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PROLOGO

a Quimica es una de las ramas de la ciencia que ha tomado mayor

importancia en las Ultimas décadas. Es imposible no pensar en ella

al escuchar los avances milagrosos de farmacos, materiales inteli-
gentes, tecnologia nanométrica, computadoras cuénticas o procesos ca-
taliticos, donde la transformacién controlada de la materia ha logrado la
creacion de sustancias con propiedades hechas a medida. En ese sentido,
el papel de la Facultad de Quimica, en la formacién de profesionales de
dicha area, cobra una importancia superlativa; ademas del compromiso y
la responsabilidad de formar sujetos no sélo con conocimiento, sino de-
sarrollar su conciencia social y ecolégica, indispensables para la situacion
actual y futura.

El Programa de Maestria y Doctorado en Ciencias Quimicas de la Facultad
de Quimica UAEM esta consciente de dichos compromisos, y con el fin de
reforzar la formacién de nuestros estudiantes presenta Tdpicos Selectos
de Ciencias Quimicas. Este libro es un ejercicio formal de escritura de los
resultados de investigacion que, de acuerdo con el Reglamento de los Es-
tudios Avanzados de la Universidad Auténoma del Estado de México, for-
ma parte importante del proceso para obtener el grado en la modalidad
de tesis por capitulo para libro. Por ello en cada capitulo se ha seguido una
evaluacién rigurosa de los contenidos, en un formato académico como el
utilizado en las editoriales de mayor prestigio cientifico.

Los capitulos contenidos en este ejemplar reflejan la actividad académica
desarrollada por los alumnos e investigadores asociados al Posgrado en las
diferentes areas de acentuacién que lo integran: Ingenieria Quimica, Qui-
mica Analitica, Quimico Bioldgica, Quimica Inorgénica y Quimica Orgénica.

El 4rea de Ingenieria Quimica presenta una comparacién de tratamientos
electroquimicos en la remocién de fenol, un estudio de la configuracion
alterna de un reactor con intercambio de calor y membranas por simula-



cién, el estudio econémico de una columna de absorcion para la captura
de CO, emitido en una planta termoeléctrica, la preparacién de cataliza-
dores heterogéneos de sodio soportados en zeolita NaX para la obten-
cién de biodiesel, el estudio de recubrimiento de monolitos con LaMO, /
y-Al,O;, asi como el estudio de la estabilidad térmica oxidativa de un sis-
tema nutracéutico incorporando aceite esencial de chia (Salvia hispanica
I.)y &cido ascérbico en emulsiones dobles.

El drea de Quimica Analitica presenta el estudio de la purificacion de un an-
tigeno recombinante de hepatitis E expresado en Hansenula polymorpha.

En el drea de acentuaciéon Quimico Bioldgica, se presentan estudios de
estrés oxidativo producido por antiinflamatorios no esteroideos sobre el
bioindicador Hyalella azteca; la evaluacion del uso de Herceptin® (Traz-
tuzumab) como tratamiento adyuvante de cdncer de mama tipo HER2 en
el Centro Oncoldégico Estatal del ISSEMYM; el estudio de los niveles de
adiponectina e IL-6 como factores interrelacionados en la carcinogénesis
mamaria; implicacién de la via de sefalizacion de leptina y adiponectina
en la respuesta al tratamiento, una revision de la farmacologia de la nico-
tina y sus efectos en sistema nervioso central; el estudio de la actividad
antioxidante in vitro e in vivo del extracto acuoso de pérsimo (Diospyros
kaki L.), maracuyé (Passiflora edulis var Sims) y flor de jamaica (Hibiscus
sabdariffa L.); la cinética del dafio al DNA por la incorporacién del radio-
farmaco 99mTc-N2S2-TAT (49-57) Lys3-BN empleando el ensayo cometa
en linfocitos humanos; asi como los polimorfismos de la Glutation S-Trans-
ferasa GSTM1 y GSTT1 en leucemia aguda y la respuesta al tratamiento,
utilidad del meta-analisis.

El drea de Quimica Inorganica presenta el estudio de la reactividad de
hidruros de aluminio estéricamente protegidos con moléculas pequefias
insaturadas, asi como la formacién y estructura cristalina de dos diferen-
tes compuestos a partir de la sulfonacién de trifenilestibina.

Las investigaciones del drea de Quimica Orgénica son la sintesis de un
analogo de AZT, un compuesto anti-HIV, y el uso de la reaccién de Heck
en la sintesis de compuestos organicos mediada por microondas.

Dejamos ahora en manos del lector los comentarios finales sobre esta
edicién, esperando contribuir en el drea de la Quimica con aportaciones
de interés para el desarrollo de cada una de las dreas de acentuacién de
nuestro Posgrado.
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1. Introduccién

llo econdmico y la supervivencia de los paises, debido a su esca-

sezy ala pérdida de su calidad original. En el presente afio, segun
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), United
Nations International Children’s Emergency Fund (UNICEF)y el Programa
Conjunto de Monitoreo del Agua y Saneamiento, 894 millones de per-
sonas en el mundo no tienen acceso a agua segura, lo que representa el
13% de la poblacion mundial, mientras que 2.5 millones no cuentan con
sistemas de saneamiento. Cada aflo mueren 1.5 millones de nifios por
contacto con agua en malas condiciones (INEGI, 2009).

E | agua se ha convertido en un recurso estratégico para el desarro-

Un importante nimero de contaminantes proviene de los compuestos fe-
nélicos, pues son especies toxicas, bioacumulativas y persistentes (TBP);
se encuentran generalmente en aguas residuales de la industria petroqui-
mica (6-500 mg/L), quimica y farmacéutica (0.1-1600 mg/L)(Busca et al.,
2008). Debido a que es una sustancia toxica, el fenol ha sido clasificado
como un contaminante prioritario en la lista de la United States Environ-
mental Protection Agency (USEPA). La presencia de cualquier descarga
de fenoles en los cuerpos receptores debe evitarse, ya que su presencia,
durante el proceso de cloracién, promueve la formacién de clorofenoles,
compuestos mucho més téxicos (Gimeno et al., 2005). La USEPA ha esta-
bleciendo un estandar de purificaciéon del agua menor a 1 ppb de fenol
en aguas superficiales (Busca et al., 2008; Canton et al., 2003).



2. Tratamientos para remover fenol

Una extensa literatura (Agladze et al., 2007; Egusquiza et al., 2008; Kyria-
cou et al., 2005; Khoufi et al., 2007) reporta diferentes tratamientos para
remover el fenol, pues es considerado un compuesto modelo de otros
compuestos organicos (TBP) (Busca et al., 2008).

2.1. Métodos para el tratamiento de efluentes fendlicos

Se pueden distinguir dos métodos para el tratamiento de efluentes fend-
licos: los no destructivos y destructivos; los primeros permiten la recupe-
racion y reutilizacion del fenol asi como la adsorcion con carbdén activado
(Dabrowski et al., 2005; Yamamoto et al., 2009) y la extraccién con sol-
ventes (Lazarova y Boyadzhieva, 2004); mientras en los segundos (Baena,
2005), el fenol es transformado por oxidacion, ya sea bioldgica (Juang y
Tsai, 2006), quimica (Canton, Esplugas y Casado 2003) o electroquimica
(Dehkordi y Ebrahimi, 2009). Busca et al. (2008) exponen los métodos
investigados recientemente, para purificar efluentes contaminados con
fenol, los cuales se presentan en la figura 1.

Los tratamientos de adsorcidon, biodegradacion e incineracién no logran
una remocién éptima (Baena, 2005), he aqui la importancia de los pro-
cesos electroquimicos como la electrocoagulacién (EC) y la electrope-
roxicoagulacion (EPC), pues son particularmente apropiados para el tra-
tamiento de aguas residuales contaminadas con compuestos organicos
persistentes.

2.1.1. Procesos electroquimicos

La aplicacién de la electroquimica para abatir la contaminacién ha sido
el tépico de numerosos libros y revistas (Ammar et al., 2006; Boye et
al., 2003; Brillas et al., 2003; Guinea et al., 2008; Canfizares et al., 2007 a;
Martinez-Huitle y Brillas, 2009). La mayor ventaja de esta tecnologia es
su compatibilidad ambiental, pues proporciona un método limpio, que
aporta versatilidad, alta eficiencia en energia, la posibilidad de automati-
zar y seguridad (Barrera-Diaz et al., 2008).

Algunos procesos electroquimicos son: Electrocoagulacién, Reduccion
electroquimica, Oxidacién electroquimica, Oxidacion electroquimica in-
directa con oxidantes fuertes, Electroperoxicoagulacion y Métodos elec-
troquimicos foto asistidos (Martinez-Huitle y Brillas, 2009).

16 Marin Nava, Roa Morales, Natividad Rangel, Espino Valencia y Romero Romero
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2.1.1.1. Electrocoagulacién

La electrocoagulacién EC fue patentada en 1909, se basa en usar una
corriente eléctrica para disolver &nodos de sacrificio de Fe o Al, los cuales
estan inmersos en el agua contaminada, produciendo los iones metalicos
correspondiente y al hidrolizarse se producen los hidréxidos propios que
actian como coagulantesy las particulas coaguladas pueden ser separa-
das mediante precipitacién o electroflotacién.

Figura 1. Principales métodos utilizados para remover fenoles en aguas residuales

s 2

Destilacion
Extraccion
Fisico-quimicos Adsorcion »
Pervaporacion
Membranas
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L J
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con aire himedo
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| Ozono
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—

1 Quimicos T

—
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] Microbiolégicos
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Polimerizacién oxidativa
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peroxidazas
—
L J
. \
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L_| Electroquimicos [ Oxidacién electroquimica
y Métodos electroquimicos
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—

En general, los siguientes procesos se presentan durante un tratamiento
por electrocoagulacion EC:



1. Reaccién en los electrodos para producir los iones metélicos. La

oxidacion electrolitica de Fe° genera Fe*? o Fe*3 en el dnodoy la
produccién de H, en el catodo (Moreno et al., 2009).

Reacciones en el dnodo

Fe(s) — Fe'?+ 2e E=-0.44V (1
Fet? — Fe+e E=0.77V (2)
Fe(s) —  Fe*3 + 3e E =0.037V (3)
H,O +2e —>  20H + H,qg) E =-0.83V (4)
2H,0 —> O, +4H + 4e- (5)

. Formacién de coagulantes en el agua (Modirshahla et al., 2008;

Mollah et al., 2001).

4Fe*? + 10 H,0 + O, ——  Fe(OH),,, +8H"  (6)
Fe*2 + 20H — Fe(OH),,,  (7)

. Remocién de los compuestos con coagulantes mediante sedi-

mentacidn o electroflotacidén cuando se involucra el H, (Moreno
etal., 2009).

. Otras reacciones quimicas y electroquimicas que involucran la

reduccién de impurezas orgénicas y formacién de iones metali-
cos en el catodo y la coagulacién de particulas coloidales.

Sin embargo, la revisidn literaria muestra ambigliedad alrededor del me-
canismo involucrado en este proceso.

18

a) Algunos estudios (Lakshmanan, Clifford y Samanta, 2009) repor-

tan que la oxidacion electrolitica del hierro produce Fe*?, el cual
se hidroliza para producir Fe(OH),, insoluble, otros reportan la
formacién del Fe(OH),, sin dar detalles de su formacion.

Feo(s) electrélisis Fe2+ Hidrélisis Fe(OH)2(S) (8)

b) Otros estudios (Mollah et al., 2004) sefalan |la formacién de Fe*?

en el dnodo, seguido por la oxidaciéon de Fe*? por el oxigeno
disuelto para formar Fe(OH),,

Marin Nava, Roa Morales, Natividad Rangel, Espino Valencia y Romero Romero
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° electrélisis 2+ Oxidacién
Fe(s) Fe Hidrélisis Fe(OH)3(S) (9)
Una modificacién en la secuencia de esta reaccién es reportada
por Moreno et al. (2009), quien establece la oxidacién de Fe*? a
Fe*3 como un paso anterior a la hidrélisis del Fe*3, para producir

Fe(OH)y,.

c) Se reporta un tercer mecanismo que involucra una etapa de oxi-
dacién electrolitica de Fe°® a Fe*?, seguido de la hidrélisis para
producir Fe(OH),,

Fe(s) % Fe3+ _Oxidacion Fe(OH),, (10)

Otros estudios (Ratnia et al., 2004) reportan la formacién de Fe(OH), ), sin
proporcionar detalles de su formacion.

Una gran cantidad de contaminantes en cuerpos de agua ha sido degra-
dada y eliminada aplicando electrocoagulacién (EC). Mollah et al. (2004)
presentan una tabla de contaminantes removidos mediante este proceso,
entre los que se encuentran colorantes, metales pesados, iones, grasas y
aceites.

Asimismo, se ha determinado que la eficiencia del tratamiento depende
del sistema electrolitico, el pH y la corriente.

Antes de abordar este tema, debemos definir los siguientes términos:

En la degradacién de los compuestos organicos se monitorea la deman-
da quimica de oxigeno, DQO —parametro que mide la cantidad de sus-
tancias susceptibles de ser oxidadas por medios quimicos, disueltas o en
suspension dentro de una muestra liquida— la cual se utiliza para medir
el grado de contaminacién, se expresa en miligramos de oxigeno diato-
mico por litro (mgg,L") y su porcentaje de remocidn se calcula mediante
la siguiente ecuacion:

(4DQO), ;0

%DQO =

Donde (4DQO), es la remociéon de DQO a un tiempo t, y DQO,
es la demanda quimica de oxigeno inicial, antes del tratamiento.



Densidad de corriente es la corriente eléctrica por unidad de éarea de
electrodos, j (Acm?2),

_ 1
I=A
Donde | es la corriente eléctrica (A) y A es area (cm?).

La cantidad de metal disuelto o depositado se determina mediante la
ecuacion:

__JtM_
nF (13)

Donde:
w es la cantidad del material del electrodo disuelto (gcm2)
t es tiempo en s, M la masa molar del electrodo

n nimero de electrones en la oxidacién/reduccién
F la constante de Faraday (96500 Cmol™") (Mollah et al., 2004)

La eficiencia promedio de la corriente a un tiempo t estd dada por la
ecuacion:

CE(%)= ACODIFVs 44
8lt (14)

Donde V, es el volumen de solucidn (L), la constante 8 es la masa
equivalente (geq™) del oxigeno (Brillas, Siries y Oturan, 2009).

Las ventajas de la electrocoagulacién son promover la floculacién por la
turbulencia generada por el O, y el H,, asi como la electroflotacion. El
equipo es facil y simple de operar, remueve particulas coloidales, evita
el uso de reactivos, no tiene partes moviles, produce menos lodo que la
coagulacién convencional, compatibilidad ambiental, no es necesario el
control del pH, excepto para valores extremos. Sus desventajas: remplazo
de electrodos, formacién de una capa de éxido en el catodo, disminuye la
eficiencia, se requiere alta conductividad en el agua (Mollah et al., 2001).

Otro caso puede realizarse aplicando perdxido de hidrégeno (H,0,),
que es un fuerte oxidante (E=1.8V vs SHE) y se ha utilizado para tratar

20 Marin Nava, Roa Morales, Natividad Rangel, Espino Valencia y Romero Romero
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varios contaminantes. Sin embargo, el H,0, no es muy efectivo para el
tratamiento de contaminantes refractarios (Benitez et al., 2000). Se pue-
de mejorar su eliminacién utilizando metales de transicién para catalizar
la descomposicidn del H,O, y producir radicales ®OH, los cuales tienen
un potencial oxidante de 2.8V vs SHE (Cafizares et al., 2007b), esta re-
accién es conocida como Fenton (Neyens y Baeyens, 2003). El reactivo
Fenton fue descubierto hace mas de 100 afios, pero no fue hasta los
afios 60 cuando se aplicd en la destrucciéon de compuestos organicos
toxicos y se demostro su eficiencia en la degradacién de compuestos or-
ganicos volatiles (VOCs), benceno, tolueno, etilenbenceno xileno BTEX,

colorantes solventes clorados, bifenilos policlorados, metales pesados
(Arienzo et al., 2002).

La figura 2 muestra las diferentes variantes del reactivo Fenton y la tabla 1
explica en que consiste cada caso (Qiang, Chang y Huang, 2003).

Figura 2. Variantes del reactivo Fenton

H202 Fe2* > Hzoz Fe*

A

D
l’

{c

4 4 foramze o H202
Fe*+e = Fe2

c) d)



j * UV (300 -400nm)

)

/_\

-
v,

uv -CF UV -EF

O, +2H"'2e = H,0,

Fe3'+ eF=» Fe2 Fe=p e'2+ 2e- hv

Fe (OH)F" —» 2+ *OH
e) f)

Tabla 1. Variantes del reactivo Fenton

Figura Reaccién Caracteristicas

A Fenton Clasico EI'H,O, y el Fe*? son adicionados externamente.

B | Reaccién Fentoncon ElIH,O,y el Fe*? son adicionados externamente, pero el Fe*? es
regeneracion de Fe | regenerado en el cétodo.

C  Electroperoxicoagu-  ElH,O, es aplicado externamente y se utiliza un dnodo de sacri-

lacién ficio de hierro como fuente de Fe*2. Y el Fe*? es regenerado en
el catodo.
D EIH,0, es generado en cétodo y el Fe*? se adiciona externamente.
Electro-Fenton EIH,0, y el Fe*? son generados en el catodo.

F Fenton Foto asistido | Laradiacién UV (300-400 nm) simultdneamente genera Fe*2y «OH.

2.1.1.2. Electroperoxicoagulacion

Enfocandose en la electroperoxicoagulacién EPC (figura 2), la cual se basa
en utilizar un dnodo de sacrificio Fe, el cual es electrodisuelto proporcio-
nando cantidades de Fe*? al efluente, y un exceso de Fe*® que precipita
como Fe(OH); (Neyens y Baeyens, 2003; Brillas y Casado, 2002).

La EPC aumenta el poder oxidante del reactivo Fenton porque produce
los iones ferrosos in situ, lo cual minimiza el desperdicio de los radica-
les ®OH, y la cantidad requerida de H,0O,, y debido a la posibilidad de
la conversion electroquimica de los iones ferrosos mediante la reaccidn
(17), se mejora considerablemente la eficiencia y minimiza la cantidad de
Fe(OH), formado.
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En la tabla 2 se muestra una amplia recopilacién de las reacciones que se
llevan a cabo con el reactivo Fenton.

Tabla 2. Reacciones involucradas en reactivo Fenton

Reacciones K Ref.
(s'oM's")

15 Fe®(s) —> Fe*z(aq) + 2e (Arienzo et al., 2001)
16 | Fe?+ H,0, —> Fe*+ e¢OH + OH 55 (De Laaty Le, 2005)
17 Fe(lll) + H,O, —> Fe(l)+HO,*/O, e+ H*  2.0X10°M"'s’ (Duesterberg et al., 2008)
19 Fe(lll) + HO,8/O, » —>  Fe(ll) +O? +H* 1.76. X106 M s (Duesterberg et al., 2008)
20 Fe (II)+ HOe —> Fe(lll) +OH 3.2X108 (Duesterberg et al., 2008)
21 Fe I+ HO,/O, ® —> Fe(lll) + H,0, 1.34X10¢ (Duesterberg et al., 2008)
22 | Fe*s+H,0 < FeOH? + H* 2.9X10°M (De Laat y Gallard, 1999)
23 | Fe**+2H,0 & Fe(OH), +2H" 7.62X107M?2 (De Laaty Gallard, 1999)
24 | 2Fe3 +2H,0 & Fe,(OH)," + 2H* 0.8X10°M (De Laaty Gallard, 1999)
25 | Fe+H,0, " Fe)(HO, P + H* 3.1X10° (De Laat y Gallard, 1999)
26 | Fe? +H,0 & FeOH" + H* 1.90s" (De Laaty Gallard, 1999)
27 FeOH?* + H,0, Pr— Fe(lll) (OH)HO,)*+ H* 2X10* (De Laaty Gallard, 1999)
28 FeOH + +H,0O, —> Fe*® +eOH +2HO 5.9X10¢ (De Laat y Gallard, 1999)
29 FeHO,* —> Fe?+HO,e 2.3X10°% (De Laaty Le, 2005)
30 FeOH* +e OH —> Fe*® +20H 2.7X108 (De Laaty Le, 2005)
31 Fe(ll)+ HO —> Fe® +HO, 1.2X10¢ (De Laaty Le, 2005)
32 Fe(ll) +O,e —> Fe® +0,* 1X107 (De Laaty Le, 2005)
33 Fe(lll) + HO —> Fe?+0, +H* 2 X104 M1 s (De Laaty Le, 2005,
34 | Fe(lll) (HO,) *? —> Fe?+ HO,» 2.7X103s" (De Laaty Gallard, 1999)
35 Fe3 (OH)XHO,)* —> Fe? +HO, ¢ + OH 2.7 X103s" (De Laat y Gallard, 1999)
36 Fe?* + HO, * —>  Fe(lll) (HOZ)2+ 1.2 X10¢ (De Laaty Gallard, 1999)
37 Fe? + O e +H* —>  Fe(lll) (HOZ)2+ 1.0X10’M"' ¢! (De Laaty Gallard, 1999)
38 Fe(lll) + HO,» —> Fe?+0O,+H* <2 X103 M1 s (De Laaty Gallard, 1999)
39 | Fe(l)+ O,e & Fe*+0,? 1.0X107 (De Laaty Le, 2005)
40 | Fe™ +0, » —> Fe*+0, 5X10’M"s? (De Laaty Le, 2005)
41 H,0,++OH ——  HO,*/0, *+H,0 3.3X107 (De Laaty Le, 2005)
42 | HO,s/O,++HO,*/O,0 —> H,0, 2.33X10¢ (Duesterberg et al,, 2008)
43 HOs +HO,s/O,e — H,0,+0, 7.15X10° (Duesterberg et al,, 200 8)
44 HOe +HOs — H,0, 5.2 X10° (Duesterberg et al,, 2008)
45 | H,0, &= HO, +H 1.26X102 57 (De Laat and Le, 2005)

Continda...



Reacciones K Ref.

