, los cuales fueron activos frente
a nueve especies de bacterias y resultaron inactivos a Pseudomonas aeruginosa. El indice de
polaridad de los solventes es un factor importante a tener en cuenta durante la elaboracién de
los extractos. Los extractos en acetona de hojas y tallos de esta planta han mostrado actividad
frente a un 40% de las bacterias evaluadas en estudios previos. Resulta llamativo que
extractos de las hojas elaborados con metanol, solvente con igual indice de polaridad que la
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acetona (5.1) resultaron inactivos frente a las 17 especies de bacterias evaluadas por
Meléndez y Capriles (2006)"". Los resultados negativos obtenidos por estos autores pudieran
atribuirse al secado del material vegetal realizado en estufa durante dos dias consecutivos a
65°C. De la revision realizada es posible concluir que Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa han sido las especies de bacterias mas susceptibles a los extractos de esta planta.
La actividad antifangica de extractos de las hojas, tallos y raices de Petiveria alliacea se ha
evaluado frente a trece, dos y cuatro especies, respectivamente. Los extractos de las hojas han
mostrado actividad frente a cinco especies de hongos, de ellos Epidermophyton floccosum
resultd susceptible al extracto acuoso y Cryptococcus neoformans fue sensible al extracto en
diclorometano. Se han utilizado una gran variedad de solventes en la determinacién de la
actividad antifingica de extractos de las hojas de anamu frente a Candida albicans, solo el
etanol al 70% ha mostrado efectividad frente a esta y otras dos especies del mismo género.
Extractos de tallos y raices en una mezcla de etanol y agua en la proporcién 1:1 resultaron
activos frente a este importante patdgeno humano. De manera general, los extractos
elaborados con etanol al 70 y al 80% han logrado una elevada efectividad frente a las especies
de bacterias y de hongos evaluadas en estudios de actividad antimicrobiana de esta planta, lo
que sugiere que con la utilizacion de este solvente a estas concentraciones se incrementa su
poder difusivo en las células facilitandose una mayor extraccién de metabolitos bioactivos. El
etanol a estas concentraciones presenta un indice de polaridad intermedio, lo que corrobora
que la utilizacion de solventes relativamente polares no afecta la extraccion de los tiosulfinatos,
impidiendo la formacién de sus respectivos productos de descomposiciénm. Se ha demostrado
ademas, que batir el material vegetal fresco con la finalidad de disminuir su tamafio de particula
favorece el incremento en los extractos de células lisadas por destruccion mecanica de
paredes y membranas celulares. Lo anterior, justifica una mayor extraccién de metabolitos
durante la maceracién del material vegetal, los cuales se mezclardn directamente con el
solvente una vez destruidas las células implicando una reduccion del proceso difusivo de

extraccion como consecuencia del incremento de procesos cinéticos.

Métodos empleados en la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los extractos de

Petiveria alliacea

De manera general, los estudios de actividad antimicrobiana de Petiveria alliacea se
han realizado con los métodos de difusion en agar (72,2%). Esta técnica es la mas empleada
en los estudios de susceptibilidad de los microorganismos, ya que es posible evaluar una gran
cantidad de antibiéticos en un corto periodo de tiempo. No obstante, estos métodos tienen
varias limitaciones como son: densidad del in6culo, temperatura de incubacion, tiempo de la
incubacion, tamafo de la placa, espesor y composicion del medio. Los articulos publicados
indican que las concentraciones de los extractos empleadas en estos estudios han sido muy
variables. En este sentido, es valido aclarar que en la actualidad no existe una organizacion o

institucién que legisle o estandarice las concentraciones de extractos vegetales a emplear, por
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tanto, la seleccion de las concentraciones a evaluar es arbitraria aunque deben tenerse en
cuenta los niveles de toxicidad de los extractos frente a los modelos biol6gicos a los que esté
dirigida su aplicacién. En términos de investigaciones cientificas el método de dilucién es mas
sensible y revela datos cuantitativos, pero resulta de engorrosa labor y se hace dificil evaluar

una gran cantidad de antibioticos al mismo tiempo.