(s"oM's™)
46 HO,e T Or+H* 1.58X 105 s (De Laat and Gallard, 1999)
47 | OF +H* —  HO,e 1 X100 M s (De Laat and Gallard, 1999)
48 | HO,» +O,» +H,0O —> H,0,+0,+ OH 9.7 X107’ M s (De Laat and Gallard, 1999)
49 | H,0,+HO, s ——  OHe+0,+H,0 05 (De Laat and Le, 2005)
50 | HO,* +HO,e — H,0,+0, 8.3X10° (De Laat and Gallard, 1999)
51 HO@ +0,« —— HO, +0, 9.7 X107 (De Laat and Le, 2005)
52 *OH + HO,» — H,0+0, 0.71X10"°M" ™ (De Laat and Gallard, 1999)
53 *OH+ O, —> OH+O0, 1.01X10"°M "' s (De Laat and Gallard, 1999)
54 | 4+ +OH Phm— H,0 1X10% (De Laat and Le, 2005)

El radical ®OH puede extraer un dtomo de hidrégeno e iniciar una reac-
cion en cadena de acuerdo con las siguientes reacciones:

RH+e¢OH — H,O + Re propagacién (55)
Re +H,0, — ROH + «OH (56)
Re + O, — ROQe (57)

Los radicales orgéanicos producidos en la reaccion (55), se oxidan con el
Fe*3o reducidos por el Fe*?

Re + Fe*3 — R* + Fe*? (58)
Re + Fe*? — R+ Fe*3 (59)
2Re — R-R (60)

De las reacciones anteriormente listadas se debe prestar especialmente
atencion a las reacciones (20) y (55) pues son competitivas, en la reaccién
(20) se consumen los radicales ®OH desperdicidandolos. Entonces el Fe*?
actla como reactivo y no como catalizador. La regeneracion del Fe*? es
controlada por la transferencia de electrones entre el Fe** y el catodo y
por la transferencia de masa del Fe*3 a través de la interface solucidn-ca-
todo. La formacién de Fe(OH), no solamente disminuye la concentracion
de hierro, sino que ademas inhibe la regeneracién del Fe*2.

Un exceso de RH dificulta la reaccién entre el ion ferroso y el radical ®OH,
con lo cual se ve favorecida la reaccién (55).

En la reaccion (41) el H,O, actia como un consumidor de radicales ¢«OH
y no como iniciador de la reacciéon (55).

24 Marin Nava, Roa Morales, Natividad Rangel, Espino Valencia y Romero Romero



COMPARACION DE TRATAMIENTOS ELECTROQUIMICOS EN LA REMOCION DE FENOI 25

Los contaminantes son removidos por la accion combinada de la oxida-
cién del radical ®OH y la coagulacién promovida por Fe(OH),, por esta
razén se tienen altas eficiencias, en las primeras etapas de degradacion,
pues domina la oxidacion con ®OH y posteriormente impera la polimeri-
zacion o coagulacién (Brillas y Casado, 2002). Los avances en el sistema
Fenton se enfocan en estudiar las caracteristicas de los reactivos y las
variables como pH, T, cantidad de compuesto organico, Fe*?, Fe** y H,0,.

En el presente trabajo se muestran y comparan dos procesos electroqui-
micos para el tratamiento de agua con una concentraciéon conocida de
fenol, utilizando electrodos de hierro a diferentes valores de pH e intensi-
dad de corriente.

3. Metodologia

Se emplean electrodos de hierro de 10 cm*5 cm, acido sulfarico, sulfato
de sodio, hidréxido de sodio, peréxido, 4-aminoantipirina, ferrocianuro
de potasio e hidroxido de amonio. Todas las soluciones se prepararon
con agua desionizada.

Los experimentos se llevaron a cabo en una celda sin divisién con capa-
cidad de 300 mL, similar a la mostrada en la figura 3 y se aplicé corriente
eléctrica mediante una fuente de poder (GWINSTEK GPR-1820HD). La
distancia entre electrodos fue de 2 cm.

Figura 3. Celda electroquimica para llevar a cabo EC y EPC

Fuente de poder
Celda electroquimica
Electrodos de hierro
Parrilla de agitacién

T
i
@
@




Para la caracterizacién fisicoquimica se realizaron estudios de Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO), turbiedad y color segun lo indica el Stan-
dard Methods de 1990. La DQO se midi6é a 420 nm empleando reactivo
HACH HD, color a 455 nm vy la turbidez a 840 nm (FAU). Mientras que
la concentracion de fenol se determiné con base en NMX-AA-050-SC-
FI-2001.

Antes y durante el tratamiento electroquimico se midié con un potencié-
metro HANNA HI 9811 y ajusto el pH de la solucién fenélica con solucio-
nes 0.1M, 0.01M H,SO, o NaOH.

4. Resultados y discusién

4.1. Influencia de la intensidad de corriente | y el pH en la EC

A continuacidn se abordara un caso de estudio donde se establece cémo
influyen la intensidad de corriente | y el pH en la EC.

Se somete una solucién de fenol con una concentracién de 10 mgL"' equi-
valente a 20 mgL' de DQO, con una turbidez 0 FTU y color de 0, a elec-
trocoagulacién; usando Na,SO, como electrolito soporte, en un reactor
agitado, similar al mostrado en la figura 2, provisto con dos electrodos de

hierro con dimensiones de 10cm*5cm bajo las condiciones mostradas en
la tabla 3.

Tabla 3. Nomenclatura y condiciones preliminares
de los tratamientos EC

Experimento  Corriente, A pH
EC-1 2 3 sin control
EC-2 4 3 sin control
EC-3 2 3 con control
EC-4 4 3 con control

Durante el periodo de tratamiento se monitorea color, turbidez (FTU) y
DQO (mgO,L") y se calcula wFe*?, w Fe** y % DQO para los diferentes
tratamientos de EC, los cuales se muestran en la tabla 4.
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Tabla 4. Nomenclatura y resultados obtenidos para los tratamientos de EC

Experimento j w Fe*?, w Fe*3, Color, DQO, % Turbidez,
Acm? gcm?? gcm™? Pt-Co mgL' DQO FTU

EC-1 0.01 1.04*102  6.94*10° 94 10.4 47 14

EC-2 0.02 2.08*102 | 1.39*102 | 57 10 50 7

EC-3 0.01 1.04*10% | 6.94*10° O 18 10 0

EC-4 0.02 2.08*102 | 1.39*102 1 5 74 1

En la figura 4 se muestra la disminucién de DQO en funcién del tiempo
para los cuatro tratamientos de EC descritos en la tabla 4. En esta figura
se puede observar que a los 30 min se incrementa la DQO debido a una
posible interferencia con el Fe(ll).

Figura 4. Curva de eliminaciéon de DQO en funcién del
tiempo, para los tratamientos de EC

60
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Al comparar los tratamientos EC-1 y EC-2, donde se aplica una corriente
de 2 A (100 Am?) y 4 A (200 Am?2), respectivamente, sin control de pH,
se determina que un aumento en la densidad de corriente no contribu-
ye sustancialmente en la disminuciéon de DQO. Los datos mostrados en



la figura 4 indican una remocién de DQO de 47% y 50 % de remocidn
para EC-1y EC-2, que coinciden con los resultados obtenidos. Para otros
autores, como Linares et al. (2009), la remocién de contaminantes orga-
nicos de un complejo industrial, determiné que al aplicar una corriente
de 45.45 Am? se logra una remocién de DQO del 70%, y al aumentar la
corriente a 60.6Am™ solamente se obtiene un 73% de remocién, por lo
que existe la posibilidad de que se desperdicie la corriente y tenga como
consecuencia el calentamiento de la solucién reactiva.

Sin embargo, al comparar los datos de color y turbidez para los trata-
mientos EC-1y EC-2 se presentan valores altos entre 14 y 7 en turbidez;
ademas de 94 y 57 en color. Esto es debido a que el 50% de Fe(ll) elec-
trogenerado se encuentra como Fe(OH), , cuando llega a pH 8 como se
puede observar en la figura 5 (Barrera-Diaz et al., 2011), por lo que en
este caso no existe una coagulacion adecuada. Es posible que una parte
de Fe(ll) se oxide a Fe(lll) y al estar a bajas concentraciones proporciona
color y turbidez a las muestras.

Figura 5. Diagramas de distribucion de espe-
cies de Fe(ll)

1 E / .......
Fe(OH), (s)
0.9 1
0.8 1

0.7 1
0.6 1
0.5 1
0.4 1

Fraction

0.3 1
0.2 1
0.1 1

0

1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
pH
Fuente: Barrera-Diaz et al. (2011)
Por otro lado, cuando se controla el pH del sistema (EC-3 y EC-4), el com-

portamiento de la DQO muestra 10% y 74% de eliminacion respectiva-
mente. El color y la turbidez permanecen sin cambio con respecto a sus
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valores iniciales. Esto es asociado a que la especie de Fe predominante
a estas condiciones es el Fe(lll) y, de acuerdo con el diagrama de distri-
bucién de especies (figura 6, Barrera et al. 2011), el 99.9% corresponde a
la formacion de Fe(OH),, especie que contribuye mayoritariamente en la
coagulacion del fenol y, por lo tanto, en su eliminacion.

Se concluye que la densidad de corriente y el pH controlan la velocidad
de reaccién, pues determinan la cantidad de Fe(ll) y Fe(lll) producida y
consecuentemente la produccion de coagulante, ademas ajusta la velo-
cidad y tamafo de burbujas afectando el crecimiento del floc (Modirsha-
hla et al., 2008).

Figura 6. Diagramas de distribucién de especies
de Fe(lll)

Fe(OH), (s)

Fraction

5 6 7 8 9 10 11 12

Fuente: Barrera-Diaz et al. (2011)

4.2. Influencia de la intensidad de corriente | y el pH en la EPC

A continuacidn se aborda un caso de estudio, donde se establece cémo
influyen la intensidad de corriente () y el pH en la EPC.

Se somete una solucién de fenol con una concentracién de 10 mglL-1,
equivalente a 20 mglL-1 de DQO con una turbidez 0 FTU y color de 0
Pt-Co, al tratamiento de electroperoxicoagulacion EPC, empleando sulfato



de sodio como electrolito soporte, en un reactor agitado (similar al mos-
trado en la figura 2c), provisto con 2 electrodos de hierro con dimensio-
nes de 10cm*5cm; bajo las condiciones mostradas en la tabla 5.

Tabla 5. Nomenclatura y condiciones preliminares de tratamiento EPC

Experimento
EPC-1
EPC-2
EPC-3
EPC-4

Corriente, A

2

2
4
4

pH
3 con control
3 sin control
3 con control

3 sin control

Se obtienen los resultados de color, turbidez y DQO para los diferentes
tratamientos de EPC, los cuales se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Nomenclatura y resultados obtenidos para los tratamientos de EC

Experimento

EPC-1
EPC-2
EPC-3
EPC-4

j w Fe*?,
Acm? gcm?
0.01 1.04*102
0.01 1.04*102

0.02 2.08*10
0.02 2.08*10?

w Fe*3,
gcm?

6.94*103

6.94*103
1.39*10?

1.39*10?

Color, DQO, % Turbidez,
Pt-Co mglL' DQO FTU

ND 100 0
6 71 0
ND 100 1
1 95 1

En la figura 7 se muestra la disminucién de DQO en funcién del tiempo
para los cuatro tratamientos de EPC. Se observa que a los 30 minutos
de tratamiento los sistemas ECP-2 y ECP-4 presentan un incremento de
DQO que es asociado a las interferencias del Fe(ll) y H,O, ya que en estos
casos no se controla el pH, disminuyéndose la posibilidad de que se lleve
a cabo la reacciéon de Fenton (16).
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Figura 7. Curva de eliminacién de DQO en funcién del tiempo,
para los tratamientos de EPC
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Al comparar los tratamientos EPC-2 y EPC-4, aplicando una corriente de
2 A (100 Am?)y 4 A (200 Am2), respectivamente, sin control de pH, se
determina que un aumento en la densidad de corriente contribuye sus-
tancialmente en la disminucién de DQO. Los datos mostrados en la figura
7 indican una remocién de DQO del 71% y 95 % de remocidn para EPC-2
y EPC-4, correspondiente. Esto estd de acuerdo con otros estudios, en los
cuales se ha reportado hasta un 90% de remocién de fenol en 30 minutos,
cuando se aplica una densidad de corriente 3.5 A/cm? a electrodos de
acero inoxidable y carbdn. Este tiempo es reducido a sélo 10 minutos,
incrementando la densidad de corriente 7.5 Acm2 (Cafizares et al., 1999).

El efluente experimenta un aumento de pH debido a la continua pro-
duccién de OH- en el catodo por la reacciones (16, 20, 30, 48 ,53) y es
consumido para formar Fe(OH),. A un pH>4 los iones Fe*? son inestables
y son facilmente transformados a Fe*?, los cuales forman complejos con
los radicales hidroxilo. Ademas, bajo condiciones alcalinas el H,O, pierde
su poder oxidante, debido a que se promueve su descomposicién a O,
y H,O reaccién (49).

Por otro lado, cuando se controla el pH del sistema (EPC-1 y EPC-3), el
comportamiento de la DQO muestra 100% de eliminacién para ambos



casos. Esto estd asociado a que la especie de Fe predominante a estas
condiciones es el Fe(ll), la cual contribuye mayoritariamente en la reaccién
Fenton (16) y, por lo tanto a, la mineralizacién del fenol. Lo que concuer-
da con numerosas investigaciones que establecen el rango éptimo de
pH para el reactivo Fenton de 2-4 (Pignatello, Oliveras y Mackay 2006;
Arienzo et al., 2001). Asi también Pignatello describe un incremento en la
constante de la reaccién (16) (Pignatello, Oliveras y Mackay 2006; Neyens
y Baeyens, 2003).

El tratamiento EPC-1 es considerado el mas eficiente, porque requiere
menor consumo de corriente eléctrica y remueve el 100% DQO compa-
rado con los otros tratamientos.

Por los resultados anteriormente expuestos, se eligen los experimentos
EC, EPC-1y EPC-2 para estudiar la cinética de remocién del fenol; se uti-
liza una concentracién inicial de fenol de 850 mgL"(9.03X10° molL")y un
tiempo de tratamiento de 30 min. En la figura 8 se muestran los perfiles
de concentracion.

Los datos de la figura 8 se analizaron mediante el método integral para
determinar el orden de la reaccién y la constante cinética correspondien-
te. En la tabla 7 se muestran los resultados de dicho analisis

Figura 8. Perfiles de concentracién (EPC-1), (EPC-2) y (EC).
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Tabla 7. Cinética de reaccién para los perfiles de concentracion

Experimento Intervalo de Orden Constante cinética r?
concentracién molL" de reaccién
EC 9.07X103a 5.27X10° 2 0.0470Lmol's™ 0.9938
EPC1 9.73X103 a 2.68X10* 0 3.16*10-4molL's™ 1
EPC1 1.37X10*a 2.53X10° 1 0.02805167 s™ 0.999
EPC2 8.81X10° a 3.54X10* 0 2.82*10* Lmol's” 1
EPC2 3.10X10*7.58X10° 1 0.02277 s 0.9916

De la tabla 7 se desprende que el proceso de electroperoxicoagulacién
es independiente de la concentracidn en un rango de concentracién de
9.73X103 molL" a 2.68X10* molL"; sin embargo, a partir de una concen-
traciéon de 1.37X10* el orden global es 1. Este cambio de orden de reac-
ciéon muy probablemente esté indicando una diferencia de mecanismo o
bien, de paso controlante en el mismo. Es posible que la generacién de
radicales ®«OH disminuya por la formacién de complejos Fe** con sulfato
(De Laaty Le, 2005), lo cual evita la formacién nuevamente de Fe*? y por
lo tanto, las reacciones (16) y (17) se ven desfavorecidas. Esto indica que
los contaminantes son removidos por la accion combinada de la oxida-
cién del radical ®OH y la coagulacién promovida por Fe(OH),, por esta
razon se tienen altas eficiencias en las primeras etapas de degradacion,
pues domina la oxidacion con ®OH y posteriormente impera la polimeri-
zacién o coagulacion (Brillas y Casado, 2002). El proceso de electrocoa-
gulacién, sin embargo, muestra una dependencia constante de orden 2
con la concentracion, esto se debe a que en este proceso no hay pe-
roxido de hidrégeno y, por lo tanto, las reacciones (16) y (17) son inexis-
tentes. Mas aln, de acuerdo con la figura 5 (Barrera-Diaz et al., 2011) las
especies existentes son FeSO** FeHSO,2*,Fe(SO,)*. Es de esperarse que
la concentracién de estas especies coagulantes sea menor conforme el
tiempo pasa, disminuyendo la probabilidad de que se encuentre con la
materia orgénica y la oxide.

5. Conclusién

Después de comparar ambos procesos electroquimicos -EC y EPC-, se
puede concluir que el mejor tratamiento para la remocién del fenol es la
EPC bajo las siguientes condiciones: 2A y ajuste de pH a 3, pues asi se



logra una remocidn del 99% y una mineralizacién completa en 2 minutos
de tratamiento, comparada con la EC que sélo logra 41% de remocion en
un tiempo de 30 minutos.

Se comprueba que para que se lleve a cabo la reaccidén Fenton es nece-
sario tener un pH acido y el gran poder oxidante del radical ¢«OH.
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1. Introduccién

n la actualidad y debido al gran avance cientifico y tecnolégico,

en la ingenieria quimica en el campo de ingenieria de reactores,

se han disefiado reactores cada vez més novedosos para llevar
a cabo reacciones altamente exotérmicas de una manera mas controla-
da en su operacién y con una disminucidn significativa en la emisién de
efluentes contaminantes al medio ambiente.

En nuestros dias, el empleo de reactores multitubulares para reacciones
de oxidacion parcial continua vigente ya que, debido a su configuracién
espacial, se pueden lograr buenos controles de temperatura eficientes
en reacciones muy exotérmicas; sin embargo, aun presentan algunas de-
ficiencias en cuanto al consumo energético y el control de adicién de los
reactivos al reactor.

Por otro lado, en las Ultimas décadas se ha incrementado el uso de reac-
tores con membrana con aplicaciones en reacciones de oxidacién par-
cial, pero solamente a nivel laboratorio, permitiendo alcanzar mejores
controles de adicidn de reactivos en el lecho catalitico, no asi de la tempe-
ratura de reaccion. Una de las ventajas de usar reactores con membrana es
alcanzar incrementos en la conversién, las cuales sido comprobados por
una gran cantidad de investigadores, y ademas han hecho evidente los po-
tenciales beneficios econémicos de su implementacién industrial (Zaspalis
y Burggraaf, 1991; Zaman, 1994, Saraco et al., 1999; Dittmeyer et al., 2001;
Dixon, 2003; Seidel-Morgenstern, 2005). Algunas de las aplicaciones mas



importantes de las membranas corresponden a las separaciones de com-
puestos orgénicos y deshidrogenaciones de hidrocarburos como la del
ciclohexano, etilbenceno, metano, etano, propano (Tiscarefo, 1996; Isa-
mil, 2001; Saucedo, 1999) y reacciones de oxidaciones parciales como el
etano, metano (O'Neil, 2006) y etileno (Donsi et al., 2005).

Para lograr alcanzar mejores rendimientos y conversiones, se han propues-
to nuevas alternativas de disefo de reactores novedosos, considerando las
ventajas que presentan los reactores tubulares y con membrana. El disefio
de éste es considerar un reactor con intercambio de calor y membranas,
donde el catalizador se encuentra en la coraza y algunos tubos permiten la
adicion controlada de reactivos (membranas) y otros de enfriamiento (Ra-
mirez, 2007). En este capitulo se presenta una investigacion que permita
encontrar las mejores configuraciones para alcanzar las mejores conversio-
nesy rendimientos por arriba de los reactores convencionales.

Para llevar a cabo la simulacién del reactor con intercambio de calor y
membranas, se eligié la reaccidon de oxidacion parcial del etileno para la
obtencién de éxido de etileno. La produccién de este intermedio tiene una
gran importancia industrial, ya que se emplea como materia prima para la
produccién de un gran nimero de productos quimicos principalmente en
el area textil, farmacéutica y tensoactivos. La participacién en la produccién
del éxido de etileno en la industria mexicana representa el 5% respecto a la
producciéon mundial que fue en el 2010 de 19 millones de toneladas, y es
una oportunidad para incidir en la participacion en este proceso.

1.1. Reactor con intercambio de calor y membranas

En los trabajos presentados en el AMIDIQ (Ramirez, 2004 y 2005), se con-
templd la derivacién de un modelo para la simulacién del disefio de un
reactor de lecho empacado, cuya configuracién es similar a la de un inter-
cambiador de calor, donde el catalizador se encuentra empacado por el
lado de la coraza y rodeado de tubos para la transferencia de calor y la
adicién controlada de reactivo. En la figura 1 se presenta un esquema
donde se representa el reactor modelo.
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Figura 1. Esquema del reactor con intercambio de calor y membranas

Chaqueta de
enfriamienta
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reactivos a la zona catalitica

Las diferentes configuraciones del reactor se basaron en el modelo pro-
puesto por Tiscarefio Ramirez (2009), la cual se inicié con la distribucidn
de 13 tubos; 9 tubos de membrana y 4 de enfriamiento. En este capi-
tulo se muestra el escalamiento a 25, 49, 97 y 137 tubos buscando con
ellos la mejor distribucién y configuracién con la finalidad de obtener las
mejores conversiones y rendimientos, ademas de evitar la formacién de
puntos calientes y lograr un mejor control de la temperatura mediante
la modificacion de didmetros de los tubos y flujos de alimentacién de
oxigeno y etileno.

Las dimensiones del reactor se mantuvieron constantes, con un didmetro
de 10 cm y una longitud de 50 cm. Se presentan tres zonas en el reactor:
a) zona de reaccion (coraza), donde se encuentra empacado el cataliza-
dor; b) zona de adicion controlada del reactivo (membranas); y c) zona
de la interfases de intercambio de calor (enfriamiento). En la figura 2 se
presenta un dieciseisavo de la parte frontal del reactor, cuya distribucién
consiste de 97 tubos; 64 corresponden a las membranas y 33 de enfria-
miento, con didmetros de 6 mm y 9 mm respectivamente.



Figura 2. Malleo y condiciones fronteras para una unidad simétrica del modelo

n-g. =0 v

- gy = AT, —T)
Ve, =0

neq, =h(T,-T)
n-Ve =0
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Las condiciones de frontera son presentadas en la figura 2, donde los
datos de Ml a MVI corresponden a las membranas, las condiciones de Tl
a TV a los tubos de enfriamiento, a la chaqueta la condicién Vly las con-
diciones de la | hasta la Xl a las de simetria.

La temperatura del fluido en el interior de cada tubo y chaqueta del re-
actor varia en direccién axial y se considera un perfil unidimensional axial
de temperatura dentro de cada tubo de enfriamiento; la misma conside-
raciéon es tomada en cuenta para las membranas.

Para el mejor desarrollo del modelo se consideraron las siguientes supo-
siciones:

« Lavelocidad superficial varia con la posicion axial, pero es inde-
pendiente de la radial y angular.

« La dispersidn y la conductividad axial son despreciables en
comparacién a la magnitud de los términos convectivos.

+ Los coeficientes radiales de transporte de difusividad efectiva y
conductividad efectiva se suponen constantes.

« El coeficiente de pelicula de transferencia de calor, hc, se con-
sidera constante para cada tubo y de la chaqueta durante la si-
mulacion.

44 Bautista Delgado, Ramirez Serrano, Romero Romero y Pérez Alonso



45

e Lamembrana se considera selectiva a uno de los reactivos; iner-
te y distribuye el reactivo en direccién axial del lecho catalitico.

« Se desprecia las resistencias internas y externas de transferencia
de masa.

+ El sistema se supone en estado estacionario.

Balance de masa en la camara de reaccién (Coraza).

oN,_D, (&N, &N,
oz u, \ ox? oy? "Pslp, (1)

Balance de energia en la camara de reaccion (Coraza).

oT k[T &T Py (-AH) 1,

g 2

R +
2 2
0z u pc,\ ox oy upc, 2)

Donde N=u, C; es el flux molar del componente i, el subindice r
se refiere a la reaccién independiente y r, es la velocidad de re-
accion catalitica la cual incluye las resistencias externas e internas.

Balance de masa en las membranas. Debido a que los perfiles de con-
centracion en el tubo de membrana dependen de la posicidn, es necesa-
rio incluir el balance de masa para esta region, sin término de reaccién:

oG, D_[&G, G,
0z

u ox? " oy?
k m y (3)

Donde G, es el flux molar de oxigeno y k es el nimero de mem-
brana dentro de la unidad de simetria.

Las condiciones de frontera se muestran en la figura 2 y describen a con-
tinuacion:

Frontera en tubos de transferencia de calor. Las fronteras T, TII, Tl y TIV
corresponden a las fronteras donde el flux de calor conductivo de la zona



de reaccién esigual al flux convectivo del fluido de enfriamiento. En estas
fronteras no existe transferencia de masa.

n-q,=hc-(T,-T) (4)
n-VC =0 (5)
Donde el subindice I representa el nimero de frontera e i la espe-

cie de reaccién.

Fronteras de Simetria. Las fronteras I, lll, IV, V, VII, VIII, IX, X y XI son fronte-
ras de simetria tanto para la transferencia de calor como de masa.

n-q,=0 (6)
n-VC =0 (7)
Frontera de Permeaciéon (Membranas). Las fronteras MI, Mll, Mlll, MIV,

MV, MVI corresponden a la transferencia de masa a través de la membra-
nay se considera que no existe transferencia de calor.

n-q,=0 (8)

Pi (Pi-P)
n- = — | -
qHI 5 G (9)

Frontera en la chaqueta de Enfriamiento. La frontera VI se considera la
transferencia de calor a través de la chaqueta de enfriamiento del reactor.

n-q,,=hc-(T,-T) (10)
n-vg=0 (11)

Ecuaciones auxiliares. Una de las suposiciones del modelo es considerar
que la velocidad superficial varia con el flujo molar y temperatura; para
tal efecto se emplea la siguiente ecuacién:

u=T_-F [ R
s avg T _
S-P; (12)
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Donde: S es el area transversal del reactor; T _la temperatura
promedio de cada seccién transversal y F, es el flujo total de las
especies que participan en la reaccion.

La evaluacion de los flujos molares para el oxigeno (A) y del etileno (B), to-
mados como variables independientes, se evaltan de la siguiente manera:

F,= /,N,dA (13)
F,= /. NdA (14)
Para los flujos molares de las especies 6xido de etileno (C), Agua (D) y

Bidxido de Carbono (E) y el flujo total se obtiene por estequiometria (Ra-
mirez, 2006; Tiscareno, 2007):

Fe=5[(Fo, - Fa) - (Fo-3F0)] (15)
Fo=2[(Fo-2F.)- (Fs,~2Fa,)] (16)
Fe=% [(Fo-2R) - (Fo, - 2F,)] (17)
FrmFrs [(Fo 5 Fa) - (Fo- 3R] (18)

2. Caso de estudio

Para el desarrollo de esta investigacion se tomd como caso de estudio
a la produccién del éxido de etileno, con la intencién de mostrar la fac-
tibilidad de emplear nuevas alternativas de disefio de reactores. La pro-
duccién de este intermedio, por métodos convencionales, implica gastar
grandes cantidades de energia para el control de la reaccién, pues al
ser una reaccion extremadamente exotérmica presenta grandes riesgos
de explosidn, ademéas de obtener bajos rendimientos debido a que las
reacciones secundarias que castigan la selectividad de los productos al
propiciar la formacién de subproductos indeseables y sin valor agrega-
do, en este caso, diéxido de carbono y agua.

La reaccién de epoxidacién del etileno emplea un catalizador de plata, el
cual es fuertemente selectivo a la formacién del éxido de etileno. Varios
investigadores han estudiado y reportado la cinética de reaccién (Twigg,



1946; Westertep y Ptasinski, 1984) donde proponen una serie de reaccio-
nes consecutivas y en paralelo para la formacién del 6xido de etileno y la
formacion de los productos indeseables. Para el desarrollo del presente
trabajo se utilizé la cinética de la oxidacion parcial del etileno propues-
ta por Westertep (1984b) y Lordanidis (2002), los cuales sélo toman en
cuenta las dos primeras etapas del sistema de reaccion:

1 k,
CH,+ > 0,——C,H,0 (19)

C,H, + 30, — % 52C0, + 2H,0 (20)

Considerando que ambas reacciones corresponden a una cinética de
primer orden para el oxigeno y de orden cero para el etileno:

Reo =kiCo, (21)
R,, = k.Co, (22)
Donde:

k,=70.4 exp (’72T°°) (23)

T

k,=49.4x 10% exp ('10800)

2.1. Implementacién del software Comsol®

Para la simulacién del reactor con membrana e intercambio de calor se uti-
lizo el software comercial Comsol®, el cual tiene las caracteristicas adecua-
das para el desarrollo exitoso de este proyecto. Esta herramienta compu-
tacional es Util para modelar y resolver problemas cientificos e ingenieriles
basados en ecuaciones diferenciales parciales. Este software contempla la
solucién de acoplamiento de varios fendmenos fisicos simultdneamente,
como el transporte de masa, cantidad de movimiento y de energia.

La construccion de estos modelos requiere definir las propiedades fisico-
quimicas de materiales que intervienen en el proceso: los valores de los
pardmetros de transporte y su dependencia espacial, los flujos molares
de los componentes que intervienen en el proceso y las ecuaciones de
transporte involucrados en el sistema. Para la soluciéon numérica, se reali-
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za por medio de la interface gréfica y apoyandose en la programacion en
lenguaje de Comsol®, compatible para los lenguajes en Matlab y Fortran.
El software comercial Comsol® emplea el método de Elementos Finitos
junto con un malleo adaptativo y con control del error usando una varie-
dad de solucionadores numéricos.

Para formular el modelo del reactor con membrana e intercambio de calor
se emplean los médulos de ingenieria quimica y de ecuaciones diferen-
ciales parciales. Del médulo de ingenieria quimica se tomara en cuenta lo
referente a la transferencia de masa y de transferencia de calor tridimen-
sional, mientras que en el médulo de ecuaciones diferenciales parciales
se establecera un sistema unidimensional en estado transitorio.

3. Resultados

Debido a la naturaleza discreta del nimero de tubos de membrana y de
intercambio, y el gran nimero de alternativas para su colocacidn interna,
la optimizacion de la configuracion interna es una tarea muy compleja; sin
embargo, en el presente trabajo se han explorado directamente algunas
configuraciones que en su acomodo pueden evitar perfiles pronunciados
transversales y concentracidn. Intuitivamente se decidié explorar diferen-
tes acomodos esperando perfiles favorables, para la distribucion de tubos
de enfriamiento y de membranas dentro del reactor. Ademas se adecua-
ron los didmetros de los tubos y se indagaron los flujos de etileno y oxi-
geno mas adecuados, con la finalidad de obtener mejores conversiones
y rendimientos y evitar en lo posible la formacién de puntos calientes en
el interior del reactor para este tipo de reacciones altamente exotérmicas.

Los didmetros de tubos de enfriamiento y de membranas utilizados para las
configuraciones del reactor en las simulaciones se especifican en la tabla 1.

Tabla 1. Didametros de membrana y tubo de enfriamiento

Cantidad de tubos
Didmetros 49 97 137
Membranas 10 mm 6 mm 4 mm
Tubos de enfriamiento 12 mm 9 mm 7 mm

Enlasfiguras 3,4 y 5 se muestran los perfiles de temperatura en la seccién
transversal a la salida del reactor, para diferentes distribuciones y nimero



de tubos, de las tres mejores simulaciones con la variacion de tubos de
49,97 y 137 tubos respectivamente.

La figura 3 representa la unidad de simetria para un reactor con 49 tu-
bos internos en total, 32 tubos son de membrana y 17 de enfriamiento.
La distribucidon de temperatura es uniforme, presentando temperaturas
maxima (283 °C) en la parte central de la seccién y el centro del reactor;
consecuencia de la relacién Area/Volumen del reactor, y la temperatura
minima (235 °C) en la pared de la chaqueta. La conversion alcanzada fue
de 51%, rendimiento del 62% y una selectividad de 61.1%.

Figura 3. Corrida de 49 tubos con una conversién de 51
porciento, rendimiento de 62% y selectividad 61.6%

Méximo: 283.626
280
275

270

250
245

240
Minimo: 235.301

La figura 4 muestra la distribucién de temperaturas para el reactor con
97 tubos (64 de membranay 33 de enfriamiento). A diferencia de la con-
figuracion de 32 tubos, la temperatura méaxima se incrementé a 320 °Cy
la minima en 258 °C. Sin embargo, la conversién mejora en tres puntos
porcentuales. La conversion alcanzada fue de 54%; rendimiento del 51%
y una selectividad del 60.6%.
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Figura 4. Corrida de 97 tubos con una conversiéon de 54
porciento, rendimiento de 51%, selectividad de 60.6%,
rango de temperaturas de 258 a 320 °C

Maximo: 320.458
320

310

280

270

260
Minimo: 258.307

En la figura 5 se muestra la distribucion de temperaturas en un reactor
que consta de 137 tubos (88 de membrana y 49 de enfriamiento). Para
esta configuracion, se observa que existe un incremento muy drastico,
407 °C, y la conversién y rendimiento disminuye considerablemente, por
lo que no es recomendable considerar el disefio con esta configuracion
con las dimensiones establecidas. La conversién alcanzada fue de 24%,
rendimiento del 29% y una selectividad de 61.7%.

Figura 5. Corrida de 137 tubos con 24% de conversion,
rendimiento de 29%, selectividad de 61.7%,rango
de temperaturas de 283 a 407 °C
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En las figuras 6, 7 y 8 se muestran las gréficas de comparacién de los por-
centajes de conversién, rendimiento y selectividad de las tres distribucio-
nes mostradas en esta investigacidn, donde se puede apreciar que la me-
jor de ellas corresponde a un reactor constituido con 97 tubos, logrando
una mejor conversién y rendimiento respecto a las otras configuraciones.
Por otro lado se logra un mejor control de temperatura a través del reactor.

La figura 6 muestra el comparativo de la conversién alcanzada en la simu-
lacion para las distintas configuraciones, como se puede apreciar la que
mayor conversion presenta es la de 97 tubos con un 54%, seguida de la
49 tubos con un 51%y por dltimo la de 137 tubos con 24%.

Figura 6. Grafica comparativa de la conversién
en las tres distribuciones
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La figura 6 muestra que el mejor rendimiento alcanzado en las simulacio-
nes corresponde al reactor con 49 tubos, sin embargo, cuando la longi-
tud del reactor alcanza los 50 cm, se logra obtener el mismo rendimiento.
Es notorio que en el reactor con mayor nimero de tubos internos no se
tienen resultados positivos.
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En lafigura 7 se muestra el comparativo de la selectividad alcanzada en la

simulacién para las dist
tividad mejora cuando
mero de tubos se incre

intas configuraciones; ademas se aprecia la selec-
la temperatura es mayor, es decir, cuando el nu-
menta hasta 137 en la configuracién del reactor.

Figura 8. Comparacién de la selectividad
para tres configuraciones distintas
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Tabla 2. Resultados de la simulacién de conversion, rendimientos
y selectividades a diferentes condiciones de operacién

Condiciones Temperatura °C
wn
3 o
= @ 2 c ..g E
° S = i g T
o o © g £ %
g 5§ % T g E £ ¢ 8
oS ) ) g 3 O o a
(O] P4 [ [ = = X X X
1 49 0.002896 | 4.212 235 283 51 62 60.6
7 97 0.02606 1.6453 | 258 320 54 64 61.5
16 137 | 0.01158 2.6683 | 283 407 24 29 61.7

La tabla 2 muestra los mejores resultados de las simulaciones realizadas
con distintas distribuciones y configuraciones de tubos en el reactor, consi-
derando que el didametro del reactor (10 cm), su longitud (50 cm) y la per-
meabilidad de la membrana (6.08 x 10* m?/s Pa) se mantienen constantes.

4. Conclusiones

De lainvestigacion realizada se pueden resaltar las siguientes conclusiones:

Debido a que la optimizacion de la configuracién interna es una tarea
muy compleja, de acuerdo con la naturaleza discreta del nimero de tu-
bosy el gran nimero de alternativas para su colocacidn, se concluye que
una de las mejores alternativas corresponde a la configuracién de 97 tu-
bos, en la cual se obtuvieron los mejores rendimientos y conversiones, a
pesar de sacrificar la selectividad.

De acuerdo con las diferentes configuracionesy distribucién de los tubos
internos en el reactor, es posible lograr un buen control de temperatura
en el interior del mismo, logrando perfiles uniformes, tanto en las direc-
ciones axiales como radiales.

Para obtener las mejores condiciones de operacidn, se analizaron algunas
de las variables continuas como los flujos molares de los reactivos, obser-
vandose que cuando se mantiene constante uno de los flujos (etileno), las
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conversiones y rendimientos disminuyen, ademas la temperatura se in-
crementa significativamente. En el caso inverso, cuando el flujo de etile-
no varia, se observa un incremento en la conversién y en el rendimiento;
ademas de lograr un mejor control de la temperatura.

Para lograr la optimizacién de reactores de esta naturaleza se requiere
considerar: a) optimizacién de variables de flujos, concentraciones y tem-
peraturas de alimentacion asi como los flujos y temperaturas de las co-
rrientes de enfriamiento; b) estimacion de la variacion con la temperatura
en los pardmetros de transporte; c) considerar caidas de presién, y d)
anélisis de la variacién de didmetros de tubos de enfriamiento y membra-
nas en términos de las dimensiones del reactor.
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1. Introduccién

a contaminacion ambiental es uno de los principales problemas

de la sociedad contemporanea. El desarrollo tecnoldgico, el cre-

cimiento demogréfico, la industrializacién y el uso de nuevos mé-
todos de agricultura tecnificada son algunos de los factores que contri-
buyen a que se liberen al ambiente de forma continua cantidades cada
vez mayores de un gran niumero de sustancias quimicas, sintéticas y na-
turales. Dichas sustancias que se emiten al ambiente, en la mayoria de
los casos ya rebasaron la capacidad de los sistemas para transformarlas,
asimilarlas o eliminarlas; esto ha traido como consecuencia el deterioro
ambiental (Rivero y Pociano, 1993).

En México la Ley Federal para el Equilibrio Ecoldgico y Proteccién al Am-
biente de 1988 menciona que: “se entiende por contaminacién la pre-
sencia en el ambiente de uno o mas contaminantes (materia o energia)
o de cualquier combinacién de ellos que cause desequilibrio ecolégico”
(LGEEPA, 1998).

Las sustancias consideradas contaminantes atmosféricos son numerosas,
sélo por mencionar algunos: gases como el bidxido de azufre, los 6xidos
de nitrégeno, mondxido de carbono, biéxido de carbono, ozono, mate-
rial particulado (PST) y diversos metales pesados (Jiménez, 2002).

El cambio climético estd directamente asociado al consumo de energias
fésiles y, debido a esta situacién, el calentamiento global de la tierra es el
resultado del aumento de las emisiones de los gases de efecto inverna-
dero (Ballester, 2005).



El efecto invernadero es un fenémeno natural, el cual provoca un calen-
tamiento de la atmdsfera en sus capas bajas, los gases que lo producen
se denominan gases de efecto invernadero, compuestos naturales de la
atmésfera donde su concentracién y distribucion estéd regulada por los
ciclos de carbono y nitrégeno. Los principales gases de efecto inverna-
dero son producto de la actividad humana como: el N,O producto de
cambios de suelo agricola; CH, procedente del gas natural, residuos sé-
lidos y aguas residuales; CFC, proveniente de refrigerantes, repelentes y
productos en aerosol; y el CO, producto de la combustién de combusti-
bles fésiles. EI CO, es emitido principalmente por 3 sectores: transporte,
terciario (doméstico y servicios) y el sector eléctrico (Morales et al., 2008).

El impulso econdémico de los paises desarrollados y especialmente de
aquellos en vias de desarrollo, estd intimamente ligado al crecimiento
de la demanda energética. Las proyecciones energéticas indican aun la
necesidad de utilizar combustibles del tipo fésiles y dicha necesidad se-
guird en aumento hasta que no se desarrollen nuevas tecnologias verdes
y econémicamente eficientes. La baja eficiencia de los procesos actuales
se visualiza en los efectos de contaminacidon (cambio climético) haciendo
necesario controlar las emisiones de estos gases, como el CO,, regulan-
dolos, con el fin de proteger el medio ambiente (Morales et al., 2008).

El Protocolo de Kyoto es el primer paso esencial para la mitigacion de
la emision de contaminantes. Actualmente, se discute y promueven por
algunos gobiernos e industrias un instrumento adicional para mitigar el
cambio climético. Este instrumento es la captura y secuestro de carbono
(CCS, acrénimo en inglés de Carbdn Capture and Storage) (1998), que
consiste en la captura de diéxido de carbono, ya sea en una planta o insta-
lacién industrial. El transporte y la inyeccion final del CO, en formaciones
geoldgicas del subsuelo, se realiza principalmente en formaciones sali-
nas, o en yacimientos agotados de petréleo y gas. La captura de CO, pue-
de ser una contribucion significativa para mitigar el cambio climatico de
manera permanente en lugar de emitirse a la atmdsfera. Con la creciente
necesidad de reducir las emisiones antropogénicas de CO,, es evidente
que las tecnologias existentes y nuevas para generar energia eléctrica, a
partir de combustibles fosiles, tienen que desarrollarse aiin mas, pues este
sector representa una gran fuente de emisiones de CO, (Craing, 2009).
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La capacidad técnica de remover CO, de las fuentes puntuales de emi-
sion se ha establecido. Sin embargo, actualmente son muy pocas las ma-
nifestaciones en gran escala de esta tecnologia, principalmente por los
costos que implica y en la mayoria de los casos las tecnologias individua-
les no han sido integradas al nivel que estaba previsto. De esta manera, si
bien tedricamente se puede superar el indice de captura de emisiones,
el enfoque actual de las investigaciones estd en optimizar econémica-
mente los procesos utilizados en la actualidad (Heischkamp et al., 2009;
Morales et al., 2008).

Existen tres categorias donde se puede llevar a cabo la captura de CO,
en centrales eléctricas, las cuales son: Precombustion, Oxicombustién y
Postcombustion. La diferencia entre ellas consiste en el tratamiento del
combustible y el comburente. El uso de cada uno de estos métodos de-
penderd fundamentalmente de la concentracién de CO,, la presién del
gas y el tipo de combustible que se utiliza(Heischkamp et al., 2009; Mo-
rales et al., 2008).

2. Captura de CO, en las diferentes etapas de la combustién en plantas
generadoras de energia

2.1. Captura de CO, en la etapa de postcombustién

Este método consiste en producir a partir de gas natural o gas sintéti-
co (proveniente de la gasificaciéon de carbdn u otros hidrocarburos), una
mezcla gaseosa compuesta principalmente de H, y CO, para posterior-
mente separar estos dos gases. La separacién se basa en la descarbo-
nizacion del combustible antes de la combustiéon mediante técnicas de
gasificacién del carbén o reformado del gas natural, como se muestra en
la figura 1.



Figura 1. Disefio de planta con tecnologia de captura en precombustion
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Fuente: Vattenfall (2012).

Las tecnologias que existen para la Captura de CO, en esta etapa son las
que a continuaciéon se mencionan:

a) Adsorcion a cambio de presidon (PSA) - (TSA)
b) Separacion criogénica

c) Absorcion quimica

d) Absorcidn fisica
)

e) La separacién de membrana
2.2. Captura de CO, en la etapa de oxicombustién

El proceso se realiza durante la combustidn y tiene una excelente proyec-
cién como tecnologia aplicada, que consiste en utilizar oxigeno con un alto
grado de pureza para la combustion, por lo que los gases de escape estan
compuestos principalmente de H,O y CO,, que puede separarse facilmen-
te del vapor de agua mediante condensacién. En la figura 2 se presenta un
esquema basico de funcionamiento. Esta tecnologia es utilizada en centra-
les de nueva generacién con ciclos agua-vapor extremadamente critico, asf
como también en turbinas de gas con o sin calderas de recuperacion.
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Figura 2. Esquema de combustién en oxigeno
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Al ser una tecnologia reciente, existen muchos proyectos de investigacion
en el tema buscando mejores desempenos, eficiencias y bajos costos.

2.3. Captura de CO, en la etapa de la postcombustién

En este sistema, como se muestra en la figura 3, el CO, se separa de la
corriente de los gases de escape producidos durante la combustién en
presencia de aire y una porcién de combustible, el cual no ha sido pre-
viamente tratado. Los métodos més utilizados para esta etapa donde el
combustible y el comburente no tienen un previo tratamiento, provoca
que los gases de emitidos en su mayoria contengan SO, NO , CO, y ma-
terial particulado.

Para su captura posterior, entre los procesos més viables se encuentran
el ciclo de calcinacidn, carbonatacién y la absorcién quimica con aminas.
El resto de las opciones es menos utilizado ya sea por su bajo desarrollo
o por los altos costos que implican. Dentro de ellas se encuentran la ad-
sorcién fisica, la destilacién criogénica y las membranas.



Figura 3. Disefio de planta con tecnologia de captura en postcombustién
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3. Captura de CO, con aminas, en la postcombustién

Hoy en dia, la obsorciéon quimica es la técnica mas estudiada, madura y
con mayor garantia de poder escalar a nivel industrial para llevar a cabo
la captura de CO,. Esta se basa en la reaccién quimica de una base al-
calina en medio acuoso con un gas acido. Generalmente consta de un
absorbedor, un desasorbedor, una bomba de recirculacién, un calderiny
un condensador, como se muestra en la figura 4. Para ello se utilizan com-
puestos quimicos (aminas y nuevos absorbentes en investigacidn) con
gran afinidad a los gases &cidos (CO,) y se usan como solventes formu-
lados. Algunos de ellos también contienen activadores para promover la
transferencia de masa en la absorcién.
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Figura 4. Diagrama de flujo de absorcién quimica
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Fuente: Instituto Tecnoldgico de cerdmica (2010).