Conclusiones

La actividad antimicrobiana de extractos de Petiveria alliacea se debe probablemente,
al sinergismo entre varios compuestos quimicos presentes en los mismos, de los cuales, los
derivados sulfurados del metabolismo secundario de esta planta juegan un rol esencial. Las
diferencias obtenidas y los resultados negativos reflejados en los estudios publicados pudieran
atribuirse a diversos factores entre los que se encuentran algunos vinculados con el material
vegetal empleado y otros con las condiciones experimentales disefiadas en cada
investigacion. Las concentraciones enddgenas de petiverinas y las proporciones enzimaticas
de allinasa y de LFS en el material vegetal son factores aleatorios que influyen decisivamente
en los resultados. Sin embargo, el érgano vegetativo a utilizar, la realizacion o no del secado
del material vegetal, la temperatura empleada en la elaboraciéon y concentraciéon de los
extractos, asi como la seleccion de los solventes adecuados pudieran ser disefiados
previamente para alcanzar resultados positivos. Se sugiere que la eleccién de las raices como
material vegetal en la elaboracion de los extractos se valore en dependencia de la escala de
cada investigacién, siempre y cuando implique el uso sostenible de la especie. Los estudios
futuros de actividad antimicrobiana de esta planta pudieran encaminarse a reevaluar la
efectividad de los extractos elaborados con los érganos vegetativos cominmente empleados
teniendo en cuenta otras condiciones experimentales para las que se sugiere emplear material
vegetal fresco, la utilizacion de temperaturas que no excedan los 37°C durante la elaboracién

de los extractos y de etanol al 70 o al 80%.
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RESUMEN

Se evalué la capacidad de cepas fungicas aisladas de ambientes contaminados con petréleo,
podredumbre blanca de arboles, ambientes cerrados y acibar de Aloe vera para crecer y degradar
antraceno, fluoranteno y pireno. Las cepas se seleccionaron inicialmente por su habilidad para
crecer en placas con Czapek complementadas con diesel como Unica fuente de carbono y energia,
se identificaron hongos pertenecientes a los géneros Acremonium, Aspergillus, Fusarium,
Paecillomyces, Penicilium y Trichoderma, seguidamente las cepas fueron sometidas a ensayos de
crecimiento en placas con medio Czapek complementado con los hidrocarburos policiclicos
aromaticos (HPA) como Unica fuente de carbono, a partir de este ensayo se seleccionaron tres
cepas que presentaron mayor crecimiento en los HPA, todas del género Aspergillus, con las cuales
se determiné la degradacion de HPA en cultivos liquidos en 20 dias de incubacion. La
cuantificacion de los HPA se realiz6 por cromatografia de gases. La cepa U2010-27A (Aspergillus
versicolor) mostré la mayor tasa de biotransformacién de los HPA, entre 15 y 20 %, por lo que se
seleccioné para ensayos de biorremediacion en un suelo contaminado con HPA, las tasas de
degradacién en 60 dias de incubacién resultaron 23,6% pireno, 10,6% fluoranteno y 5,0%
antraceno. Estos resultados sitian a la cepa U2010-27A como un hongo con potencial para
biorremediar suelos contaminados con HPA.

Palabras clave: Biodegradacién, Hidrocarburos aromaticos policiclicos, hongos
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Biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) by fungi
isolated from water contaminated with oil, white rot and aloe from Aloe

vera

ABSTRACT

We evaluated the ability of fungal strains isolated from oil-contaminated environments, white rot of
trees, aloes indoors and Aloe vera to grow and degraded anthracene, fluoranthene and pyrene. The
strains were initially selected for their ability to grow on plates with Czapek Medium (Cz )
supplemented with diesel as the sole source of carbon and energy. Several isolates were identified
as fungi belonging to the genera Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Paecillomyces, Penicillium
and Trichoderma. The three strains selected by their best growth with PAHs belonged to the
Aspergillus genus. The degradation of PAHs was determined in liquid cultures during 20 days of
incubation, quantifying PAHs by gas chromatography. The strain U2010-27A (Aspergillus
versicolor) showed the highest yield of biotransformation of PAHs, between 15 and 20%, so it was
chosen for testing bioremediation in contaminated soil. The degradation yields at 60 days
incubation were 23.6 % pyrene, 10.6 % fluoranthene and 5.0 % anthracene. These results indicated

that the strain U2010-27A could be a potential candidate for bioremediation of contaminated soils.

Keywords: Biodegradation, polycyclic aromatic hydrocarbons, fungi
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Introduccion

El petréleo tiene una gran importancia en la sociedad moderna, sin embargo, éste muestra
varios aspectos negativos, siendo los problemas ambientales derivados de su explotacién y uso
los mas importantes. Su sola presencia en el ambiente implica una serie de problemas
relacionados con la contaminacién, la disminucién de la calidad del agua, el suelo y de la vida de
muchas plantas y animales; pudiendo afectar finalmente, la calidad de vida de los seres humanos,

que interactian con los ecosistemas y cadenas alimenticias afectadas [1].