Los gases de combustién se introducen por la parte inferior del absorbe-
dor (torre/columna) donde, a contracorriente, entran en contacto con
una corriente liquida introducida por la parte superior y generalmente
basada en aminas. EI CO, reacciona con los grupos amina, formando el
correspondiente carbamato, que se extrae por la parte inferior del se-
parador conduciéndolo a la siguiente unidad. Alli se eleva su tempera-
tura, lo que provoca la regeneracién de la amina que se reintroduce en
el proceso, y CO, que se comprime y transporta hasta el lugar dénde
serd almacenado o utilizado. La concentracion de CO, recuperado es del
99.9% en volumen.

Como aminas, se emplean disoluciones acuosas de alcanolaminas, como
la monoetanolamina (MEA), dietanolamina (DEA), trietanolamina (TEA) y
metildietanolamina (MDEA). Se trata de un proceso muy efectivo, aun-
que tiene ciertos inconvenientes, como: la necesidad de gran cantidad
de energia para la recuperacién de la amina saturada y la degradacion
de la misma, asi como la tendencia de los elementos utilizados en el
proceso a corroer el equipo. En la tabla 1 se muestra algunas ventajas y
desventajas de esta tecnologia (Instituto Tecnoldgico de Cerédmica, 2010;
Morales, 2008).



Tabla 1. Ventaja e inconvenientes de la absorcién quimica

Ventajas Inconvenientes
Tecnologia comercial en diversos procesos, | Consumo de vapor, aproximadamente 1 tone-
muy estudiada. lada de vapor por tonelada de CO2.
Requiere menos modificaciones en plantas | Consumo eléctrico: 18 kWh/t CO2.

existentes. Consumo de agua de refrigeracion.

Posibilidad de utilizar varios sistemas en serie,

atl Gran volumen de gases.
de manera que se optimice el proceso.

. ] Depuracién adicional, para eliminar SO2 y
El proceso se ve favorecido por las bajas pre- | NOy.

siones parciales, de los gases a tratar. . .
Consumos de nuevas materias primas (amo-

niaco, aminas...).

Fuente: Instituto Tecnoldgico de cerdmica (2010).

Aunque existen varias tecnologias comerciales para la separacién de
CO,, el lavado de los gases de combustiéon con aminas se proyecta como
la més prometedora cuando se trata de una aplicacidén a gran escala.
Como una planta de 500 MW o més grande. Una razén de lo expuesto
anteriormente, es la gran experiencia que se tiene en la operacién de
este proceso, en la industria petroquimica para la recuperacién mejorada
de petréleo (EOR, acrénimo en inglés de Enhanced Oil Recovery)(Heis-
chkamp et al., 2009).

Una de las aminas utilizadas en este proceso es la (MEA) Monoetanolamina
(Figura 5)y se caracteriza por su alta capacidad de absorcién, bajo peso mo-
lecular y alta alcalinidad. La estabilidad de su carbamato producido al reac-
cionar reversiblemente con el 4cido es uno de los principales problemas de
su utilizacién como solvente, ya que se requiere una gran cantidad de calor
para provocar la desorcién del gas(Davis y Rochelle, 2009).

Figura 5. Equilibrio de adsorcién de CO, por la MEA

NH. NH
HO/\\‘/ 2 + CO; > HD/\‘\/ 00,

MEA MEA Carbamate

Sin embargo, durante mucho tiempo se han logrado grandes avances sus-
tanciales en lo que respecta al desarrollo de nuevos disolventes. Otro fac-
tor es que esta tecnologia sélo se ha hecho para uso de plantas comercia-
les y las existentes estan disefiadas para capturar una cantidad maxima de
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1,000 ton/dia en el caso de la EOR, 800 ton/dia para la industria quimica 'y
300 ton/dia en la industria alimentaria (Heischkamp et al., 2009).

Un estudio realizado por Mangalapally et al., (2009), en Alemania, men-
ciona que el principal reto para la captura del CO, en la etapa de post-
combustién de los gases que se emiten en las centrales eléctricas, es la
reduccion de la eficiencia debido a la gran cantidad de energia que se
necesita para la regeneracion del disolvente; sin embargo mencionan
que una manera de reducir esta penalizacién en la eficiencia, es posible
con la aplicacién de nuevos solventes (Prasad et al., 2009).

A continuacién se menciona uno de los estudios realizados con aplica-
cién de nuevos solventes para la absorcion de CO,: se mezclé una solu-
ciéon acuosa de monoetanolamina (MEA) y 2-amino-2-metil-1-propanol
(AMP) y se llevd a cabo una serie de ensayos, para obtener informacion
sobre la transferencia de masa y datos para el disefio del proceso, en
donde se encontré que el coeficiente global de transferencia de masa ()
generalmente aumenta con el flujo de liquido, temperatura y concentra-
cién de amina total; no obstante, disminuye la presién parcial y la carga
de CO,. A una mayor concentracién de MEA en la mezcla de MEA-AMP
causa que aumente, pero ésta se revierte a cargas de CO, altas (Dey y
Aroonwilas, 2009).

Uno de los factores de seguir usando la MEA se debe a su bajo costo
de produccién y la disponibilidad relativa, otro es que en la actualidad
hay pocos datos publicados sobre las tasas de degradacion térmica de
MEA. Davis y Rochelle (2009) investigaron la degradacién de la MEA,
donde la degradacion térmica de la amina se cuantifica en funcién de
la concentracién inicial, la carga de CO, y la temperatura en un intervalo
de condiciones de la columna absorbedora y desabsorbedora. La suma
de los productos de degradacién de N,N'-di(2-hidroxietil)urea, 1-(2-hi-
droxietil)-2-imidazolidona, y N-(2-hidroxietil)etilendiamina constituyen la
mayoria del total de la pérdida de MEA. La temperatura es dependiente
de la velocidad constante, asi como de la energia de activacion, la cual
es similar a la de la dietanolamina de 29 kcal/mol que corresponde al
cuadruple de la velocidad de degradacién cuando la temperatura de la
columna desabsorbedora decrece 17°C. En 135°C la velocidad de de-
gradacion varia de 2.5 a 6% por semana. Utilizando datos especificos de
una columna desabsorbedora, originados a través del modelo Aspen®,
se observé que las pérdidas debidas al empaque son significantes, pero



la mayor pérdida de MEA ocurre en el rehervidor y en el sumidero re-
hervidor. La degradacion térmica es menor cuando la temperatura del
rehervidor se mantiene por debajo de los 110°C.

Otro reto importante para la eliminacién del CO, mediante la captura en
la post-combustion es la gran cantidad emitida de los gases de combus-
tion. En aplicaciones tipicas de combustion, el flujo de gas emitido son
del orden de miles de toneladas por hora, correspondiente a los millones
de metros cubicos por hora de combustible usado, y de cientos de tone-
ladas de CO, emitidos por hora(Prasad et al., 2009).

Si bien se tiene dificultades con la degradacion térmica de la amina, asi
como la gran cantidad de energia necesaria para poder liberar el CO, del
solvente, también es importante volver a sefialar lo mencionado en el pa-
rrafo anterior. “La gran cantidad de CO, producido en las centrales eléctri-
cas”. Por esta razén, también se ha llevado a cabo algunas investigaciones
sobre la integracién del proceso de captura de CO, por medio de simula-
cién numérica; en los cuales la principal idea es probar si la tecnologia de
remocion de CO, con aminas es viable para poder mitigar este contami-
nante en caudales de gran escala, como son las plantas de energia.

Alguno de estos estudios, como el realizado por Heischkamp y Oelje-
klaus (2009), se llevd a cabo por medio de un anélisis de integracién del
proceso de captura de CO, en una planta de energia, la cual utiliza car-
bén como combustible, incluyendo las condiciones adecuadas para po-
der transportar el CO,. Para este propésito, la simulacion de la planta de
captura se llevé a cabo mediante el modelo Aspen Plus® y la simulacién
de la planta de energia se realizé con EbsilonProfessional®. Los autores
concluyen que la simulacién del proceso de lavado con Aspen Plus® ayu-
dé a establecer las condiciones necesarias para proporcionar la cantidad
de energia requerida de la planta de potencia para la regeneraciéon del
solvente. Debido a que el proceso de lavado requiere una gran demanda
de energia utilizando MEA como solvente absorbedor y la captura de
CO, fue del 90%, los autores observaron que no es posible extraer vapor
del sistema de generacién de electricidad de la planta de potencia sin
afectar permanentemente su eficiencia.

En el articulo se menciona que la presidon decrece en la linea de vapor
como resultado de la extraccidén de vapor. Esto puede ser controlado
con la construccién de una valvula reguladora en la linea de vapor pero
también provocaria irreversibilidades. Por otra parte concluyen que para
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llevar a cabo la compresién del CO, es necesario tener al menos cuatro
etapas de compresién para alcanzar el estado supercritico del CO, (Heis-
chkamp y Oeljeklaus, 2009).

Actualmente, se estéan llevando diferentes estudios para la captura y se-
cuestro de CO,, entre los cuales se encuentra la absorcién y desorcién
con aminas. Varios de estos trabajos, como se mencioné anteriormente,
son enfocados al estudio de la degradacion de la amina y a la busqueda
de la alternativa de otros solventes; en muchos casos la amina mezclada
con otros compuestos. El estudio técnico-econdmico de las plantas pilo-
to o de demostracion, la caracterizacidon de empaques utilizados en las
columnas absorbedoras y desabsorbedoras, asi como a la integracién
del proceso en cuanto a energia por medio de simulacion. Todo esto rea-
lizado con la finalidad de que el proceso de captura de CO, por medio
de absorcion quimica sea empleado a gran escala para el tratamiento de
los gases de combustion de las centrales de energia.

4. Caracteristicas de la columna de absorcién experimental

La columna que se utiliza en este proyecto, para llevar a cabo el proceso
de captura de CO, experimentalmente, tiene dimensiones de 4.0 metros
de longitud, 3.0 metros de altura empacada y 0.3 metros de didmetro, se
encuentra ubicada en el Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares
(ININ) y estéd provista por el empaque estructurado ININ18. Durante la
experimentacidn se pone en contacto un flujo gaseoso y liquido a con-
tracorriente, donde se lleva a cabo la transferencia de masa de la fase
gaseosa a la fase liquida, en este caso Aire-CO,a MEA al 30%. La figura 6
ilustra la columna experimental. Las caracteristicas del empaque estruc-
turado ININ 18 son las siguientes:

Figura 6. Columna experimental del estudio.

Tipo Acero inoxidable
Hilo calibre 18 mm
Espacio poroso (g) 0.9633
Area geométrica (ap) 418 m?/m?
Didmetro (D,) 0.252m

Angulo (6) 45°



Fuente: Chavez et al. (1999).

Durante la experimentaciéon en la columna de absorcién se utilizaron dos
modelos matematicos para representar el fenémeno estudiado. Uno es el
modelo Hidrodinamico de Stichlmair, el cual es un modelo general desa-
rrollado para la prediccién de la caida de presién en las regiones de pre-
carga, carga e inundacion en columnas empacadas en las cuales el flujo
gaseoso y liquido estan en contracorriente. El modelo ha sido validado
para varios tipos de empaques, tanto para aleatorios y estructurados. El
segundo es el modelo de Bravo, el cual ha sido desarrollado para predecir
o analizar el rendimiento de columnas contenidas con empaques estructu-
rados. El modelo abarca la retencion liquida, la caida de presion, la maxima
capacidad de rendimiento y la eficiencia en la transferencia de masa.

5. Metodologia

Para determinar el costo econémico de una columna de absorcidn, capaz
de tratar el CO, emitido en una planta termoeléctrica, lo primero que se
realizé previo a este trabajo fue estudiar técnicamente la columna de ab-
sorcién experimental para determinar la capacidad de captura del CO,.
Para conocer la efectividad del proceso, se realizé lo siguiente:

1) Se determinaron las regiones hidrodindmicas de precarga, car-
ga e inundacidén experimentalmente.
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2) Se ajusté el modelo de Stichlmair a los valores hidrodindmicos
experimentales obtenidos.

3) Se evalud el grado de absorcion del CO, mediante el anélisis de
cromatografia de gases de las corrientes gaseosas de entrada y
salida de la columna experimental.

4) Se determiné la altura de una unidad de transferencia experi-
mentalmente y se confirmé el dato obtenido mediante el mo-
delo de Bravo.

Con los resultados técnicos obtenidos se realizd el escalamiento de la
columna experimental a una columna industrial, capaz de capturar el
CO, emitido en una planta termoeléctrica, ademas se determina el costo
del equipo.

5.1. Dimensionamiento de una columna de absorcion para la captura de
CO, emitido en una planta termoeléctrica

Para dimensionar una columna de absorcién, es necesario conocer el
efluente emitido de esta unidad, para lo cual se gestiond una coopera-
cién del Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares con la Comisién
Federal de Electricidad (CFE) para poder obtener datos de alguna planta
de generacion eléctrica del pais y conocer el dato anterior mencionado.
Con los datos técnicos previamente obtenidos, durante el estudio técnico
de la columna de absorcién y conociendo el flujo emitido en una planta
termoeléctrica, se determina el tamafo de la columna de absorcidn. Para
determinar experimentalmente la altura de una unidad de transferencia
(HETP), se utilizo la ecuacién que a continuacion se presenta.

HETP = Z/NTU (1)

Para el célculo del HETP en este estudio el valor de Z es de 3 metros, ya
que es la altura total empacada. Y para determinar el nimero de unida-
des de transferencia (NTU) necesarios para una absorciéon mayor al 90%
de CO, en esta investigacion se utilizo |a siguiente ecuacion:

NTU =y, -y,/(y-¥'), (2)

Estas ecuaciones se resuelven en funcién de las concentraciones de en-
trada y salidas de la columna de absorcién, considerando (y-y*),, es el



promedio logaritmico de las diferencias de concentraciones en los pun-
tos terminales de la torre (Treybal, 1988).

5.2 Anilisis econdmico de la columna absorciéon para el tratamiento del
CO, emitido en una planta termoeléctrica

Para determinar el costo de la columna de absorcién a escala industrial,
se utilizé bibliografia especializada. Una de estas bibliografias utilizadas
en este trabajo es el libro de Peter que tiene por titulo Plant Desing and
Economics for Chemical Engineers; con esta bibliografia se evalta el cos-
to de la torres, bombas, intercambiadores de calor, etc.(Peters y Timmer-
haus, 1980).

Por medio de la revista Chemical Engineering and Processing se obtiene
los indices de los costos, los cuales son actualizados cada tres meses.
Para actualizar los costos que se encuentran en los libros o publicaciones,
previas al afo que se desea estimar, se debe multiplicar el costo que re-
sulta del equipo por el factor del aflo que se requiere evaluar y se divide
entre el costo del afio del afio de evaluacion. Por ejemplo, si un equipo
cost6 $21,000.00 en 1990, entonces se multiplica por el factor del 2010 y
se divide por el factor de 1990, esta es una recomendacién de la Chemi-
cal Engineering and Processing.

6. Resultados

6.1. Escalamiento de la columna de absorcién

Los datos obtenidos experimentalmente durante el estudio técnico de la
columna de absorcién se muestran en las tablas 2 y 3:

Tabla 2. Porcentajes de absorcién obtenidos durante las experimentaciones

Pruebas ABSO1 ABS02 ABS03
experimentales
realizadas

Concentracion 0.095 % Absorcion | 0.095 % Absorcién | 0.095 % Absorcion
inicial a la entra
de la columna

Concentracién 0.0245 | 74.2 0.0204 785 0.0062 | 93.5
final a la salida
de la columna
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Tabla 3. Valores determinados experimentalmente de NTU y HETP

Pruebas experimentales ABSO1 ABS02 ABS03
realizadas
Valores de NTU 6.60 7.67 9.86
Valores de HETP 0.45 0.39 0.30

La diferencia que existe entre cada uno de los valores obtenidos en las
experimentaciones realizadas se debe al porcentaje con respecto a la
inundacién con que se operd la columna de absorcién. El flujo liquido
utilizado fue de L =15 I/min y los flujos gaseosos fueron G = 153, 187 and
215 m%/h, para ABS01, ABS02, ABS03, respectivamente y los porcentajes
a los que se operd la columna de absorcién con respecto a la inundacién
son: 41% para ABS01, 64% para ABS02 y 85% para ABS03.

Para determinar el tamafio de una columna de absorciéon a escala indus-
trial, capaz de capturar el CO, emitido de una planta termoeléctrica, que
emite 1200 Ton/h de gases de combustion, donde el 11% es CO,, se rea-
liza lo siguiente: Debido a que en un proceso de captura de CO, normal-
mente se realiza un lavado previo al efluente de los gases de combustidn
para retirar los SO _y NO,, la concentracién del CO, es reducida al 9.5%,
regularmente, por lo que al entrar a la columna absorbedora la concen-
tracidn inicial es el 9.5%, por lo que se prepard durante esta investigacion
una mezcla de aire-CO, a esa concentracion. El escalamiento se realiza a
partir de la columna de absorcidn experimental estudiada técnicamente.
Los datos utilizados para el escalamiento son los de ABSO1, ya que fue la
mejor absorcidn obtenida con el 93.5%, un valor de NTU de 9.86, HETP
de 0.30 metros; y con base en la relacién flujo de gas y liquido en la que
se llevd a cabo esta experimentacién, se obtiene una relaciéon (L/G) del
3.3.Enlatabla 4 se presenta los datos calculados para el escalamiento de
la columna a escala industrial.

Tabla 4. Escalamiento de la columna

Flujo de una unidad en una central eléctrica

G= 1200 Ton/h U= 1.0736  m/s
G= 1200000 kg/h HETP= | 0.3 m
G= 969619 m%h % Inundacién | 85

Continda...



Flujo de una unidad en una central eléctrica

G= 11.0109 kmol/s

G= 333.522 kg/s U= 1.3287 | kg/m?s
G' 12.1667 kmol/s A=125102 m?
L/G=| 3.3 Relacién de columna experimental

Utilizando la misma relacién para la central eléctrica
L' 40.1503 kmol/s

Diametro de la columna: T = 18 metros

A partir de los datos calculados se determina que para tratar 1200Ton/h
de gases de combustién emitidos en una planta termoeléctrica con una
concentracién de CO, del 9.5%, es necesario una columna con 18 metros
de didmetro y 3 metros de altura empacada.

6.2. Costo de una columna de absorcién para la captura de CO, emitido
en una planta termoeléctrica

Para determinar el costo de la columna a escala industrial se realiza lo
siguiente:

a) Numero de columnas experimentales necesarias para la colum-
na industrial escalada de 18 metros de didametro.

b) Configuracién de la columna de 18 metros de didmetroy 3 me-
tros de altura empacada.

c) Numero de empaques para columna empacada.

d) Costo de la construccién de la columna.

El nimero de columnas experimentales que se necesitan para cubrir el
didmetro de 18 metros de la columna escalada industrialmente es de 61.
En lafigura 7 se muestra la configuracién propuesta para tratar 1200Ton/h
de gases de combustién, con las columnas experimentales en un arreglo
en paralelo.
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Figura 7. Arreglo de columnas experimentales para columna escalada

Cada columna experimental cuenta con 16 empaques estructurados
ININ18, por lo que el total de empaques estructurados para las 61 co-
lumnas experimentales, son 964 empaques y su costo total de este nu-
mero de empaques es de 151,152 ddlares. Este costo es calculado con
respecto al costo de produccién para cada uno de los empaques ela-
borados, en donde se incluye la mano de obra, material e insumos. El
costo total para las 61 columnas es de 120,000 délares, en este costo
se contempla el cuerpo de la columna, soporte de la columna y mano
de obra, asi como insumos. El costo total de la columna de 18 metros
de didmetro con 3 metros de altura empacada y 4 de longitud, tiene un
costo total de 271,152 ddlares.

7. Conclusiones

El proceso de captura de CO, con monoetanolamina al 30%, en una co-
lumna de absorcidn es factible de ser escalado a nivel industrial, en este
caso en el tratamiento de los gases de combustién emitidos en plantas
termoeléctricas de México.

La captura de CO, con aminas en la parte de absorcién es altamente efi-
ciente, ya que la solucién acuosa de monoetanolamina al 30% al ser pura
no presenta resistencia a la transferencia de masa. Ademas, al operar la co-
lumna en un régimen de por arriba del 80% con respecto a la inundacién
se aumenta la rapidez de la transferencia de masa, en este caso el soluto
que es el CO, se transfiere eficientemente de la fase gaseosa a la liquida.



8. Nomenclatura

HETP
NTU
z
vy
(y-y*)y
ABSO1

ABS02
ABS03

Altura de una unidad de transferencia.

Ndmero de unidades de transferencia.

Altura de la torre experimental.

Concentraciones de la entra y salida de la columna experimental.

Promedio logaritmico de las diferencias de concentraciones en los puntos
terminales de la torre.

Experimentacién 1, llevada a cabo al 41% respecto a la inundacién.
Experimentacién 2, llevada a cabo al 41% respecto a la inundacién.
Experimentacion 3, llevada a cabo al 41% respecto a la inundacion.
Flujo liquido (I/min)

Flujo gaseoso (m%h)

Flujo gaseoso inerte (kmol/s)

Flujo liquido inerte (kmol/s)

Velocidad del gas (m/s)

Velocidad superficial de masa del gas (kg/m?s)
Area transversal de la columna (m?)

Didmetro de la columna
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1. Introduccién

a mayor parte de la energia producida en el mundo, aproximada-

mente el 80%, proviene de combustibles fésiles: petrdleo, carbon,

gas natural; sin embargo, estos son recursos no renovables, y po-
drian acabarse en 30 afios aproximadamente (Demirbas, 2005). Por ello,
el estudio de la sustitucion de éstos por otras fuentes de energia tales
como: energia edlica, energia solar, energia geotérmica, energia nuclear
y biocombustibles han cobrado gran importancia en los Gltimos afos.

Se llaman biocombustibles a todos aquellos combustibles liquidos obte-
nidos a partir de productos biomaésicos, que se utilizan principalmente en
motores de combustién interna o en calderas de calefaccidn; entre estos
se incluyen al biodiesel, bioetanol, biometanol, entre otros. Estos com-
bustibles pueden ser técnicamente viables, econémicamente competi-
tivos, presentar ventajas medioambientales y ser facilmente disponibles
(Blommel, 2008; Macleod, 2008).