Entre los numerosos compuestos que contiene el petréleo, estan los hidrocarburos
aromaticos, los cuales varian en estructura, tamano y complejidad; desde compuestos
monociclicos hasta estructuras de cadenas largas y complejas constituidas por anillos aromaticos
[2]. De éstos compuestos, los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPA) han sido los mas
estudiados debido a que forman parte de una amplia variedad de productos de importancia

biolégica, quimica e industrial [3].

Los HPA se encuentran entre los contaminantes de mayor impacto biolégico debido a los
efectos cancerigenos y mutagénicos que provocan en los sistemas vivos [4]. Este efecto biolégico
varia en funcion de la estructura del HPA, la agencia para la proteccién ambiental americana (EPA)
seleccioné 16 de los HPA, llamados prioritarios debido a su alta toxicidad, entre los que se

encuentran antraceno, fluoranteno y pireno [5].

En los ultimos anos se ha incrementado el interés en el uso de biotecnologias destinadas a
recuperar ambientes contaminados con petréleo o sus derivados, que complementen los métodos
quimicos Yy fisicos tradicionales. Aparece asi la biorremediacion, una técnica basada en el uso de
microorganismos para degradar los hidrocarburos presentes en el petréleo y otros combustibles
que representa uno de los principales mecanismos por los cuales estos contaminantes pueden ser
eliminados del ambiente y generalmente resulta mas econdémica que otras alternativas de

restauracion [6].

Gran parte de los estudios de biorremediacién, se han centrado en las bacterias, por la
facilidad que ofrecen para estudiar sus vias metabdlicas y llevar a cabo construcciones genéticas
que permitan degradar especificamente determinados compuestos contaminantes; sin embargo la
capacidad de los hongos, para transformar una gran variedad de compuestos organicos y llevarlos
hasta compuestos mas simples, ofrece un potencial indiscutible para su utilizacién en procesos de
tratamiento de contaminaciones. Ese potencial radica fundamentalmente en las caracteristicas de
su sistema enzimatico y en su vigoroso crecimiento que les permite, a través del desarrollo de su
micelio, colonizar diferentes tipos de sustratos y acceder a los compuestos que constituyen las

contaminaciones mas frecuentes [7].
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El objetivo de este estudio fue aislar e identificar cepas fungicas de diferentes fuentes con
potencial para biodegradar antraceno, fluoranteno y pireno, tres HPA de alto impacto debido a su
frecuencia y recalcitrancia en ambientes impactados por actividades petroleras, con lo cual se
pretende hacer un aporte biotecnoldgico al saneamiento de ambientes contaminados con estos

compuestos.

Materiales y Métodos
Aislamiento de cepas ftingicas

Muestras de corteza de arboles (aprox.10 g) con podredumbre blanca [3,8], acibar de Aloe vera
(aprox. 5 g) con crecimiento fungico [9,10], agua contaminada con petréleo crudo (10 mL) [11],
ambientes cerradosfueron suspendidas en 100 mL de medio liquido Czapek (Cz) [13]. Luego de 24
h de incubacién, a partir de estas soluciones se aislaron cepas fungicas con la capacidad para
crecer en medio Cz[14] complementado con una emulsién de diésel comercial 5% (CzD) como
Unica fuente de carbono y energia [15]. Las colonias se incubaron a 32°C durante 7 dias. Los
cultivos de hongos puros se obtuvieron mediante posteriores transferencias a placas de agar

fresco.

La identificacion de las especies fungicas se realiz6 mediante estudios macro y microscépicos de
caracteristicas morfolégicas (hifas, conidios, células conidiogenas y conidiéforos), la informacion
fue compilada y comparada con claves taxonémicas descritas en bibliografia especializada [16, 17,
18,19, 20].