Definicién de biodiesel. De acuerdo con la norma D6751-07b del Ameri-
can Society for Testing and Material Standard, biodiesel es el conjunto de
esteres monoalquilicos de 4cidos grasos de cadena larga derivados de
lipidos renovables, como los aceites vegetales empleados en los moto-
res de ignicion de compresion 6 en calderas de calefaccién. El biodiesel
no tiene una férmula molecular definida porque esté constituido por una
mezcla de diferentes moléculas que dependen del tipo de aceite que se
haya empleado (Marchetti, 2007).



Ventajas medioambientales del uso del biodiesel. El biodiesel presenta va-
rias ventajas medioambientales, a continuacion se listan algunas de éstas:
alta biodegrabilidad, 98.3% en 21 dias; reduccién de un 48% de las emisio-
nes de mondxido de carbono; reduccion de un 40% de las emisiones de
oxidos de nitrégeno; en su combustion no se generan productos organicos
aroméaticos; disminucién del efecto invernadero; contiene 11% de oxigeno
en peso y no contiene azufre; disminucién en un 47% de las emisiones de
las particulas sélidas; mejora la lubricidad del combustible, aumentando
la vida util de los motores; es altamente biodegradable en el agua; no es
téxico, aproximadamente 10 veces menos téxico que la sal comun; reduce
el calentamiento global debido a que emite menos CO, (78% menos) en
su ciclo de vida, que el fijado mediante el proceso de fotosintesis por las
plantas usadas para producirlo (Filippis, 2005; Fukuda, 2001).

Normas para la caracterizacién del biodiesel. Los métodos analiticos usa-
dos para determinar las caracteristicas del biodiesel son recomendados
por la Organizacion Europea para la Normalizacién (UNE-EN 14214 Este-
res de metilo de acidos grasos (FAME) para motores diesel) esta organi-
zacion especifica los criterios que debe de satisfacer un biodiesel de alta
calidad, o una mezcla de diesel y biodiesel, para su uso en motores de
vehiculos. De la norma UNE-EN 14214, el porcentaje de ésteres metilicos,
la viscosidad y el indice de acidez son las mas importantes, ya que deter-
minan la calidad del biocombustible.

Métodos de obtencién del biodiesel. Existen tres procesos para la obten-
cién de biodiesel, a continuacién se detalla cada uno de ellos y se hace
énfasis en el de transesterificacion, que es el método que se aplicé para
probar la actividad catalitica de los materiales propuestos.

Pirdlisis o craqueo térmico. El biodiesel que se obtiene a través de éste
método, es por la aplicacién de energia térmica en presencia de aire o ni-
trogeno (entre 500y 850 °C); la descomposicidon térmica de los triglicéridos
produce una mezcla de compuestos: alcanos, alquenos, compuestos aro-
maticos y acidos carboxilicos. Mientras que la irolisis de aceites vegetales
genera aceptables cantidades de azufre, agua y cenizas, es inaceptable la
cantidad de residuos de carbono, esto representa una desventaja en este
proceso. Los productos que se obtiene son quimicamente similares a los
derivados del petréleo (gasolina y diesel). Otra desventaja es que al remo-
ver el oxigeno durante el proceso térmico, también se elimina cualquier be-
neficio ambiental por el uso de combustible oxigenado (Demirbas, 2005).
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Microemulsiones. El uso de microemulsiones con solventes como el
metanol, etanol y 1-butanol para la produccién del biodiesel, han sido
estudiados como un medio para resolver el problema de la alta visco-
sidad de los aceites vegetales; las microemulsiones estdn formadas por
una dispersién estable entre el alcohol y el aceite, éstas son isotrépicas
y termodindmicamente estables en el aceite, el agua y el surfactante. Las
desventajas de utilizar este método son la produccién de residuos de
carbono, una incompleta combustién y un incremento de la viscosidad
del producto final (Mittelbach, 2004; Zmijewski, 1983).

Transesterificacion o alcohdlisis. El biodiesel también se obtiene a través
de la transesterificacién de aceites y grasas con alcoholes de bajo peso
molecular, en presencia de un catalizador adecuado. Generalmente, un
mol de triglicérido reacciona con tres moles de alcohol para formar un
mol de glicerina y tres moles de esteres del acido graso respectivo; sin
embargo, por ser una reaccion reversible, en la practica es necesario un
exceso de alcohol para desplazar el equilibrio de ésta hacia los produc-
tos (Bournay, 2006; Mittelbach, 2004; Suppes, 2004).

La misidn del catalizador es la de aumentar la solubilidad del alcohol en
el aceite, facilitando el progreso de la reaccion de transesterificacidn. De
acuerdo a Suppes et al. (2004) actualmente, a nivel industrial se emplea
la catélisis basica homogénea, alcanzando altas conversiones (> 98%),
con condiciones moderadas de operacion; sin embargo, la etapa de re-
mocidén de las trazas del catalizador y de los subproductos requiere de
técnicas adicionales, lo que incrementa los costos de produccidn. Por lo
anterior, el desarrollo de catalizadores heterogéneos que puedan dismi-
nuir dichos costos, representa un desafio (Romero, 2004).

Variables de la reaccidn de transesterificacién. Marchetti et al. (2007) esta-
blecen que las variables mas importantes en la reaccion de transesterifica-
cién son el tipo de aceite, el tipo de alcohol, la relacién molar alcohol: acei-
te, la temperatura de reaccién, el tipo de catalizador y su concentracion.

Tipos de aceites. Se utilizan aceites vegetales, grasas animales y aceites
de reuso, principalmente. Los acidos grasos que conforman los triglicé-
ridos varian segun el tipo de aceite (girasol, colza, coco, soya, palma, ca-
nola, etc.) o la grasa animal, de estas la mas utilizada ha sido la grasa de
pollo (Marchetti, 2007; Mittelbach, 2004; Ma, 1995).



Tipo de alcohol. Se utilizan alcoholes desde 1 hasta 8 &tomos de carbonos,
como metanol, etanol, propanol, isopropanol, butanol y alcohol amilico.
Generalmente se utilizan el metanol y el etanol, porque requieren condi-
ciones moderadas de temperatura de reaccion (aproximadamente 60 °C)
con relaciones molares, alcohol: aceite, similares (6:1 a 15:1); mientras
que para relaciones molares similares con otros alcoholes, como butanol,
se requieren temperaturas de hasta 114 °C para alcanzar conversiones
Optimas de la reaccion. El metanol es el alcohol méas usado en la reaccién
de transesterificacion, por su bajo precio comparado con el precio de los
otros alcoholes, y por sus propiedades fisicas y quimicas (caracter polary
su numero de carbonos) que favorecen tiempos cortos de reaccion, si se
compara con el etanol en condiciones similares de reaccién. La desven-
taja del uso de metanol es que éste se obtiene a partir de combustibles
fésiles, mientras que el etanol se obtiene de fuentes renovables ademas
de ser menos téxico que el primero (Plentz Meneghetti, 2006; Demirbas,
2005; Geise, 2002). La reaccidn de transesterificacidn con etanol (etané-
lisis), produce biodiesel con un mayor indice de cetano. Sin embargo la
separaciéon del biodiesel de la glicerina es mas dificil por la formacién
de emulsiones (esteres etilicos-glicerina) estables, ademas de que no se
dispone de alcohol etilico puro, el contenido de agua presente promue-
ve reacciones secundarias que reducen la cantidad de biodiesel (Plentz
Meneghetti, 2006; Zhou, 2006).

Relacion molar alcohol: aceite. La relacidon 6ptima entre el alcohol y el
aceite depende del tipo de catalizador que se utilice, el aumento de la
relacion molar permite alcanzar conversiones mayores al 90% en tiem-
pos mas cortos, debido a que un exceso de alcohol desplaza el equilibrio
hacia la formacién de los productos. Freedman et al., (1986) mostraron
que con una relacion molar metanol: aceite de 6:1, se obtiene un maximo
de rendimiento de esteres (93 a 98%) en un medio homogéneo basicoy
aceites como los de soya, girasol o cacahuate. Si se aumenta la cantidad
de alcohol por encima de relaciones 15:1, separar la glicerina es dificil
y el rendimiento aparente de los esteres desciende debido a que parte
de ésta se disuelve en el biodiesel. Las reacciones catalizadas por acidos
requieren relaciones mayores, del orden de 30:1 (Freedman, 1984). Yan
et al., (2008) reportaron el efecto de relaciones molares metanol/ aceite
de colza, de 3:1, 6:1,12:1.18:1, 36:1 y 42:1, con el sistema heterogéneo
(CaO/MgO), obteniendo porcentajes desde 13% hasta 92%.
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Temperatura de reaccién. La transesterificacién puede llevarse a cabo a
diferentes temperaturas, dependiendo del aceite o grasa utilizada. Las
temperaturas de reaccidn reportadas en la mayoria de los trabajos van
de 20 a 65 °C, ya que un aumento de ésta produce un aumento de la
saponificacién del aceite, disminuyendo en consecuencia el porcentaje
de esteres (Vicente, 1998). La reaccidn a presion atmosférica se realiza a
temperaturas cercanas al punto de ebullicién del alcohol utilizado, en el
caso del metanol de 60 a 70 °C. De acuerdo a Gerpen (2005), la mayoria
de los procesos industriales, con sistemas homogéneos, trabajan a bajas
temperaturas, presién atmosférica y tiempos de reaccién largos para dis-
minuir sus costos de produccién.

Tipos de catalizadores. La transesterificacién de triglicéridos se produce
en ausencia de catalizadores si las condiciones de presion y temperatura
son supercriticas, lo que encarece el proceso y lo hace poco viable (Tan,
2010). La principal ventaja de no utilizar un sistema catalitico en la reac-
cién de transesterificacion, es que se obtienen esteres de alta pureza (>
96.5%) y glicerina sin jabdn. Los catalizadores pueden ser homogéneos,
heterogéneos o enzimaticos. A continuacién se hace un anélisis del esta-
do actual del uso de catalizadores heterogéneos para la reaccion de tran-
sesterificacidn, se incluyen algunos de los trabajos mas relevantes sobre
este topico, en funcion de las condiciones de operacion o del porcentaje
de biodiesel obtenido.

Catélisis heterogénea

En la Ultima década se ha dado un desarrollo importante de sistemas
heterogéneos a nivel laboratorio, generalmente utilizando aceites vege-
tales y metanol (Xie, 2006); sin embargo, algunos de estos catalizadores
son dificiles de preparar, lo que incrementa su costo, y otros requieren
condiciones supercriticas de operacién (Albuquerque, 2008). Las venta-
jas del uso de los catalizadores heterogéneos es la minimizacién de las
etapas finales de purificacién de los productos, ya que estos catalizado-
res se eliminan facilmente del medio de reaccidn (utilizando un solvente)
por no estar disueltos; ademéas de mejorar el rendimiento de la reaccion,
ya que se reducen o eliminan reacciones secundarias indeseables (hi-
drolisis y saponificacién). Al no producir jabones por neutralizacién de
los acidos grasos libres ni por saponificacion de los triglicéridos, su uso
en aceites y grasas de alto indice de acidez mejora el rendimiento de la
reaccion. Adicionalmente estos catalizadores se pueden regenerar para



ser utilizados nuevamente y tienen un bajo grado de corrosién. Por lo an-
tes citado, el uso de catalizadores heterogéneos disminuye los costos de
produccién y resultan medioambientalmente amigables (Dossin, 2006;
Fukuda, 2001).

De acuerdo con diferentes estudios el caracter del catalizador (4cido o
bésico), determina la velocidad de la reaccidon de transesterificacidn. Este
aspecto esta relacionado con la fuerza basica del material y su nimero
de sitios activos, que favorecen la reaccién de transesterificacidn; por ello
el biodiesel es usualmente producido utilizando catalizadores bésicos,
sin embargo existen diferentes estudios con sistemas &cidos (Di Serio,
2008; MacLeod, 2008; Marchetti, 2007; Bournay, 2006; Zhu, 2006; Lote-
ro, 2005). Entre los catalizadores heterogéneos desarrollados en diferen-
tes investigaciones se encuentran: carbonatos (Na,CO,, K,CO,, CaCO3);
oxidos alcalinos (K,O, Na,O) y alcalinotérreos (CaO, MgO, SrO, BaO);
6xidos metélicos como ZnO, resinas de intercambio idnico, zeolitas, en-
tre otros (Verziu, 2008; MacLeod, 2008; Liu, 2007; Dossin, 2006; Encinar,
2005; Suppes, 2004; Fukuda, 2001). En este contexto se ha evaluado la
actividad catalitica de los éxidos de metales alcalinotérreos, presentan-
do el siguiente orden: MgO<CaO<SrO<BaO, debido a su radio idnico y
su alcalinidad. En otro estudio se probaron diferentes éxidos metalicos,
SrO, MgO y ZnO para la obtencién de biodiesel; en todos los casos se
observé un mecanismo homogéneo: leaching y una cantidad importante
de subproductos no deseables: jabones metélicos o gliceratos metaélicos
(Ramos, 2008; Bournay, 2006).

La oclusion de especies activas como son los dxidos, en diferentes sopor-
tes como zeolitas, aliminas y otros, tiene como propdsito incrementar la
actividad catalitica del material y/o la formacién de un material altamente
reactivo pero mas econémico que al utilizar el éxido solo. En este senti-
do, Davis (2000) ha reportado que los éxidos metélicos soportados en
zeolitas ha dado como resultado un incremento en la basicidad del cata-
lizador. El precursor es introducido al soporte a través de impregnacién
o por intercambio iénico y por medio de un tratamiento térmico se forma
el 6xido del metal.

Para la propuesta de los catalizadores se consideraron las ventajas de
la zeolita NaX, material débilmente basico y aplicable a utilizarse a nivel
industrial. La especie activa que se eligié fue Na,O, para incrementar el
caracter basico del soporte, tomando como base que se han reportado
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resultados moderados con este metal. Se espera obtener porcentajes
mayores al 90% de biodiesel a condiciones moderadas de reaccién. Se
considera que la propuesta es novedosa puesto que no existen trabajos
previos que utilicen este sistema ni el método de preparacion.

2. Experimentacion

Reactivos

Aceite. Se utilizé como materia prima aceite de girasol, adquirido en un
centro comercial.

Alcohol. Se utilizé el metanol, adquirido con J. T. Baker, con una pureza
del 99.98%.

Catalizador. La zeolita Faujasita (NaX), con una relacién molar silicio/alu-
minio de 1.3, fue suministrada por Fluka. La sal precursora fue acetato de
sodio anhidro con una pureza del 99.3%, proporcionada por Fermont.

Preparacion de los catalizadores

Los catalizadores preparados para el desarrollo de este trabajo son cata-
lizadores soportados, ya que la especie activa (Na,O) se depositd sobre
la zeolita NaX, la cual también actla en la reaccién por presentar un ca-
racter débilmente basico, ejerciendo una accién paralela o cooperativa
con la fase activa (catalizador bifuncional) (Walton, 2006; Barthomeuf,
2003; Perego, 1997). Ertl (1997) ha reportado que el uso de la zeolita
NaX como soporte, también se justifica por su gran superficie especifica
y porosidad, con objeto de extender el drea del agente activo (Na,O), y
mejorar la estabilidad del catalizador evitando la unién o sinterizacion de
los sitios activos por efecto de la alta temperatura y mejorar las caracte-
risticas mecanicas. Para la preparacion de los catalizadores se siguieron
las etapas de preparacidn reportadas por Pinna (1998), estas etapas son:
precalcinacién, secado, calcinacion y reduccion.

Catalizador con éxido de sodio

Se utilizé la técnica de impregnacién a humedad incipiente para soportar
el 6xido de sodio. Se trabajoé con las concentraciones de 4.5y 6%, en por-
centajes en peso de sodio, en relacién al peso de la zeolita NaX. Se esta-



blecieron estos porcentajes en base a trabajos reportados, con objeto de
preparar un catalizador fuertemente baésico, y obtener un porcentaje de
biodiesel mayor al 90% (Albuquerque, 2008; Di Serio, 2008; Ramos, 2008;
Yan 2008; Di Serio, 2006; Xie, 2006; Suppes, 2004; Barthomeuf, 2003).

Caracterizacién de los catalizadores

Aunque actualmente hay una gran variedad de técnicas analiticas para la
caracterizacion de catalizadores heterogéneos, la eleccién depende de
la informacién que se desee obtener. Para este trabajo se emplearon las
técnicas de Fisisorcion de Nitrégeno, Microscopia Electrénica de Barrido,
Espectroscopia Fotoelectrénica de Rayos X, Absorcién Atémica, Disper-
sion de Luz y el Método Cualitativo de Hammett.

Reaccién de Transesterificacion

La actividad catalitica de los catalizadores fue evaluada en la reaccién de
transesterificacion de aceite de girasol con metanol, se llevo a cabo en
un sistema por lotes, en un matraz de vidrio de 250 mL equipado con un
condensador de reflujo y un agitador magnético, inmerso en un bafio a
temperatura constante. Al finalizar la reaccién se separé el catalizador y
la glicerina por centrifugacién y decantacidn respectivamente; el meta-
nol se elimind por evaporacion a vacio. Las variables de operacion que
se mantuvieron constantes en la reaccién de transesterificacion fueron:
Tiempo de reaccién 6 h, temperatura de reacciéon 65°C, relacion molar
alcohol: aceite 6:1, velocidad de agitacién 70 rpm y presién atmosférica.

A partir de los mejores resultados obtenidos, se decidié hacer un disefio
de experimentos para optimizar el sistema Na,O-4.5/NaX. Los niveles es-
tablecidos para este sistema se muestran en la tabla 1.

Tabla 1. Rangos y niveles experimentales de las variables independientes
para la reaccién de transesterificacién con Na,0-4.5/NaX

Variable de operacién Rango y niveles
-1 0 1
Temperatura de reaccion (°C) 40 50 60
Relaciéon molar alcohol: aceite 4:1 5:1 6:1
Catalizador (% en peso) 5 7.5 10
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Caracterizacidn del Biodiesel

Para evaluar la calidad del biodiesel producido se determinaron las si-
guientes propiedades: contenido de ésteres metilicos, la viscosidad ci-
nematica, el indice de acidez y el punto de inflamacién; que se conside-
ran requisito a cumplir para la comercializacién del biocombustible, de
acuerdo a la norma UNE-EN 14214.

3. Resultados y discusién

Caracterizacién de los catalizadores Na,O/NaX.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). Se consideraron las muestras
de 4.5y 6% de Na,O y la zeolita de partida, para analizar la morfologia
del material; en todos los casos no se observaron cambios en la estructura
de la zeolita de partida. Por ejemplo, en el material Na,O-6/NaX se obser-
va que el catalizador tiende a aglomerase y se aprecia que la morfologia
de la zeolita patrén y su estructura esférica no se modifica, al tener sodio
la zeolita de partida no se observa el metal sobre la superficie. Con esto
se puede inferir que existe una buena dispersién del Na,O (Figuras 1y 2).

Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS). Esta técnica se utilizd
para analizar la estructura electrénica de las moléculas de sodio de los
materiales Na,O/NaX. Esto permitié comprobar la formacién del éxido
de sodio en el soporte, ratificando con ello que la técnica de impregna-
cién fue eficaz. Por ejemplo, al analizar la sefal asociada al sodio 1s, en
el material con el 4.5% se observé que ésta incluia més de un grupo, se
realiz6 su deconvolucién y se identificaron las energias del sodio de la
zeolita NaX y del sodio del Na,O, a 1070.55 eV y 1072.5 eV respectiva-
mente (valores de energia de enlace del Instituto Nacional de Estandares
y Tecnologia, NIST).

Isotermas de fisisorcion. Se determind la distribucion de tamafo de poro
y el area superficial de los materiales. Como se observar en la tabla 2,
el area superficial y el volumen de poro decrecen con el incremento en
el porcentaje de sodio impregnado en la zeolita; este comportamiento
se debe a que el sodio ocupa el volumen de los poros del soporte, esto
coincide con resultados reportados por otros autores (Ramos, 2008; Su-
ppes, 2004).



Tabla 2. Caracteristicas morfolégicas de los catalizadores con sodio

Caracteristicas morfolégicas a 350 °C NaX Na,0-4.5% Na,O-6/%
Area BET (m%/gr) 710 185 90
Didmetro medio de poro (A) 16.61 20.93 24.71
Volumen total de poro (m®/ g) 0.2951 0.0971 0.0256

Absorciéon Atémica. Esta técnica se utilizé para determinar la cantidad
de metal soportado en la zeolita NaX. De acuerdo con los resultados
obtenidos (no se incluyen), se puede concluir que el método de impreg-
nacion es eficaz y eficiente, puesto que se estd impregnando la cantidad
que se desea.

Dispersion de Luz. Esta técnica se basa en el anélisis del patrén de dis-
persién generado al interactuar la luz para determinar el didmetro pro-
medio de particula y se utilizé con las muestras del 4.5y 6% de sodio y
la zeolita patrén, obteniendo 3.687 pm, 3.687 ym y 3.358 pm respec-
tivamente. Como se observa el incremento en el tamafio del didmetro
no es significativo respecto a la zeolita patrén, esto es congruente si se
considera que el porcentaje del metal soportado es menor al 10%. Es
importante resaltar que no existe diferencia entre el 4.5y el 6% de sodio,
lo que confirma los resultados de las caracteristicas morfoldgicas, que
sefalan una disminucién importante en el drea de microporos, estos re-
sultados sugieren que para el material del 6% de sodio, el metal ocupa
los espacios de los canales de la red de la zeolita disminuyendo el rea
superficial y aglomerando al soporte.

Método Cualitativo de Hammett. En cuanto a los resultados obtenidos al
aplicarlatécnica de indicadores de Hammett se observé que, aun cuando
la zeolita de partida contiene sodio no hubo un vire de color (de blanco a
rosa) con la fenolftaleina, esto indica un caracter bésico débil. Cuando el
porcentaje impregnado de sodio es de 4.5y 6% la fenolftaleina cambia a
violeta, lo que indica que ambos catalizadores tienen la fuerza béasica su-
ficiente para transformar la fenolftaleina en sus bases conjugadas casi en
su totalidad, numéricamente estos catalizadores tiene un pK_ cercano un
pK, de 15. Los resultados mostraron un aumento en la basicidad cuando
se incrementa el porcentaje de sodio impregnado (tomando en cuenta la
zeolita patrén y la de 4.5%), y sin cambio al incrementar el porcentaje de
sodio impregnado de 4.5 a 6%. Este comportamiento se puede explicar
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porque con el 4.5% sodio se favorece la formacién de sitios basicos en
el catalizador por la oclusién de éxidos de sodio en la zeolita y para el
material con el porcentaje de sodio del 6%, el caracter basico es practica-
mente el mismo, esto se confirma con el porcentaje de ésteres metilicos
que se obtuvo con estos materiales.

Reaccién de Transesterificacion.