Habilidad de las cepas fungicas para crecer en HPA

Las cepas fungicas con capacidad para crecer en CzD se seleccionaron por su habilidad para
crecer en medio Cz complementado con antraceno, fluoranteno o pireno 0,5 mg/mL como Unica
fuente de carbono y energia [20]. Se utilizd un control positivo de medio Cz sacarosa y negativo de
Cz sin ninguna fuente de carbono. Los cultivos se incubaron durante 7 dias a 32 °C. Para evaluar
el crecimiento de las cepas se estableci6 una escala basada en el tamafo de la colonia: (++) Buen

crecimiento; (+) Moderado crecimiento; (-/+) Escaso crecimiento; (-) No se observo crecimiento.
Preparacion del inoculo

Los in6culos fueron preparados a partir de cultivos puros colocados en recipientes inclinados con
medio Papa-Dextrosa-Agar (PDA) estos se incubaron a 32 °C. Luego de 7 dias el cultivo fue lavado
con 10 mL de agua desionizada estéril con lo cual se obtuvo una suspensién de esporas,
eliminando los fragmentos de micelio de la suspensién por filtracién con lana de vidrio estéril [21].

La concentracién de esporas en el indculo se estimé con una camara de Neubauer.
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Ensayo de degradacion de HPA en cultivos liquidos

Las cepas seleccionadas se sometieron a ensayos de degradacion en Erlenmeyers de 125 mL que
contenian 20 mL de medio Cz liquido, complementado con antraceno, fluoranteno o pireno (CzH)
(como unica fuente de carbono) disueltos en acetona hasta una concentraciéon de 0,5 mg/mL.
Evaporado totalmente el solvente, los medios se esterilizaron a 121°C y 15 psia por 20 min. Los
recipientes se inocularon con una suspensién de esporas de cada una de las cepas hasta una
concentracion de 10° esporas/mL [21]. Adicionalmente se inoculé Cz liquido complementado con
0,5 mg/mL de sacarosa (Control [+]), medio Cz sin fuente de carbono (Control [-]) y medio CzH sin
inéculo (Controles [0]), con la finalidad de establecer comparaciones. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado. Los cultivos fueron incubados a 32°C y 130 rpm en un agitador de mesa
(Innova 2100). Se tomaron cultivos transcurridos 5, 10, 15 y 20 dias de incubacion, se determiné el
peso seco de la masa fungica y cantidad de antraceno, fluoranteno, pireno o sacarosa residual en

los medios.
Tratamiento de la muestra de suelo

La muestra de suelo utilizada para los microcosmos (aprox. 2 Kg) fue colectada de una parcela de
cultivo de la Unidad de Apoyo Académico Ing. José Landaeta (UNEFM) localizada en Coro,
Venezuela. El suelo presento pH 6.5, Nitrégeno total 2,8 g/Kg, Potasio 2,3 g/Kg, Fésforo 0,8 g/Kg,
CE 0,52 dS/m. El suelo fue secado al aire y tamizado a 2 mm, luego almacenado en la oscuridad a
4 °C hasta su uso [22].

Ensayo de degradacion en un microcosmos contaminado con HPA

Los microcosmos se instalaron en Erlenmeyer (2 L) que contenian 250 g de suelo contaminado con
antraceno, fluoranteno y pireno (MH), los cuales se agregaron disueltos en acetona, evaporado el
solvente en su totalidad. El sistema fue agitado durante 1 h [23]. La concentracion final de los
hidrocarburos en el suelo fue 500 mg/kg de suelo. Cada MH fue inoculado con una suspensién de
10° esporas/g de suelo, disponiendo de MH control no inoculados (MC). El contenido de humedad
en los microcosmos se mantuvo alrededor de 70% de la capacidad de retencién de agua del suelo,
con agua destilada estéril [21]. Los Erlenmeyers fueron tapados con algodén y fibra de lana estéril
la cual se sustituyé cada 20 dias y colocados a temperatura ambiente (aprox. 32°C), realizando un
duplicado para cada recipiente. Se tomé un MH y MC cada 15, 30, 45 y 60 dias para determinar la

cantidad de antraceno, fluoranteno y pireno residual en las muestras se suelo.
Procedimiento analitico

La extraccion de los HPA de los cultivos liquidos se realizd con diclorometano (DCM), los extractos
se hicieron pasar por camara de sulfato de sodio anhidrido y aforados a 10 mL. Los HPA de las
muestras de suelo fueron extraidos con DCM por 16 h usando un dispositivo Soxhlet [21]. La

cuantificacion de los HPA se realiz6 en un cromatdgrafo de gases (Agilent Technologies modelo
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6890N, Netwook GC) acoplado a un detector de ionizaciéon de llama.Usando una columnacapilar
19091-j913, HP-5% Fenil-Metil Siloxano (30.0 m x 320 ym x 0.25 ym, AgilentTechnologies). Se
programé una temperatura inicial de 150°C por 30 seg y un incremento lineal de 20°C/min hasta
230 °C. La temperatura del detector e inyector se mantuvo en 280°C, el volumen de inyeccién fue
de 1 pL. La cuantificacion de los HPA en cultivos liquidos se realiz6 por medio de la relacién del
area del analito respecto al area del estandar interno con una curva de calibrado, usando
fluoranteno o pireno como estandar interno. La cuantificacién de HPA en las muestras de suelo se
realizd estimando las areas de los picos obtenidos y calculando la concentracién del analito

utilizando relacién lineal con una curva patron.

La biomasa fungica producida se obtuvo filtrando al vacio el contenido de los cultivos con papel
Whatman N21. El filtrado se lavé dos veces con 10 mL de acetona y agua destilada estéril y el
material fue secado en estufa a 60 °C hasta peso constante. El peso se determin en una balanza
analitica (Ohaus Adventur). La cantidad de sacarosa residual en los cultivos se determiné mediante

método espectrofotométrico [24] a 490 nm utilizando un espectrofotémetro (Genesys, UV/VIS).
Andlisis estadistico

La significancia de los resultados se comprobd por analisis de varianza, ANOVA y sistemas de
comparacion multiples utilizando el test de Duncan, para resultados con 95% de confianza,

empleando el software Infostat.

RESULTADOS
Capacidad de las cepas fungicas para crecer en HPA

Se estudié la habilidad de hongos de diferentes fuentes para crecer en medios de cultivo
complementados con diesel obteniéndose 10 diferentes aislados (resultados similares han sido
reportados por Bento et al[15] y Hettige et al[25]) los cuales fueron purificados e identificados,
seguidamente las cepas fungicas se ensayaron por su capacidad para crecer en medios de cultivo
con antraceno, fluoranteno o pireno como Unica fuente de carbono. Las cepas aisladas (Tabla 1)
pertenecen principalmente al género Aspergillus, el cual ha sido ampliamente descrito por su
capacidad para metabolizar HPA [26,27,28]. El resto de las cepas aisladas pertenecen a los
géneros Acremonium, Fusarium, Paecillomyces, Peniciliumy Trichoderma, todos reportados por su
capacidad hidrocarbonoclastica [20,28,29]. Estas cepas fueron almacenadas en el cepario de
hongos y levaduras del LIADSA-UNEFM. Los ensayos de crecimiento de las cepas en cultivos con
HPA muestran que los hongos aislados de ambientes contaminados con petr6leo crecieron en
todos los HPA de prueba, caracteristica que ha sido descrita por Okerentugba et al. [11] y Naranjo
et al. [20]. Las cepas aisladas de podredumbre blanca de arbol crecieron en medios con antraceno

y pireno (resultados similares obtenidos por Van Hamme et al.[3,31]; Acevedo et al.[30]; Gianfreda
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et al[32]), aunque solo la cepa U2010-26C fue capaz de utilizar fluoranteno como sustrato. Los
hongos aislados de los espacios cerrados del Laboratorio de Analisis Quimico (LAQ) no
evidenciaron crecimiento aparente sobre los HPA durante este ensayo. La cepa U2010-1A aislada
a partir de una muestra de acibar de A. vera mostré crecimiento en todos los medio con HPA,
siendo este el primer informe de crecimiento de un hongo aislado de esta fuente sobre HPA. Estos
resultados permitieron seleccionar las cepas U2010-27A, U2010-1A y U2010-26C para préximos

ensayos en cultivos liquidos.
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Crecimiento de las cepas fungicas en los sustratos de prueba

Medio Czapek Dox complementado con

Cepa Género Especie Fuente Sacarosa Control (-) Antraceno Fluoranteno Pireno
U 2010-2C Aspergillus niger Agua? ++ - + + +
U2011-2A Penicilium sp Ambiente ° ++ - - - -/+
U 2010-27A Asperygillus versicolor Agua® ++ - ++ ++ ++
U 2010-26C Aspergillus oryzae Madera °© ++ -/+ ++ + +
U 2011-5A Acremoniun sp Madera® ++ - + - -/+
U 2010-2E Trichoderma sp Agua ® + - + + +
U 2010-1A Asperygillus nidulans Acibar ¢ ++ - ++ + ++
U2011-1A Fusarium solana Ambiente ° + - - - -
U 2010-1B Paecillomyces variotti Agua® ++ - + + +
U 2011-3A Aspergillus flavus Madera® ++ - + - +