Actividad catalitica. El porcentaje éptimo de dxido de sodio fue de 4.5%
con 98.6% de biodiesel, si se considera que la diferencia entre el porcen-
taje de esteres metilicos con el 4.5y el 6% de Na,O no es significativa
(0.5%). Es decir con el 6% de 6xido se obtuvo un 99.1% de biodiesel.
Como se observa, en ambos casos se cumple con la norma UNE 14214,
También se evalué la estabilidad del catalizador en un periodo de 12
semanas, en la semana 1 se obtuvo un 99.1% de esteres metilicos, en la
semana 4 el 98.8%, en la semana 8 se obtuvo el 98.2% y en la semana 12
el 97.9%. Se puede concluir que la disminucién en el tiempo no es sig-
nificativa, y que considerando que la zeolita de partida es higroscépica,
el ensuciamiento del catalizador con compuestos del ambiente puede
ocasionar su contaminacién y con ello bloqueo de los poros.

Caracterizacion del Biodiesel. Las propiedades fueron evaluadas de
acuerdo a la norma UNE-EN 14214. El producto obtenido con el 4.5y
el 6% de éxido de sodio cumple con todas las especificaciones, lo que
asegura su viabilidad técnica, ademas en caso de utilizarse como bio-
combustible se podria disminuir su costo al utilizarse en mezclas con el
diesel de origen fésil, siendo lo méas comin 20% de diesel fosil y 80% de
biodiesel (Demirbas, 2005).

Optimizacién del sistema con Na,0-4.5/NaX. Se decidié optimizar el sis-
tema con el 4.5% de 6xido de sodio, esto obedece a que en base a los
resultados obtenidos con este catalizador, se esperaria poder escalar la
reaccidn de transesterificacién utilizando este material. Se trabajé con la
metodologia de superficies de respuesta. Esta técnica permite construir
un modelo matemético para analizar una variable de interés (biodiesel) y
como es influenciada por otras (cantidad de catalizador respecto al acei-
te, relacién molar alcohol: aceite, temperatura de reaccién). El objetivo
es determinar las condiciones éptimas del sistema (condiciones de reac-
cién) para obtener el mayor porcentaje de ésteres metilicos a condicio-
nes moderadas de operacion.



En la tabla 1 se presentaron los niveles de los factores con los que se
trabajo. Se entiende por factor a las condiciones del proceso que influen-
cian la variable respuesta: cantidad de catalizador respecto al aceite (en
porcentaje); relacion molar alcohol: aceite, temperatura de reaccién. Y
por respuesta se refiere a la cantidad medible cuyo valor se ve afectado
al cambiar los niveles de los factores de estudio, en este caso el porcen-
taje de biodiesel. Se han reportado en otros trabajos que la funcién de
respuesta para la reaccion de transesterificacion es una ecuacion poli-
nomial, y para este sistema se obtuvo una ecuacién de segundo grado
utilizando el SPSS versidon 14 (Pinzi, 2010; Tan, 2010; Vicente, 1998).

B =63.3083 + 10.1944 X, + 4.2650 X, + 9.2694 X, +5.6583X,2 +1.9633X,2
+8.2333 X,2 + 1.6300 X,X, -0.9367 X, X+ 0.6208 X,X,

Donde: B es el porcentaje de biodiesel (%), X, es la temperatura
de reaccién (°C), X, es la cantidad de catalizador (% en peso), y
X, es la relacién molar alcohol: aceite.

De acuerdo con los coeficientes de la ecuacion codificada se puede
deducir que las variables que tiene un mayor efecto en la reaccion de
transesterificacién son: temperatura de reaccién X,, y la relacién molar
alcohol: aceite X, y la interaccién de las variables X X,. En cuanto a la
interaccion X, X, temperatura-relacién molar alcohol: el aceite tiene un
efecto negativo en dicha reaccién. Estos valores permitiran proponer va-
lores para optimizar el proceso, se podrén inferir los valores con el anali-
sis de las superficies de nivel, o bien se pueden proponer valores y sus-
tituirlos en la ecuacién y con ello inferir el comportamiento del sistema.
Se llevaron a cabo 30 reacciones, para modelar el sistema, los valores de
porcentaje de biodiesel que se obtuvieron van desde 53.82 hasta 99.3%,
dependiendo de las condiciones de reaccion. Para cada condicién se lle-
varon a cabo tres repeticiones.

El modelo se evalud con un anélisis ANOVA con un nivel de significancia
del 95%. El nivel de correlacién alcanzado fue del 92.5%, esto indica que
el modelo es significativamente adecuado. Resultados similares han sido
reportados en otros trabajos (Zhang, 2010). A continuacién se incluyen
las superficies de nivel que se obtuvieron a partir del modelo matema-
tico, asi como el andlisis hecho a cada grafica. Como se observa en la
figura 3, a mayor temperatura de reaccion el porcentaje de biodiesel se
incrementa, en cuanto a la cantidad de catalizador se genera un minimo
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con el 7.5% en peso, y se presentan dos maximos con 5y 10% en peso
de catalizador a 40 °C. Sin embargo, a 60 °C se presenta un comporta-
miento practicamente constante, sin importar la cantidad de catalizador,
esto confirma lo mencionado en el modelo matematico. Ademés esto
sugiere que a una mayor temperatura se tendra un porcentaje de esteres
metilicos cercano o igual al 100%.

En la figura 4, se observa un comportamiento constante a practicamen-
te cualquier temperatura con una relacién molar aproximadamente de
5.5:1, sin embargo, con una relacién molar de 6:1 a 50 °C se presenta
un minimo, y un méximo a 60 °C. Esto sugiere que a temperaturas entre
60y 65 °C con relaciones molares mayores de 6:1 es posible obtener un
porcentaje de biodiesel cercano a 100%.

De la figura 5 es posible confirmar los resultados de las graficas anterio-
res, como se observa con un 7.5% en peso de catalizador se tienen los
porcentajes mas bajos de biodiesel, ello sugiere que para obtener por-
centajes de esteres metilicos cercanos al 100% es necesario trabajar con
porcentajes en peso de catalizador de 10% y una relacion molar alcohol:
aceite mayor o igual a 6:1.

4. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos, es posible concluir lo siguiente:

Se evalué la actividad catalitica del material Na,O-4.5/NaX en la reaccién
de transesterificacién, a condiciones moderadas de operacidn, obtenien-
do un biocombustible cuya composiciéon es mayor al 0% en peso de
ésteres metilicos. Ademas, el biodiesel cumple con especificaciones es-
tablecidas en la norma europea UNE-EN-14214.

La estabilidad del material Na,O-4.5/NaX es adecuada, con un buen ma-
nejo del material puede tener una vida util de por lo menos 12 semanas,
generando un producto de por lo menos 90% de esteres metilicos.

De acuerdo con la optimizacién hecha del sistema, es posible escalar la
reaccion a diferentes relaciones de las variables y obtener un porcentaje
de biodiesel en peso del 100%.

Con las técnicas de caracterizacién empleadas fue posible evaluar la téc-
nica de impregnacion seca que resultd ser eficaz y eficiente para el ma-
terial Na,O/NaX.
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1. Introduccién

os monolitos son estructuras constituidas por canales paralelos,

rectos, uniformesy no interconectados que se pueden arreglar en

secciones cuadradas o circulares. Por mucho tiempo su uso ha es-
tado confinado al tratamiento de emisiones gaseosas. Sin embargo, en
las Ultimas décadas se ha intentado extrapolar su uso a las reacciones se-
lectivas de tres (Fishwick et al., 2007) y dos fases (Donsi et al., 2004). Con
respecto a las reacciones de dos fases, el desarrollo de un catalizador
activo, estable y selectivo en la combustién catalitica de hidrocarburos
representa un creciente desafio para la catdlisis.

La preparacién de un sistema catalitico con monolitos implica el depdsito
de un componente cataliticamente activo y/o un soporte (Alumina, Silice,
Zeolitas, etc.) que contenga a su vez uno o mas componentes cataliti-
camente activos sobre una estructura monolitica (Draelants et al., 2001,
Tomasi¢ y Jovi¢, 2006). Cabe resaltar que el proceso de preparacién del
sistema catalitico es de gran importancia ya que afecta propiedades fun-
damentales del catalizador como son actividad, selectividad, estabilidad
quimica y térmica (Perego y Villa, 1997, Pinna; 1998). En este contexto,
es deseable que el catalizador cuente con un area superficial especifi-
ca grande y con ello una méxima actividad especifica. Para tal efecto, es
necesario que la fase activa se encuentre altamente dispersada, por lo
que el componente activo es usualmente depositado sobre la superfi-
cie de un soporte el cual debe contar con las caracteristicas de ser un
material altamente poroso y con buena estabilidad térmica (Pinna 1998).
En este tenor, los compuestos de lantano-manganeso con estructura tipo



perovskita soportados en y-Alimina (y-Al,O,) y depositados en monolitos
de Cordierita, emergen como una alternativa para llevar a cabo procesos
de deshidrogenacién oxidativa (DHO), debido a su elevada estabilidad
quimica y térmica (Pefia and Fierro, 2001; Donsi et al., 2004), su buena
actividad catalitica a temperaturas moderadas, su estabilidad estructural
(Cimino et al,. 2000; Spinicci et al., 2003; Barbato et al., 2009), y su bajo
costo al ser comparados con catalizadores de Pty Pd.

A pesar de ser un material extensamente estudiado en reacciones im-
portantes como DHO, la sintesis de LaMnO,/y-Al,O, en monolitos de
cordierita no ha sido reportada a detalle, por lo que en este capitulo se
presentard el efecto de variables importantes de sintesis sobre la cristali-
nidad y homogeneidad del depdsito en el monolito. Tales variables son
precursor de la fase y-Al,O,, temperatura y tiempo de coprecipitacién,
fase depositada y tiempo de inmersion de los monolitos.

2. Sintesis del LaMnO, mediante el método de coprecipitacién-deposito
por hidrélisis de urea

El método que cominmente se emplea para sintetizar los compuestos de
lantano-manganeso con estructura tipo perovskita (LaMnQ,) es el método
de coprecipitacion-depdsito por hidrdlisis de urea (Perego y Villa, 1997,
Pinna, 1998; Cimino et al., 2000; Draelants et al., 2001; Nares et al., 2002),
debido a que cuando un nitrato es utilizado como precursor de la fase ac-
tiva resulta dificil de obtener una distribucién homogénea de dicha fase en
el soporte del catalizador, y en este caso este método permite obtener una
mejor dispersién de la fase activa. Este método, basicamente consiste en
llevar a cabo la precipitacion lenta y controlada de hidréxidos de Lay Mn
en la alimina. Para lo cual la hidrélisis de urea (reaccién 1) es fundamental
ya que de ella se producen lo iones hidroxilo necesarios para producir los
hidréxidos correspondientes a partir de precursores metélicos que usual-
mente son el nitrato de lantano hexa-hidratado (La(NO,),-6H,0) y el aceta-
to de manganeso (C,H,MnO,-4H,0) (reacciones 2 y 3).

CO(NH,),+3H,0 —  CO,+2NH;+20H (1)
La(NO,);+OH- —  La(OH)*+2NO; (2)
Mn(C,H,0,)*+OH" —  Mn(OH)"+C,H,0; (3)
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Debido al aumento de pH originado por la hidrdlisis de urea, el hidréxido
de lantano (La (OH)*)y el hidréxido de manganeso (Mn(OH)*) se depositan
en los poros de la Al,O, estabilizada (Perego y Villa, 1997; Cimino et al.,
2000). Una vez depositados los hidréxidos de lantano (La (OH)*) y de man-
ganeso (Mn (OH)*), es necesario recuperar el precipitado para llevar cabo
la evaporaciéon del solvente y su calcinacion. Después de esta calcinacion
(usualmente a 800 °C), es posible obtener el éxido de lantano-mangane-
so con estructura tipo perovskita (LaMnO;) dispersado en y-Al,O; estabi-
lizada. Es importante mencionar que se recomienda emplear y-Al,O; es-
tabilizada térmicamente debido a que la estructura perovskita se forma a
temperaturas superiores a 800 °C (Cimino et al., 2000; Pefay Fierro, 2001).
Tal temperatura coincide con la transicién de y-Al,O; a a-Al,O,. De no esta-
bilizarse la y-Al,O,, dicho cambio de fase ocurriria al formarse la fase pero-
vskita lo cual conllevaria a una reduccidn en el drea superficial especifica.

A continuacién se describe el efecto de algunas variables importantes
durante el proceso de sintesis por el método de coprecipitacidn-depo-
sito por hidrdlisis de urea. De manera mas detallada, el proceso que se
puede tomar como base para la sintesis de LaMnO,/y-Al, O, es el siguien-
te (Garcia, 2009): se prepara una dispersién con una concentracion en
peso del 16.7% de y-Al,O, estabilizada, 8.3% de nitrato de lantano he-
xa-hidratado (La(NO,);-6H,0), 4.7% de acetato de manganeso (C,H,M-
nO,-4H,0)y 20.3% de urea (CH,N,O) en agua desionizada, la dispersién
se agita a temperatura constante durante 15 minutos y posteriormente se
mantiene a reflujo con agitacién constante a 90°C-6 horas.

Cabe resaltar que el efecto de las variables arriba mencionadas no se
encuentra reportado en la literatura y de ahi la importancia de mostrarlas
en el presente capitulo.

2.1. Precursor de alimina

El primer paso para sintetizar el LaMnO; es estabilizar térmicamente la
v-AlL,O,. El proceso para estabilizarla se presenta en (McLaughlin et al.,
1998) y consiste en preparar una dispersion en agua desionizada del
precursor de la fase v, el precursor del La,O,, (La(NO;),-6H,0), y acido
nitrico (HNO,). Las concentraciones en la dispersion son en porciento en
peso de 10.5, 4.6 y 0.1, respectivamente. Esta suspensién se mantiene
agitada por 10 minutos a temperatura ambiente; posteriormente se seca
a 70 °C por 44 horas. El sélido resultante se calcina por 3 horas a 800 °C.



La importancia de este paso es evitar que la y-Al,O; se sinterice y con ello
exista una transicion de la fase y a la fase a, que corresponde a la fase mas
estable termodindmicamente de la alimina, esto se logra agregandole
un aditivo a la y-Al,O,, que para este caso fue el La,O,.

En la presente seccidn se muestra el efecto que tiene estabilizar térmi-
camente dos diferentes precursores de la alimina (Dispal 25F4 y y-Al,O,
comercial) sobre la cristalinidad de los polvos resultantes. Las diferencias
principales entre cada uno de estos precursores son: tamafo de particu-
la, 4rea superficial, tamafio de cristal (tabla 1) y composicidon quimica ya
que el Dispal 25F4 es una bohemita (oxi-hidroxido de aluminio, AIOOH)
que al ser deshidratada puede llegar a convertirse en y-Al,O, (Fitzgerald
et al., 1997; Krokidis et al., 2001; Kuiry et al., 2005; Cai et al., 2009). Es-
tas diferencias tienen un efecto importante en la cristalinidad (Costa et
al., 1999; Cai et al., 2009) del compuesto de lantano-manganeso; en la
figura 1 se presentan los patrones de difraccién obtenidos de las mues-
tras de y-Al,O, estabilizada térmicamente. En principio se observa que
en ambas muestras aparecen los dos picos principales que identifican
a la y-Al,O,, los cuales estan localizados a 26=45.8° y 67°. Sin embargo,
se puede apreciar en la figura 1a que emplear directamente y-AL,O, per-
mite obtener picos méas definidos y con mayor intensidad para esta fase
identificada con la letra (A), lo que conlleva a una muestra mas cristalina
con respecto a la muestra obtenida con Dispal 25F4 como precursor de
la fase y (figura 1b). Es evidente que el uso de la bohemita conduce a
obtener un material menos cristalino en el cual la intensidad de los picos
de y-Al,O, aln es débil. Retomando lo mencionado en (Guzman-Castillo
et al., 2001; Krokidis et al., 2001; Kuiry et al., 2005; Garcia et al., 2007; Cai
et al., 2009), someter la bohemita (Dispal 25F4) a un tratamiento térmico
provocaria que se deshidratara y con ello se daria lugar a la transforma-
cién en la fase y-Al,O, (Perego y Villa 1997) dado que esto no ocurre se
puede entender que la estabilizacién con La,O, de acuerdo con lo repor-
tado en (MclLaughlin et al., 1998) también esté inhibiendo o retrasando la
transformacion de fase de la bohemita (Dispal 25F4) hacia y-Al,O,.
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Tabla 1. Propiedades fisicas de los precursores de alimina utilizados

Propiedades fisicas

ALO, [%]

Tamafio de particula en el polvo [pm] (d50)

Area su perficial (BET)* [m?/g]

Tamano del cristal [nm]

7-AlO, Dispal
25F4
99.97 78
3 30
92 250
20 8

Fuente: datos brindados por el proveedor de cada producto (Alfa Aesary Sasol).

Figura 1. Difractogramas de la y-AL,O, estabilizada a partir de (a) y-Al,O,

comercial; (b) Al,O, bohemita (Dispal 25F4)
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En la figura 2 se observa que sintetizar LaMnO,/y-Al,O, a partir de y-Al,O,
comercial estabilizada térmicamente favorece la formacién del LaMnO, (fi-
guras 2c y 2d) provocando que el recubrimiento de los monolitos con la
fase activa (LaMnQ,) sintetizada a partir de la y-Al,O, comercial, presente
una mayor uniformidad que cuando se sintetiza el LaMnO, con la y-Al,O,
estabilizada a partir de la bohemita (Dispal 25F4). Las figuras 2a'y 2c mues-
tran la caracterizacion a través de MEB de la morfologia de la superficie
de monolitos recubiertos con el LaMnO,/y-Al,O, sintetizado tanto con la
v-AlLO, comercial como con la y-Al,O; a partir del Dispal 25F4, asi como
el anélisis elemental (EDS) para observar la cantidad de especies de La
y Mn depositada sobre los monolitos de cordierita (figuras 2b y 2d). Los



resultados obtenidos por MEB concuerdan con lo reportado en (Villegas et
al., 2007), dado que reflejan que la cantidad de especies de La es menor en
los monolitos recubiertos con el LaMnO,/y-Al,O, obtenido con el precursor
Dispal 25F4, y ademas se tiene un recubrimiento no uniforme, lo anterior
en principio indica que la y-Al,O, comercial ademas de favorecer un recu-
brimiento més homogéneo (figura 2c), favorece la sintesis del LaMnO,.

Figura 2. Micrografias (5000x) y analisis elemental (EDS) del recubrimiento del
monolito con LaMnO,/y-Al, O, a partir de (a y b) Dispal 25F4, (c y d) y-Al,O, comercial

(a) (b)
Spectrum 2
0
M
A
S
N M
La
L la " Lals
0 1 2 3 4 -] [ 7 ]
— 1wm Electron mage | Full Scale 1459 cts Cursor: 8.280 (3cts) keV
(c) (d)

Spectrum 1
0
Mn
La

A
1]
La g
s AL
0% 0 1 2 3 4 -] ] 7 §
Shockon brage 1 Full Scale 810 cts Cursor: 8.595 (2cts) keV

2.2 Temperatura de coprecipitacion

El control de la temperatura es una variable importante en el proceso
de coprecipitacion-depdsito por hidrélisis de urea (Cimino et al., 2000;
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Cybulski y Moulijn, 2006; Radnik et al., 2006) ya que de ella depende
principalmente la cinética de la reaccién 1 (Cybulski and Moulijn, 2006).

El efecto de esta variable se puede discutir con base en la comparacién
de compuestos de LaMnO,/y-Al, O, sintetizados a dos temperaturas dife-
rentes de coprecipitacion, manteniendo un tiempo constante de copre-
cipitacién de 10 horas.

En la figura 3 se muestran los patrones de difraccién correspondientes a
materiales sintetizados a dos temperaturas diferentes de coprecipitacion
(50 y 90 °C). En tales difractogramas se observa que el incremento de la
temperatura de co-precipitacién de 50°C a 90°C favorece la formacion
de la fase LaMnO, con estructura tipo perovskita dado que se muestran
claramente los picos de difraccién a 26=23°, 33°,41°,47°,53°,59°,6%9°y
79°, lo que indica que el material corresponde a un cristal de LaMnO,de
acuerdo con la tarjeta (01-075-0440).

El hecho de que se observe la fase perovskita con materiales co-precipita-
dos a 50 °C, indica que a esta temperatura ya existe hidrdlisis de urea. Sin
embargo, este aspecto puede ser controversial, ya que de acuerdo con la
literatura existente la urea comienza a disociarse por arriba de 60°C libe-
rando iones OH conforme a la reaccién 1 (Draelants et al., 2001; Cybulski
and Moulijn, 2006). No obstante, en la figura 4 se puede observar que
efectivamente el pH de la soluciéon comienza a incrementarse a T=50 °C
debido a la produccién de iones OH- via hidrdlisis de urea, dando lugar
a que las reacciones 2-3 se desarrollen. Los hidroxidos asi formados al
ser calcinados y producir LaMnO, producen los picos de difraccién ob-
servados en la figura 3. De acuerdo con la figura 4, el incremento de pH
es mayor a 90 °C que a 50 °C. Esto indica que la concentracion de iones
OH- también es mayor, y por lo tanto se esperaria que la concentracién
de hidréxido de La y Mn también lo fuese. Esto explicaria por qué existe
una mayor cantidad de LaMnQ, (dada por la intensidad de los picos en |a
figura 3) cuando los hidroxidos precursores se sintetizan a 90 °C.

Con respecto a los picos principales de la y-Al,O,, éstos se encuentran
presentes en ambas muestras, sin embargo cuando la T=90 °C la inten-
sidad de los mismos disminuye, esto puede ser atribuido a que el por-
centaje de y-Al,O, disminuye en la muestra LaMnO,/y-Al,O; porque la
cantidad de especies de LaMnO, se incrementa.

En la figura 5 se presenta la caracterizacién de monolitos recubiertos con
LaMnO,/y-Al,O, provenientes de una coprecipitacién a a) T=50 °C y b)



T=90 °C. Se observa que el realizar la coprecipitacion de hidréxidos a
T=50 °C conduce a obtener la presencia de aglomerados (figuras 5a y
5b) en la superficie del monolito en lugar de un recubrimiento homo-
géneo como en el caso de la coprecipitacion a 90 °C (figuras 5e y 5f).
Asimismo, el anélisis elemental (EDS) de cada recubrimiento (figuras 5cy
5d) evidencia el efecto positivo que la temperatura de hidrdlisis tiene en
la concentracién de las especies de La y Mn puesto que a mayor tempe-
ratura se tiene una mayor presencia de éstas especies.