Aislamiento a partir:  Aguas de servicio petrolero, Refineria Amuay; ° Ambientes cerrados, LAQ-UNEFM; ° Podredumbre blanca de

arboles;Acibar de A. vera.(++) Buen crecimiento; (+) Moderado crecimiento; (-/+) Escaso crecimiento; (-) No se observé crecimiento.
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Degradacion de HPA en cultivos liquidos

Se determiné la habilidad para degradar antraceno, fluoranteno o pireno en cultivos liquidos de
20 dias de incubacién de tres cepas seleccionadas del ensayo de crecimiento en HPA. La
figura 1 muestra el patrdn cinético de consumo de HPA y la biomasa fungica producida durante
el ensayo. Las cepas cumplieron con una fase adaptativa, en la cual el hongo ajusta su aparato
enzimatico para metabolizar el sustrato, observandose degradacién a partir de los dias 5 a 10
del ensayo, evidenciado por la disminucién de la cantidad del HPA residual y el aumento de la
biomasa producida por el hongo. Luego de la fase de adaptacion cada una de las cepas
ensayadas mostr6 un comportamiento especifico de metabolizacion de los HPA y crecimiento,
aunque ninguna de ellas logré agotar completamente el sustrato. Las cepas U2010-26C vy
U2010-1A reportaron porcentajes de degradacién entre 5 y 15 % hasta el dia 20 del ensayo
(figuras 1A'y 1C), demostrando que la cepa aislada del acibar de A. vera es capaz biodegradar
antraceno, fluoranteno y pireno a las concentraciones de estos ensayos. Este resultado
evidencia que la capacidad para metabolizar algunos HPA no es exclusiva de hongos aislados
de ambientes contaminados con hidrocarburos o podredumbre blanca de arboles. Aunque son
muchos los informes publicados de bioconversién de HPA por hongos del genero Aspergillus
[26,27,28], esta es la primera evidencia de degradacién de HPA por un hongo aislado de A.
vera. Antraceno fue el HPA degradado en mayor cantidad, seguido de fluoranteno y pireno,
esto debido a que durante la degradacién microbiana de compuestos arométicos los HPA de
menor peso molecular se degradan con mayor rapidez [33]. U2010-27A fue el hongo que
reportd las mayores porcentajes de consumo de HPA, entre 15 y 20 %, en contradiccién con lo
esperado esta cepa presenté un mayor consumo de pireno 19,9% seguido de fluoranteno
15,5% y antraceno 11,5%. Estos resultados, aunque contrastan con lo expuesto anteriormente,
han sido también reportados por Vifias et al.[34]. Esta caracteristica de la cepa para degradar
preferiblemente pireno -un HPA de mayor nimero de anillos aromaticos y peso molecular que
fluoranteno o antraceno- probablemente se deba a una marcada selectividad en el complejo
enzimatico de este hongo. Caracteristica que lo hace recomendable para procesos de
biorremediacion en suelos contaminados con HPA de alto peso molecular (4 o mas anillos

aromaticos).
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Fig.1 Cinética de degradacion y biomasa de

complementados con HPAs. (A) U2010-26C, A. oryzae; (B) U2010-27A, A. versicolor;

20

las cepas en cultivos

liquidos

(C) U2010-1A, A. nidulans. Simbolos. Degradacién de: antraceno (e), fluoranteno ()
pireno (m); Biomasa fangica en presencia de: antraceno (o), fluoranteno (<), pireno ( o).

Degradacion de HPA en un suelo contaminado

20

La capacidad para biorremediar un suelo contaminado con HPA se evalud utilizando la

cepa U2010-27A, la cual mostrd la mejor asimilacion de HPA en cultivos liquidos. Los

resultados de agotamiento de antraceno, fluoranteno y pireno en 60 dias de ensayo (figura 2)

muestran un comportamiento similar al presentado por el hongo en cultivos liquidos (figura 1B),

con porcentajes de degradacion entre 5 y 10% para antraceno y fluoranteno respectivamente.