Figura 3. Efecto de la temperatura de hidrdlisis de urea y/o coprecipitacién en la
cristalinidad de los depésitos sintetizados a 50°C (a) y 90°C (b)
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Figura 5. Micrografias del recubrimiento del monolito cuando la temperatura de
coprecipitacion o hidrdlisis de urea es (a, by c) 50 °Cy (d, e y f) 90 °C
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2.3 Tiempo de coprecipitacién

La importancia del tiempo de coprecipitacion durante la sintesis del
LaMnO, es relevante debido a que la hidrdlisis de la urea (CO (NH,),)
es un proceso que toma relativamente un periodo largo de tiempo. La
urea se adiciona a temperatura ambiente y conforme la temperatura y el
tiempo de coprecipitacién se incrementan, ésta se descompone en la so-
lucién acuosa generando iones OH (Perego y Villa, 1997; Draelants et al.,
2001), como se observa en la reaccion 1. Conforme la urea se hidroliza,
los iones OH" se adicionan de manera gradual y homogénea en toda la
dispersidén lo que incrementa el pH de manera uniforme (Figura 4) (Rad-
nik et al., 2006; Gémez-Cortés et al., 2009), favoreciendo la coprecipita-
cién preferencial de los hidréxidos de los precursores de la fase activa
(reacciones 2 y 3) dentro del poro del soporte.

En la literatura se reporta que el tiempo puede variar de 5-20 h para pre-
cipitar por completo los hidréxidos de lantano (La (OH)*) y de mangane-
so (Mn (OH)*) (Pinna 1998; Draelants et al., 2001; Cybulski and Moulijn,
2006; Longo et al., 2010). En la figura 6 se muestra la evidencia del efecto
que el tiempo de coprecipitacién tiene sobre la cristalinidad de las mues-
tras de LaMnO,/y-Al,O,. El difractograma que se muestra en la figura éa
corresponde a LaMnO,/y-Al, O, sintetizado a partir de una solucién en la
que el tiempo de coprecipitacion fue de 6 horas. Mientras que en la figu-
ra 6b se muestra el difractograma de una perovskita de LaMnO; que fue
sintetizada a partir de una solucién que se mantuvo 10 horas bajo con-
diciones de coprecipitacion. La comparacion de ambos espectros indica
que el tiempo de coprecipitacion favorece la formacion del LaMnO, con
estructura tipo perovskita.

En las figuras 5y 7 se presentan los resultados obtenidos en MEB, tanto
de la morfologia de la superficie de los monolitos recubiertos, como de
los andlisis elementales (EDS) realizados. No se observan diferencias sig-
nificativas en cuanto a la presencia de las especies de La y Mn, sin embar-
go, al comparar las figuras 5a, 5e y 7a se puede mostrar que las variables
tiempo y temperatura de coprecipitacion se encuentran correlacionadas
e impactan en la homogeneidad del recubrimiento del monolito de for-
ma tal que a baja temperatura 'y 10 h de reaccién (figura 5a), el recubri-
miento del monolito es en forma de aglomerados, conforme se incre-
menta la temperatura (90 °C) pero la reaccién solo se lleva a cabo por un
periodo de tiempo de 6 horas (figura 7a), la cantidad de aglomerados en
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la superficie del monolito es mayor sin ser un recubrimiento homogéneo,
y una vez que se lleva a cabo la reaccién a 90 °C-10 horas (figura 5e), el
recubrimiento se vuelve practicamente homogéneo.

Figura 6. Difraccién de Rayos X a muestras de LaMnO,/y-Al,O, mostrando efecto
del tiempo de coprecipitacion. (a) 6 horas; (b) 10 horas
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Figura 7. Micrografias (a y b) y EDS (c) de los monolitos recubiertos con LaMnO,/y-
Al O, cuando la perovskita proviene de hidréxidos sintetizados bajo las siguientes
condiciones: T___=90°C,t___=6h
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2.4 Fase depositada en los monolitos de cordierita

Con el fin de evaluar la cristalinidad y la homogeneidad del recubrimien-
to LaMnO,/y-Al,O,, hasta ahora solo se han evaluado las siguientes va-
riables: precursor de y-Al,O;, temperatura y tiempo de coprecipitacion,
que por su naturaleza se pueden considerar como variables de sintesis.
Sin embargo, existen también algunas variables involucradas durante el
recubrimiento del monolito, cuyo efecto en la calidad es importante. Es-
tas son las fases depositadas en el monolito de cordierita y el tiempo de
inmersion del monolito en dicha fase.

De manera convencional (Cimino et al., 2000; Cimino et al., 2001; Cimino
etal.,2007; Donsietal., 2005; Barbato et al., 2009; Hdkonsen et al., 2010),
primero se deposita y-Al,O, en las paredes del monolito. Posteriormente,
este recubrimiento se estabiliza con La,O,, para después realizar la co-
precipitacion de manera selectiva de los hidréxidos de Lay Mn en los po-
ros de la y-Al,O, mediante el método de hidrdlisis de urea; finalmente se
retira el exceso de material de los canales del monolito con una corriente
gaseosa (aire o N,), y los monolitos ya recubiertos se secan a 120 °C por
3 horas y se calcinan a 800 °C también por 3 horas.

Una variante de este método es sintetizar el LaMnO,/y-Al,O, en polvo
segun el procedimiento reportado por Garcia (2009), y con dicho LaM-
nO,/y-Al,O, preparar una dispersidén en agua, posteriormente los mono-
litos se sumergen y se retiran de forma sucesiva en dicha dispersidn, se
remueve el exceso de material mediante un flujo de aire y los monolitos
asi recubiertos se secan a 120 °C por 3 horas. Otra alternativa, es preparar
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la dispersion con la y-Al,O, estabilizada térmicamente, y con los hidréxi-
dos de Lay Mn en sus poros en lugar de la perovskita LaMnO;, los mono-
litos recubiertos con esta fase se secan a 120 °C por 90 min y se calcinan
a 800 °C por 4 horas con rampa de calcinacién de 0.5 °C/min. En ambos
casos, las condiciones de calcinacidon son fundamentales en el sentido de
que a 800 °C es cuando se obtiene la estructura cristalina tipo perovskita
del LaMnO,, y la rampa usada permite que las moléculas presentes de
agua y de gas se eliminen lentamente y ello favorezca un mejor recubri-
miento en la superficie del monolito.

En las figuras 5e, 5f y 8 se presenta la morfologia de la superficie de los
monolitos obtenidos a partir del recubrimiento realizado con hidréxidos
depositados en la y-Al,O, y del recubrimiento realizado con la fase to-
talmente sintetizada (LaMnO,/y-Al,O,). Se observa que el procedimiento
que favorece una mayor presencia de La y un mejor recubrimiento es
cuando los monolitos son impregnados con hidréxidos de Lay Mn sobre
v-Al,O; (figuras 5d, e y f). Es muy probable que la mayor homogeneidad
obtenida con el recubrimiento con hidréxidos sea consecuencia de un
menor tamano de particula al momento del depdsito, a diferencia de que
cuando el depdsito se realiza con los 6xidos, estos ya llevan un tratamien-
to térmico a alta temperatura que seguramente causa un incremento de
tamafo de particula debido a la sinterizacién, y en consecuencia se ob-
tienen los aglomerados observados en la micrografia de la figura 8.

Figura 8. Micrografia (a) y EDS (b) de los monolitos recubiertos con LaMnO3/y-Al,O,
cuando la perovskita proviene de 6xidos sintetizados bajo las siguientes condiciones:
T _.=90°C,t___=10h
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2.5 Tiempo de inmersién de los monolitos

El tiempo de inmersién de los monolitos dentro de la dispersion de los
hidroxidos de La y Mn es otra variable que juega un papel importante en
el recubrimiento de monolitos. Esta variable afecta principalmente la ho-
mogeneidad y la concentracidn de las especies activas, esto se evidencia
en las micrografias mostradas en la figura 9. La figura 9a corresponde a
un monolito que se mantuvo sumergido todo el tiempo de coprecipita-
cién, es decir, 10 horas (monolito a). Después de este tiempo el monolito
se retird y se colocd un nuevo monolito que se mantuvo en la dispersién
por espacio de 15 min-20°C (monolito b), concluido este tiempo se retird
ese monolito y se impregnd un nuevo monolito que se mantuvo en la
dispersién 30 min-20°C (monolito c).

En la figura 9 se observa que el recubrimiento del monolito a (figura 9a)
a pesar de ya cubrir toda la superficie del monolito muestra la formacién
de aglomerados. Sin embargo, en la figura 9 también se aprecia que una
vez que se termina el tiempo de reflujo y se sumergen los posteriores
monolitos, es notable que mientras mayor tiempo permanezca el mono-
lito sumergido en la dispersién (figura 9by 9¢), se logra un mejor recubri-
miento y una capa mas homogénea del depdsito de LaMnO,/y-AlL,O; en
la superficie del monolito. Esta tendencia se repite en los EDS, en donde
se observa que la presencia de especies de La y Mn va incrementando
entre mayor tiempo esté sumergido el monolito después de que haya
concluido el tiempo de coprecipitacion.

Figura 9. Morfologia de la Superficie (MEB) y EDS. Efecto del tiempo de inmersion

en la morfologia y anélisis elemental del recubrimiento de los monolitos depositado
como hidréxidos; (a) Monolito a; (b) Monolito b; (c) Monolito ¢
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3. Conclusiones

De acuerdo con lo que se presentd en este capitulo se puede concluir
que el recubrimiento de monolitos de cordierita con LaMnO,/y-Al,O, es
un proceso en el cual resulta necesario considerar una serie de variables
que involucran desde la sintesis de la fase activa (LaMnO,/y-Al,O,) hasta
su depdsito en los monolitos de cordierita. Se puede concluir que toda
variable que afecte la concentracién de las especies activas en solucion
y en el sélido, afecta la homogeneidad y cristalinidad del depésito. Para
obtener un monolito de cordierita recubierto de manera homogénea con
LaMnO, se recomienda seguir la siguiente secuencia: preparar y-Al,O,
estabilizada térmicamente con LaO,, dispersar el sélido resultante en una
solucion de urea, nitrato de La y acetato de Mn. Mantener la coprecipita-
cién de hidréxidos de La y Mn via hidrdlisis de la urea a reflujo a 90 °C-10
h, una vez finalizado este tiempo impregnar los monolitos manteniendo
la temperatura constante de 90 °C y el tiempo de inmersién de los mis-
mos de 30 min, para finalmente secar a 120 °C-90 min y calcinar a 800
°C-4 h a 0.5 °C/min. Una vez que este proceso haya concluido se obtiene
el catalizador monolitico mismo que puede ser evaluado cataliticamente
en reacciones de combustion catalitica de hidrocarburos.
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1. Introduccién

1.1. Nutracéutico

e considera que un alimento funcional es aquel que fomenta el

desempefio fisioldgico o bien, previene enfermedades del cuerpo

humano siendo uno o mas de sus componentes los responsables
por estos beneficios a la salud. A estos componentes del alimento funcio-
nal se les conoce como nutracéuticos (Wildman, 2001).

La identificacion de compuestos de interés para la prevencion y el trata-
miento terapéutico de enfermedades —como es el cancer—, ha permitido
la concientizacién sobre la necesidad de ingerir macro-nutrientes como
proteinas, carbohidratos y grasas, asi como micro-nutrientes, en donde se
incluyen a las vitaminas, ya que las deficiencias de estos nutrientes produ-
cen sindromes de malnutricién y deficiencias vitaminicas muy conocidas.
Los nutracéuticos no son nutrientes asociados con deficiencias en la dieta;
sin embargo, son compuestos cuyo consumo ha sido asociado con la pre-
vencién y el tratamiento de enfermedades (Rajasekaran et al., 2008).



1.2. Chia (Salvia hispanica L.)

La chia (Salvia hispanica L.) es una planta anual
de verano que pertenece a la familia de las la-
biatae, es una herbacea anual, de hasta 1 m de
altura; presenta hojas opuestas, de 4 a 8 cm de
largo y 3 a 5 de ancho. Las flores son hermafro-
ditas, purpuras a blancas, y aparecen en ramille-
tes terminales; florece entre julio y agosto en el
hemisferio norte (Figura 1). Al cabo del verano,
las flores dan lugar a un fruto en forma de aque-
no indehiscente. La semilla es rica en mucilago,
féculay aceite; tiene unos 2 mm de largo por 1.5
de ancho, y es ovaladay lustrosa, de color pardo
grisaceo a rojizo (Peiretti y Gai, 2009).

Figura 1. Chia
(Salvia hispanica L.).

Se ha determinado que las semillas de chia contienen cantidades de
aceite que varian entre un 32-39%. Dicho aceite, junto con el de lino,
ofrece el porcentaje natural conocido mas elevado de acido a-linoléni-
co (50-64%) (Alvarez-Chavez et al., 2008). De hecho, la chia presenta el
mayor contenido de acidos grasos esenciales, en particular Omega 3y 6,
en comparacion con el porcentaje presente en las algas, en el pez men-
haden (Brevoortia tyrannus) y la planta del lino; con la gran ventaja de
que, el omega proveniente de la semilla de chia al contener antioxidan-
tes naturales, puede preservarse por mayor tiempo que el proveniente
de otras fuentes y no provoca el tipico olor y sabor a pescado.

Se les denomina acidos grasos esenciales ya que el organismo huma-
no no los puede producir. Son moléculas con dos dobles enlaces que
nuestra condicion de mamiferos nos impide sintetizar y de alli la deno-
minacién de esencial. Los acidos grasos poliinsaturados son conocidos
como esenciales y dependiendo de cual es el primer tomo de carbono
con enlace doble, los cientificos hablan de la familia de 4cidos grasos
omega 3 (linolénico) y omega 6 (linoleico). La letra griega omega hace
referencia a la ubicacién de dicho primer enlace doble: en el tercer ato-
mo de carbono (23) o en el sexto (Q6).
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1.3. Acido ascérbico

El 4cido ascoérbico es también conocido como Vitamina C, trabaja fisio-
l6gicamente como un antioxidante soluble en agua, por su capacidad
de enfriamiento o de estabilizacién de los radicales libres previniendo
enfermedades degenerativas -incluido el cancer-, enfermedades cardio-
vasculares, cataratas entre otras enfermedades. Es una de las vitaminas
que con frecuencia es anadida en el comercio de las férmulas fortificadas
(Sablani et al., 2007).

Las principales fuentes del 4cido ascérbico de la dieta son las frutas, hor-
talizas, zumos y alimentos fortificados. Ademas de su funcién como nu-
triente esencial, el 4cido ascdrbico se utiliza ampliamente como aditivo
alimenticio debido a sus propiedades antioxidantes y reductoras, es po-
lary, por lo tanto, es insoluble en aceites. Sin embargo, es sorprendente-
mente un antioxidante eficaz cuando se dispersa en aceites y también en
emulsiones (Fennema, 2000).

En la industria de los alimentos, el 4cido ascérbico es utilizado por dos ra-
zones: como suplemento vitaminico y como antioxidante proporcionando
proteccion en la calidad nutricional y sensorial de los alimentos (Desai y
Park, 2004). Sin embargo, presenta una alta inestabilidad frente a ciertos
factores del medio ambiente; la causa principal de su deterioro es la oxi-
dacién provocando asi la pérdida de su estructura activa y la formacién de
compuestos sin actividad bioldgica, ademas de compuestos con sabor y
precursores del oscurecimiento no enzimético (Arroqui et al., 2002).

Una manera de incorporar compuestos nutracéuticos de distinta natura-
leza (hidrofilicos y lipofilicos) en un sdélo sistema es mediante la formula-
cién de emulsiones dobles.

1.4. Emulsiones dobles

Es posible preparar emulsiones dobles conocidas como emulsiones de
emulsiones, éstas pueden ser del tipo agua-en-aceite-en-agua (W,/O/
W.,) o aceite-en-agua-en-aceite (O,/W/QO,). Las emulsiones dobles W./O/
W, consisten de gotas de agua dispersas en grandes gldbulos de aceite
los cuales estén dispersos a su vez en una fase acuosa continua (McCle-
ments, 2005).



Sus aplicaciones potenciales son numerosas, y el estudio de estos siste-
mas es actualmente un campo activo de la investigacion, especialmente en
areas como biorremediacidn (Pimentel-Gonzélez et al., 2008), farmacéutica,
cosméticos y alimentos (Lobato-Calleros et al., 2008). Las emulsiones do-
bles W,/O/W, permiten la encapsulacion de moléculas activas en la fase
acuosa interna, y esto hace posible enmascarar sabores u olores; protec-
cién contra la oxidacioén, luz o degradacion enzimética; o para asegurar la
liberacion controlada de los ingredientes activos encapsulados.

Las emulsiones dobles son preparadas tradicionalmente mediante el
método de dos etapas con dos tensoactivos de solubilidad opuesta. Para
producir una emulsién doble W./O/W,, primero un tensoactivo con un
valor de balance hidréfilo-lipdfilo bajo (HLB < 5) es disuelto en aceite.
Después se afiade agua, se homogeniza y se forma una emulsién W,/O.
El sistema es entonces re-emulsionado en una solucién acuosa de ten-
soactivo con un HLB alto (> 10) para producir una emulsién doble W./O/
W,. Ambos tensoactivos se mezclan en las interfaces agua/aceite, y el
tiempo de vida de las peliculas formadas en las interfaces es gobernada
por la composicion de la mezcla binaria de surfactantes (Pays et al., 2001).

1.5. Estabilidad oxidativa

La oxidacion es la responsable de los cambios quimicos en los aceites y
las vitaminas dando lugar al deterioro del sabor y del alimento. Se pro-
duce en presencia de luz, oxigeno, altas temperaturas y puede ser cata-
lizada por metales. El consumo humano de los productos oxidados, en
particular los radicales libres formados durante la oxidacion, ha sido una
causa en el desarrollo del cancer (Kamal-Eldin, 2003).

La estabilidad oxidativa es una de las indicaciones més importantes para
el mantenimiento de la calidad de los productos alimenticios (Tan et al.,
2002). La resistencia a la oxidacidon es reconocida como la estabilidad
oxidativa en diferentes condiciones y se expresa como el periodo de
tiempo necesario para lograr el punto final en que se pueden seleccio-
nar los alimentos.

La estabilidad oxidativa puede ser estudiada por medio de la técnica de
calorimetria diferencial de barrido (CDB). En ésta, la diferencia en el flujo
de calor aplicado a una muestra y a una referencia es monitoreada en
funcion del tiempo o temperatura; mientras la temperatura de la mues-
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tra, en una atmosfera, es programada (Hines, 1995). La energia requerida
para mantener esta pequefa diferencia de temperaturas es una medida
de los cambios en la entalpia o en la capacidad calorifica de la muestra
con respecto a la referencia. Paralelamente, se grafica el flujo de calor
aplicado con respecto al incremento de la temperatura. A partir de este
termograma se pueden calcular las temperaturas de transicién y las tran-
siciones cristalinas de diversos componentes alimenticios, incluyendo los
lipidos (Ulkowski et al., 2005).

La investigacion sobre la oxidacion requiere de mediciones altamente
precisas de la cantidad de calor emitido. La técnica de CDB ofrece la
ventaja de que se puede utilizar en régimen no isotérmico para evaluar
la estabilidad térmica de sustancias quimicas y para determinar pardme-
tros cinéticos de reacciones simples o complejas (Smith et al., 2005; Pé-
rez-Alonso et al., 2008).

2. Materiales y métodos

2.1. Materiales

El material emulsionado consta de: aceite esencial de chia (Salvia his-
panica L.), que fue abastecido por el Laboratorio de Ingenieria Quimica
de la Unidad El Cerrillo de la Facultad de Quimica de la UAEM y acido
ascorbico con 99.8% de pureza, adquirido en Sigma-Aldrich, S. A. de C.
V. (Toluca, Estado de México).

Para la elaboracion de la emulsién primaria (W./O) se utilizan dos agentes
tensoactivos: grinsted PGPR (Esteres de poliglicerol de poliricinoleato) y
panodan SDK (Esteres de mono y diglicéridos de 4cido diacetil tartarico),
ambos fueron adquiridos en la compafiia Dannova Quimica, S.A. de C.V.
(México, D.F.) y goma gelana (GG), que fue adquirida en la compafiia
Merck & Co. Kelco Division, Rahway, (NJ, EE.UU).

Para la fase acuosa externa de la emulsion (W,) se utilizan tres biopo-
limeros: goma de mezquite (GM) (prosopis laevigata), recolectada (San
Luis Potosi, México) en forma de lagrimas y se purifica de acuerdo a Ver-
non-Carter et al. 1996; maltodextrina (MD) con un equivalente de dextro-
sa DE-10, que fue adquirida en la compafiia Complementos Alimenticios
S.A.de C.V.(Naucalpan, Estado de México) y proteina de suero de leche



(PSL) (Hilmar™ 8000) conteniendo 80% de proteina en base seca que fue
adquirida en la compaifia Hilmar Ingredients, (Hilmer, CA, EE.UU).

El agua en todos los experimentos fue bidestilada y proporcionada por el
Departamento de Ingenieria de Procesos e Hidraulica de la Universidad
Auténoma Metropolitana - Iztapalapa y se utilizé azida de sodio (NaN,)
(Hycel de México, S.A. de C.V., México, D.F.) al 0.3 % como conservador
de las soluciones de biopolimeros.

2.2. Métodos

2.2.1. Formulacién de emulsiones dobles W,/O/W,

Se formularon 4 tipos de emulsiones dobles W,/O/W, variando las rela-
ciones de biopolimero a W,/O (2.12:1y 4.12:1), con un total de 250 g de
emulsion, usando el procedimiento de emulsionamiento en dos etapas
(tabla 1) (Lobato-Calleros et al., 2008).

Tabla 1. Formulacion de emulsiones dobles W,/O/W,

Mezcla M1, M3 M2, M4
biopolimero : emulsién interna 2.12:1 4.12:1
Fase Acuosa Interna (W,) 5.833¢g 3.5009g
Goma Gelana 0.029g 0.018 g
Panodan SDK 0.467 g 0.280 g
Acido Ascérbico 1.750 g 1.050 g
Agua 3.588¢g 2.153¢g
Fase Oleosa (O) 23.333¢g 14.000 g
Grinsted PGPR 1.867 g 1.120 g
Aceite esencial de chia 21.467 g 12.880¢g
Fase Acuosa Externa (W,) 220.833 g 232.500 g
Biopolimero * 61.921¢g 72153 g
Agua 158.913 g 160.348 g
Total de Emulsion 250.000 250.000

*M1y M2 con GM66-MD17-PSL17; M3y M4 con GM17-MD66-PSL17.