La pendiente de las curvas indica que la degradacién de estos dos HPA se realiz6 en mayor
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medida durante los primeros 15 dias de ensayo, luego de este periodo la degradacion
disminuy6 con una cinética constante hasta el final del ensayo. Pireno fue el HPA que
desaparecié en mayor cantidad, agotandose 23,6% al dia 60 del ensayo, presentando mayor
degradaciéon de este compuesto entre los dias 15 y 30 La asimilacién sostenida de los HPA
sugiere que la cepa U2010-27A mantuvo la produccion de esporas durante el ensayo, lo que
demuestra que este hongo es capaz de colonizar ambientes distintos al autéctono, ofreciendo
versatilidad de habitat para futuros procesos de biorremediacién. Aunque no se analizaron
intermediarios metabdlicos durante este ensayo [33,35], las concentraciones en los MC (en los
cuales no se detectdé cambios significativos en las concentraciones de los HPA) confirman la

biodegradacién de los HPA por la cepa.

DISCUSION

Se establecio un ensayo preliminar de crecimiento de cepas en diesel comercial previo
a los ensayos de crecimiento en HPA, se seleccioné diesel comercial como sustrato selectivo
ya que se han reportado informes de crecimiento de hongos en este combustible con potencial
para degradar otros hidrocarburos [15]. De acuerdo con Pino et al.[36], el diesel es una mezcla
compleja de hidrocarburos que contiene principalmente alcanos, alquenos e hidrocarburos
aromaticos, por lo que este ensayo permitié el aislamiento de 10 cepas con la habilidad para

crecer en diesel y posiblemente usarlo como fuente de carbono.

40
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Fig. 2 Degradacién de HPAs en un suelo contaminado utilizando la cepa U2010-27A, A.
versicolor. Simbolos. Degradacion de: antraceno (@), fluoranteno (4 pireno (».

Las mismas fueron clasificadas e identificadas, obteniéndose 6 géneros diferentes,

todos reportados por su capacidad para biodegradar HPA vy otros hidrocarburos [29]. Los
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resultados de crecimiento de estos hongos en los HPA muestran que las cepas aisladas de
aguas contaminadas con petréleo, podredumbre blanca y acibar de A. vera poseen el potencial
para crecer en medios de cultivo complementados con antraceno, fluoranteno y pireno,
caracteristica que para las dos primeras fuentes ha sido reportada por Van Hamme et al.[3,31];
Naranjo et al.[20], Acevedo et al[30]. Sin embargo no se encontraron informes de hongos
aislados de acibar de A. vera con capacidad para crecer en HPA, constituyendo este el primer
reporte de un hongo aislado de esta fuente con habilidad para crecer en antraceno, fluoranteno

y pireno.

Los experimentos anteriores permitieron la seleccidén de tres cepas con la habilidad de
crecer y degradar cada uno de los HPA. El ascenso en la cantidad de biomasa proporcional al
agotamiento de los hidrocarburos indica que efectivamente los hongos seleccionados son
capaces de utilizar los HPA como fuente de carbono y energia, aunque durante las
determinaciones cromatograficas no se detectaron picos con areas relevantes que permitieran
afirmar la presencia de compuestos intermedios de la degradacion de alguno de los HPA. La
cepa U2010-26C A. oryzae, un hongo aislado a partir de podredumbre blanca de arbol, mostré
porcentajes de degradacién entre 5 y 15%. La capacidad de estos hongos lignoliticos para
degradar HPA ha sido descrita recientemente por Dashtban et al.[37]; Acevedo et al.[30]; Llad6
et al. [38]. De acuerdo con Asgher et al. [39] y Rubilar et al.[40], los hongos aislados de esta
fuente son los principalmente utilizados debido a la produccién de enzimas oxidativas de
importancia en procesos de biorremediacion. Aunque esta investigacion no abarcéd la
determinacion de enzimas extracelulares asociadas a la degradacion de HPA, se sabe que la
degradacion por hongos lignolitico se produce en dos pasos, primeramente por la accién del
sistema hidrolitico que produce hidrolasas responsable de la transformacion de
macromoléculas y posteriormente por el sistema oxidativo lignolitico, responsable de la
degradacién de varios contaminantes, entre ellos los HPA [41]. La ventaja de este mecanismo
radica en la estructura irregular de la molécula de lignina, que hace que los hongos adaptados
a su asimilacién produzcan enzimas con muy baja especificidad de sustrato que los hace
adecuados para la degradacién de diferentes compuestos [42]. Los porcentajes de degradacion
para U2010-27A A. versicolor, muestran que este hongo presentd el mayor crecimiento y
degradacion de HPA (15-20%) de las cepas evaluadas. Hongos aislados de aguas
contaminadas con petr6leo han sido también reportados por Okerentungba et al[11], el cual
aislé e identifico cepas de Aspergillus sp de aguas contaminadas con petréleo de los rios
Omuihuechi y New Calabar en Nigeria. La capacidad de A. versicolor para degradar HPA ha
sido reportada por Uzoamaka et al.[26], el cual describe su alta capacidad para degradar HPA.
El mecanismo enzimatico para la degradacion de HPA para hongos aislados de ambientes
contaminados con petr6leo ha sido estudiado por Naranjo et al.[20,43] en cuyos informes se
reporta evidencias de produccién de enzimas lignoliticas, principalmente lacasa y lignina
peroxidasas. La degradacion de HPA por la cepa U2010-1A A. nidulans un hongo aislado de
acibar de la planta de A. vera estuvo entre 5 y 15%, reportes de degradacion de HPA por

hongos aislados de esta fuente no se encontraron, aunque se sospecha que el mecanismo que
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le permiti6é a esta cepa metabolizar HPA, podria ser similar al de los hongos lignolitico ya que
los componentes principales del acibar son aloina y emodina, dos antraquinonas complejas

gue poseen varios anillos aromaticos en su estructura [44].

El ensayo de biorremediacion con la cepa U2010-27AA versicolor, mostr6 que esta
cepa es capaz de disminuir los niveles HPA en un suelo contaminado con 60 dias de
incubacion (tiempos similares de incubacion en microcosmos han sido reportados por Potin et
al. [21]. La degradacién en el MH se comparé con la cantidad de HPA en el MC, se utiliz6 un
control de suelo no estéril con la finalidad de evaluar una posible degradacién de HPA por
poblaciones indigenas presentes en el suelo [21]. Los resultados evidencian que estas
poblaciones no mostraron habilidad para metabolizar ninguno de los HPA, ya que no se
detectaron variaciones significativas en la concentracién de ninguno de los hidrocarburos. Los
niveles de agotamiento de HPA en MH muestran que la cepa U2010-27A, degrada entre el 5 y
25% los HPA presentes en el suelo; aunque han sido reportados niveles de degradacion para
A. versicolor de hasta 99% de una amplia variedad de HPA entre ellos antraceno, fluoranteno y
pireno [26]. Los niveles de transformacion y asimilacion de HPA en suelos suelen ser bajos
comparados con los estudios realizados en cultivos liquidos [45]. Ademas la degradacién
presentada por U2010-27A en estos ensayos es frecuente para hongos del género Aspergillus,
el cual de acuerdo con Pernia et al. [29], son hongos de minima degradacion, con porcentajes
que alcanzan el 22%. Comparativamente, la degradacion de cada uno de los HPA en el suelo
indica que la cepa mantiene su capacidad para degradar preferiblemente compuestos con
mayor peso molecular. Este comportamiento es especialmente importante ya que se sabe que
la persistencia de los HPA en el medio ambiente aumenta con el tamafio de la molécula,
ademas la toxicidad de estos compuestos se incrementa con el peso molecular y caracter
lipofilico [46]. La degradacién ascendente y cultivos en placas con PDA tomados de MH
demuestran que U2010-27A ademas de tener la habilidad para colonizar un medio distinto el
autéctono, fue capaz sobrevivir durante todo el ensayo. Esta cualidad para de colonizar
ambientes distintos a su habitat, sobrevivir a condiciones de baja disponibilidad de nutrientes y
competir con poblaciones indigenas, le confiere a la cepa U2010-27A especiales atributos para

la biorremediacién de suelos contaminados con HPA.

CONCLUSION

Este estudio permitié el aislamiento de cepas fungicas con potencial para degradar
antraceno, fluoranteno y pireno. Sucesivos ensayos de degradacion en cultivos liquidos con
tres cepas seleccionadas mostraron efectiva degradaciéon de los HPA en 20 dias de incubacién.
De estos hongos hidrocarbonoclasticos se seleccion6 la cepa U2010-27A A. versicolor para
ensayos de biorremediacion en un suelo contaminado con los HPA, logrando una disminucién
en los niveles de los contaminantes, especialmente los de mayor peso molecular. Estos
resultados demuestran la capacidad de esta cepa para la biorremediacion de suelos

contaminados con HPA, por lo que el proximo paso a seguir en la investigacién serd la
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evaluacion de mayores tiempos de incubacién en suelos contaminados y la determinacion e

identificacién de las principales enzimas extracelulares producidas por el hongo.
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