El procedimiento consiste en una primera etapa: la fase acuosa interna
(W,) donde es afnadida gota a gota a la fase oleosa (O) y emulsionada con
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un homogeneizador Ultra-Turrax T50 basic (IKA®-WERKE Works Inc., Wil-
mington, NC, EE.UU) a una velocidad de 5200 r.p.m. durante 5 min, con
un bafo de hielo para mantener la emulsién a 25 °C. En la segunda etapa,
la W,/O es re-emulsionada en una fase acuosa externa (W,) conformada
por una mezcla de biopolimerosy 0.3% en peso del total de la emulsién de
azida de sodio (NaN;), emulsionando con un homogeneizador Ultra-Turrax
T50 basic (IKA®-WERKE Works Inc., Wilmington, NC, EE.UU) a una veloci-
dad de 7600 r.p.m. durante 6 min. La fase acuosa externa se hidrata 24 h
antes de ser preparada la emulsién doble W,/O/W, (Rodriguez-Huezo et
al., 2004).

2.2.2. Calorimetria diferencial de barrido de las emulsiones
dobles W,/O/W,

Se tomaron muestras de 4 a 5 mg de cada una de las emulsiones dobles
W./O/W,, del material emulsionado y de los agentes tensoactivos para ser
colocados en un calorimetro diferencial de barrido modulado TA Instru-
ments modelo Q1000 (New Castle, DE, EE.UU), hasta una temperatura de
400 °C en rampas de calentamiento de 4.0, 6.0, 8.0, y 10.0 °C/min (B) par-
tiendo de una temperatura de 30 °Cy un flujo de oxigeno de 100 mL/min.

Al obtener los termogramas de las emulsiones dobles W,/O/W, que in-
dican las temperaturas de oxidacion en los diferentes intervalos de ca-
lentamiento, se determind la constante de velocidad de oxidacién por
medio del método ASTM (1984). Donde los valores de las temperaturas
del flujo de calor registradas (T,,,) para diferentes valores de 3 se pueden
describir como:

logB =a 1 4p
Tox (Ec. 1)

Donde: ay b son coeficientes que representan la pendiente y la
ordenada al origen, al graficar log B vs T, y obtener una corre-
lacién de primer orden.

Finalmente se determinan:

BEa exp< Ea >

RT

Z - [0)¢

RT? (Ec. 2)




k =Zexp <_ Rs'a >

ox

(Ec. 3)

Donde: k es la constante de reaccion [s], Z es el factor preexpo-
nencial [s], Ea es la energia de activacién en el proceso de oxi-
dacién [kJ/mol], R es la constante universal de los gasesy T, es
la temperatura de oxidacion en el termograma [K] (ASTM, 1984).

3. Resultados y discusidn

3.1. Calorimetria diferencial de barrido de las emulsiones
dobles (W,/O/W,)

Las figuras 2, 3, 4, 5 y 6 muestran los termogramas de flujo de calor en
funcion de la temperatura para las diferentes tasas de calentamiento del
aceite esencial de chia, 4cido ascdérbico, goma gelana, grinsted PGPR y
panodan SDK, respectivamente, mostrando temperaturas de oxidacion
(T,x) entre 167.50 °Cy 190.00 °C para el aceite esencial de chia; 187.50
°C y 190.00 °C para el 4cido ascérbico; 245.00 °C y 255.00 °C para la
goma gelana; 222.50 °C y 250.00 °C para el grinsted PGPR; 252.50 °Cy
292.50 °C para el panodan SDK.

En las figuras 7 y 8 se presentan los termogramas representativos de flujo
de calor en funcién de la temperatura, para las diferentes tasas de calen-
tamiento de las emulsiones dobles W./O/W, formuladas con la mezcla
GM66-MD17-PSL17 y GM17-MD66-PSL17, respectivamente, con una re-
lacién de biopolimero a W.,/O de 2.12:1. Los termogramas de flujo de
calor obtenidos para la otra relacién tuvieron un comportamiento similar
a los presentados en las figuras 7 y 8.
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Figura 2. Termograma de aceite esencial de chia puro
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Figura 4. Termograma de goma gelana pura
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Figura 6. Termograma de panodan SDK puro
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Figura 7. Termograma de la emulsién doble W./O/
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Figura 8. Termograma de la emulsién doble W./O/
W, estabilizada con la mezcla GM17-MD66-PSL17
con relacién 2.12:1
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Para todos los tratamientos las temperaturas de oxidacion (T,,) del primer
pico estuvieron entre 160.00 °Cy 210.00, y las del segundo pico por arri-
ba de los 292.00 °C. El primer pico se infiere que es la descomposicion
de laW,/Oy el segundo pico es la descomposicién de la W, (Tabla 2 y 3).

Enlastablas 2y 3 se aprecian los pardmetros cinéticos de los dos picos de
las emulsiones dobles W./O/W.,.

Se observa que los valores de Ea para el primer pico aumentan conforme
la relacién de biopolimero a W./O aumenta (de 2.12:1 a 4.12:1) y para el
segundo pico los valores de Ea disminuyen conforme la relacién de biopo-
limero a W,/O aumenta para la mezcla formulada con GM66-MD17-PSL17.
Los valores de Ea de la mezcla formulada con GM17-MDé66-PSL17 para
ambos picos disminuyen conforme la relacién de biopolimero a W./O
aumenta. La constante de reaccién (k) para el primer pico para la mezcla
formulada con GM66-MD17-PSL17, mostré que al aumentar la relacién de
biopolimero a W./O la velocidad con la que se lleva la oxidacién aumenta
sin embargo, para el segundo pico la k disminuye cuando aumenta la rela-
cién de biopolimero a W./O. Para la mezcla formulada con GM17-MD66-
PSL17 los valores de k tienen un comportamiento similar al de su Ea, (dis-
minuye conforme aumenta la relacién de biopolimero a W./O).
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Tabla 2. Pardmetros cinéticos para el primer pico de las emulsiones dobles W./O/W,

Mezcla Relacién B (°C/min) T, (K) Ea Z . k .
(kJ/mol) (1/min) (1/min)

GM66-MD17-PSL17 2.12:1 4.0 443.15 59.29 1.54E+06 0.241
6.0 450.65
8.0 460.65
10.0 465.65

GM66-MD17-PSL17 4.12:1 4.0 463.15 85.38 8.30E+08 0.320
6.0 473.15
8.0 478.15
10.0 480.65

GM17-MDé66-PSL17 2.12:1 4.0 455.65 95.99 2.26E+10 0.374
6.0 465.65
8.0 468.15
10.0 470.65

GM17-MDé66-PSL17 4.12:1 4.0 443.15 61.87 3.03E+06 0.250
6.0 455.65
8.0 460.65
10.0 465.65

Tabla 3. Pardmetros cinéticos para el segundo pico de las emulsiones dobles W./O/W,

Mezcla Relacién B (°C/min) TOX (K) Ea Z k
(kJ/mol) (1/min) (1/min)

GM66-MD17-PSL17 2.12:1 4.0 568.15 185.64 3.45E+16 0.473
6.0 573.15
8.0 578.15
10.0 580.65

GM66-MD17-PSL17 4.12:1 4.0 568.15 154.35 3.69E+13 0.390
6.0 575.65
8.0 580.65
10.0 583.15

GM17-MDé66-PSL17 2.12:1 4.0 575.65 101.77 2.78E+08 0.248
6.0 583.15
8.0 593.15
10.0 598.15
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Mezcla Relacién B (°C/min) TOX (K) Ea z k

(kJ/mol) (1/min) (1/min)
GM17-MD66-PSL17 4.12:1 4.0 575.65 93.45 .507E+08 | 0.230
6.0 578.15
8.0 588.15
10.0 598.15

El valor de la Ea mas alta del primer pico se presenté con la mezcla for-
mulada con GM17-MDé66-PSL17, con la relacién 2.12:1 (95.99 kd/mol) y
la Ea maés alta para el segundo pico se presentd con la mezcla formula-
da con GM66-MD17-PSL17, con la relacidén 2.12:1 (185.64 kJ/mol). Estos
resultados infieren que la mezcla que contiene maltodextrina en mayor
proporcidn con una relacién de 2.12:1, retarda mas la difusion del oxi-
geno hacia el interior de la W,/O conteniendo al aceite esencial de chia
y acido ascérbico, logrando una mejor estabilidad contra la oxidacion
(Beristain et al., 2002). Estos resultados concuerdan también con el mé-
todo desarrollado por Pérez-Alonso et al. (2003) que permite seleccionar
efectivamente materiales de uso potencial en la proteccién de lipidos
contra la oxidacion.

4. Conclusiones

La técnica de CDB permite inferir el grado de proteccion del sistema nu-
tracéutico mediante el célculo de la energia de activacién oxidativa y la
constante de reaccién, ya que las emulsiones dobles W./O/W, son alta-
mente complejas.
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1. Introduccién

Virus de la Hepatitis E (HEV).

virus desnudo y reclasificado como una especie del género Hepe-

virus de la familia Hepeviridae (Mayo, 2005). La enfermedad afecta
principalmente a los habitantes de ciudades en vias de desarrollo llegan-
do a causar epidemias (Okamoto, 2007).

L a hepatitis E es una enfermedad causada por el HEV, el cual es un

La transmision del virus, durante estos brotes, ocurre por la via fecal-oral
al consumir agua o alimentos contaminados. En ciudades con baja preva-
lencia y en casos donde no esta ligada la enfermedad con viajes a areas
endémicas, la Hepatitis es considerada una zoonosis, especialmente
entre granjeros que manipulan cerdos. Es mas, los virus de humanos y
cerdos estan estrechamente relacionados y algunas cepas humanas son
capaces de infectar cerdos (Meng, 2010).

Genoma

El genoma del virus de la Hepatitis E consiste de una sola cadena lineal
en sentido positivo de RNA de aproximadamente 7.5 kb, la particula
mide entre 27 y 34 nm de didmetro (Harrison, 1999) tiene tres pautas
de lectura abierta (ORF's por sus siglas en ingles Open-Reading Frame
(Panda et al., 2007). La ORF1 de aproximadamente 5kb codifica una po-
liproteina de aproximadamente 1690 aminoécidos. Se trata de proteinas
no estructurales involucradas en la replicacién del genoma viral, por ana-
lisis in silico se les ha atribuido las funciones de metiltransferasa, cisteina



proteasa, ARN helicasa y ARN polimerasa dependiente de ARN (Harrison,
1999). La ORF2 de aproximadamente 2 kb empieza en el extremo 3' de |a
regién ORF1 y codifica una proteina estructural, la cual forma la capside
del virus con aproximadamente 660 aminoéacidos y un peso molecular
de 71 kDa (Harrison, 1999). La ORF3 se traslapa 1 kb con la ORF1, con el
extremo 5" de la ORF2 y codifica para una fosfoproteina immunogénica
de aproximadamente 123 aminoéacidos, con un peso molecular de 14.7
kDa, jugando un papel importante en el ensamble de las particulas vira-
les (Tyagi et al., 2002).

Serotipo y genotipos

Se han identificado cuatro genotipos y se han designado algunos sub-
genotipos (Ling et al., 2006). El Genotipo 1 se ha detectado en la ma-
yoria de los casos reportados. El Genotipo 2 se ha encontrado de al-
gunas epidemias en México y Africa Central. Los genotipos 3 y 4 son
detectados frecuentemente en cerdos y parecen ser menos virulentos
para humanos que los genotipos 1y 2 (Emerson and Purcell, 2003). Sin
embargo, todos los genotipos del HEV se clasifican en el mismo sero-
tipo. Esto abre la posibilidad para producir una vacuna profilactica, ya
que hasta el momento no hay una vacuna comercial contra la Hepatitis
E en el mundo, a pesar de que hay varias en fases clinicas (Meng, 2010),
como se muestra en la tabla 1.

Distribucién geograéfica global

El genotipo 1 predomina en paises como China, India, Nepal, Pakistan,
Vietnam, Marruecos y Egipto. El genotipo 2 se presenta en paises como
México, Egipto, el Congo y Nigeria. Los genotipos 1y 2 pueden causar
epidemias violentas, en contraste los genotipos 3y 4 que incluye Estados
Unidos, algunas ciudades Europeas, China y Japdn, tienen mayor proba-
bilidad de contagio por animales (Okamoto, 2007).

Proteinas Recombinantes de ORF2.

Debido a que no existe un modelo celular apropiado para la propagacion
del HEV, se han utilizado técnicas de biologia molecular para su estudio.

Proteinas recombinantes, codificadas en los ORF2 y ORF3, son inmuno-
génicos y son Utiles para el diagnéstico de la enfermedad (Meng, 2010).
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EL ORF2 presenta una alta actividad neutralizante, mayor que de la pro-
teina codificada por el ORF3 (Tam et al., 1997) y ha sido el modelo para
el desarrollo de vacunas. La habilidad de esta regién para dar inmunidad
depende en gran medida del estado conformacional de la proteina, y se
ha caracterizado la respuesta inmunoldgica contra la region completa y
contra una truncada tal como se muestra en tabla 1, acerca de los estudios
preclinicos y clinicos hechos con varios antigenos expresados en diferen-
tes hospederos (Amini-Bavil-Olyaee et al., 2009).

Tabla 1. Desarrollos preclinicos y clinicos de diferentes vacunas contra el HEV

Sistemade  Designaciéon Origen dela ORF Regién de Resultados / Referencias
Expresién (Fecha de cepa aminoacidos Modelo de
estudio) vacunacién
trpE-C2 Birmana ORF2 221-660 aa Macaco Cino- (Purdy et al.,
(1993) (440aa) molgus 1993)
pQE-AC2.1 Birmana ORF2.1 267 - 660 aa Rata Wistar (Lietal., 2000,
(1997, 2000 (394aa) (inmunizacién Lietal., 1997a)
exitosa)
23kDa China ORF2 394 - 604 aa Mono Rhezus (Imetal., 2001,
(2001) (D11092) (211aa) (inmunizacién Zhang et al.,
exitosa) 2001a)
Vacuna Genotipo 1 ORF2 368 - 606 aa Mono Rhezus (Lietal., 2005)
HEV239 de HEV (23%aa) (inmunizacién
(2005) exitosa)
Healive™ + HEV TZ84 ORF2 439 -617 aa Ratones (BALC (Dong et al.,
HEVp179 + HEV (179aa) C) (inmuniza- 2007)
genotipo 4 cién exitosa)
Bacteria (China)
pSVL-ORF3 China ORF3 1-123 aa Ratones (BALC (Lu et al., 1996)
(1996) (123aa) C) (inmuniza-
cién exitosa)
pcHEVORF2 Birmana ORF2 1-660 aa Macaco Cino- (Saleem et al.,
(2002) (660aa) molgus 2002)
pJHEV Birmana ORF2 1-660 aa Ratones BALC (He etal.,
(1997,2001) (660aa) C (inmuniza- 2001; He et al.,
cién exitosa) 1997)
pcHEVORF2 Birmana ORF2 1-660 aa Macaco Cino- (Kamili et al.,
(2004) (660aa) molgus 2004)
pcvHEV23 China ORF2 + | 1-660aa Ratones BALC (Hong et al.,
(2005) ORF3 de ORF2 + C (inmuniza- 2005)
125aa de cién exitosa)
ORF3
pCl.sig3- Birmana ORF2 + 394 - 660 aa Rata Wistar / (Lietal.,
Bacteria ORF2.1 PORF2 (267 aa) + oveja (inmuni- 2006)2006
(2006) 50aa de pép- | zacién no exi-
tidos senal tosa/ exitosa)

Continta...



Sistema de
Expresion

Bacteria

Planta

Insecto
(sf96)

Designacién
(Fecha de
estudio)

pCl.sigl-
ORF2.1
(20006)

rORF2p
(2007)

rNEp (2007)

pHEV101,
pHEV110
(2005)

pRB94-E2
(2006)

56kDa
(1993, 1997,
1998)

50kDa
(1997,2001)

53kDa
(2000, 2001)

56kDa
(2002)

VLP-52C
(2002)

56kDa
(2003)

50kDa
(1997, 2004)

HEVORF2
53kDa
(2008)

HEVORF2
43kDa
(2008)

Origen de la
cepa

Birmana

Genotipo 1
aislado de
la India

Genotipo 1
aislado de
la India

Birmana

China

Pakistani
(SAR-55)

Birmana

Pakistani
(SAR - 55)

Pakistani
(SAR - 55)

Birmana

Pakistani
(SAR-55)

Birmana

Gen
sintético
(Birmana)
Gen
sintético
(Birmana)

ORF

ORF2 +
PORF2

ORF2

region
ORF2-
NE

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

ORF2

Regién de
aminoacidos

394 - 660 aa
(267 aa) +
22aa de pép-
tidos sefial

1-660 aa
(660aa)

458 - 607 aa
(150aa)

112 - 660 aa
(54%aa)

0.8kb del
fragmento E2

112 - 607 aa
(496aa)

112 - 660 aa
(54%aa)

112-578 aa
(467aa)

112 -607 aa
(496aa)

112-660 aa
(549aa)

112 - 607 aa
(496aa)

112 - 660 aa
(549aa)

112 - 660 aa
(549aa)

112 - 608 aa
(497aa)

Resultados /
Modelo de
vacunacion

Rata Wistar /
oveja (inmuni-
zacidn exitosa/
no exitosa)

Ratones (BALC
C) (inmuniza-
cidén exitosa)

Ratones (BALC
C) (inmuniza-
cién exitosa)

Ratones (BALC
C) (inmuni-
zacién no
exitosa)

Ratones (BALC
C) (inmuniza-
cion exitosa)

Mono Rhezus

Ratones (BALC
C) (inmuniza-
cién exitosa)

Mono Rhezus

Mono Rhezus

Ratones BALC
C (inmuniza-
cién exitosa)

Mono Rhezus

Macaco Cino-
molgus

Ratones BALC
C (inmuniza-
cién exitosa)

Ratones BALC
C (inmuniza-
cién exitosa)

Referencias

(Lietal,
2006)2006

(Deshmukh et
al., 2007)

(Deshmukh et
al., 2007)

(Maloney et al.,
2005)

(Zhou et al.,
2006)

(Robinson
etal., 1998;
Tsarev etal.,
1997)

(Lietal., 2001;
Lietal., 1997b)

(Zhang et

al., 2001b;
Schofield et al.,
2000)

(Zhang etal.,
2002)

(Niikura et al.,
2002)

(Purcell et al.,
2003)

(Lietal., 2004;
Lietal, 1997b)

(Renoux et al.,

2008)

(Renoux et al.,
2008)

Aa: aminodcido (s); CFA: Adyuvante Completo de Freud's; HPV. rProt.: Proteina recombinante, Virus del Pa-
piloma Humano; IFA: Adyuvante Incompleto de Freud'’s; ORF: Lectura de Marco Abierto (Open-Reading Fra-
me); rtHEV: Virus de la Hepatitis E recombinante; rHEV-LP: Virus de la Hepatitis E recombinante como particula;
VLP: Virus como particula.
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La proteccidn alta se refiere a valores de proteccion del 75% o més en
animales vacunados y retados después.

La expresién de una proteina recombinante del HEV por baculovirus en
células de insecto sf? ha sido probada con algunos candidatos de vacu-
na. El candidato de vacuna de 56kDa derivado de una cepa pakistani ha
alcanzado pruebas clinicas fase Il.

2. Antecedentes

Pldsmido

Meng y colaboradores (2001) identificaron epitopes neutralizantes del
HEV de una cepa de Birmania, encontrando que en la posicion de 452 a
617 aa del ORF2 hay reactividad cruzada contra 3 diferentes genotipos,
considerando la construccién de proteinas recombinantes derivadas
con esta secuencia de aminoacidos como candidatos para el desarrollo
de una vacuna contra la Hepatitis E, por lo que la Division de Hepatitis
Viral del Centers for Disease Control and Prevention (CDC), de Atlanta,
GA, EE.UU, en colaboracion con Probiomed S.A. de C.V. y basado en lo
descubierto por Meng (Meng et al., 2001) construyd algunos pldsmidos
para ser transformados en la levadura Hansenula polymorpha y producir
antigenos recombinantes del HEV. De éstos se facilité uno a Probiomed
el cual fue fusionado a una secuencia lider de secrecién y asi ayudar a la
secrecion del antigeno recombinante. En la figura 1 se muestra un dia-
grama de la construccion de este.

Transformacidn

Con él plasmido facilitado se logré transformar en la levadura Hansenula
polymorpha, siguiendo el procedimiento de Dohmen y colaboradores
(Dohmen et al., 1991), estabilizando la clona, obteniendo un banco con
97% de estabilidad y una viabilidad del 98%.



Figura 1. Clonacién del ORF2 truncado para la expresién del
antigeno recombinante del HEV
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Al banco obtenido de la Hansenula polymorpha se le realizé pruebas de
expresion de fermentacién tanto en matraces como en biorreactores.

Al inocular un fermentador con medio de cultivo nutritivo de extracto
de levadura al 4%, peptona al 2% y glicerol al 1%, al final de 72h de fer-
mentacion se cosechd el sobrenadante, se hicieron diluciones seriales
1:2 y 1:4 y se analizaron por SDS-PAGE al 15% (figura 2), encontrando
una proteina con un peso molecular aproximado de 18kDa, sin embargo
se identifico otra proteina de ~23 kDa.

Al realizar un Western Blot se encontré que esta segunda banda de 23
kDa también mostré reactividad como la de 18 kDa (figura 3).

Para demostrar que la banda de 23 kDa fuera de una isoforma o glico-
silacién, se llevd a cabo una fermentacion y se le adiciond Tunicamicina,
como inhibidor de glicosilacién y del producto sélo se encontré la ex-
presién de la banda de 18kDa (resultados no mostrados) por lo que se
demostré que esa banda se debe a glicosilacion.
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Figura 2. SDS PAGE al 15% del caldo fermentado
que muestra la banda del antigeno de Hepatitis E
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Segun Degelmann (2004), el uso de medios sintéticos muestra intere-
santes resultados en su nivel de expresién, por lo que después de utilizar
varios, se encontré que SNYé a pH inicial de 5.5y después de alcanzar un
crecimiento en peso humedo de 50g/L (aprox. en 24h) disminuir para pH
4.5, da un nivel mayor de expresién comparado contra el medio rico de
extracto de levadura 4%, peptona 2% y glicerol 1%, tal como se muestra
en el SDS-PAGE al 15% tefido con plata (figura 3).

Purificaciones Previas

Con el fin de obtener un antigeno puro se empezd a trabajar en su purifi-
cacion empleando procesos de: a) concentracion y didlisis usando mem-
branas de polietersulfona de 300, 100 y 10 kDa, b) precipitaciones con
polietilenglicol 8000 (PEG8000) y sulfato de amonio saturado, y c) cro-
matografia de exclusion molecular con la resina Superdex 75 de GE sin
embargo, se obtuvieron purezas entre 30 a 40%,; por lo tanto se requiere
un disefio de purificacién robusto y escalable en donde se obtenga un
antigeno recombinante con una pureza mayor al 95%.



Figura 3. SDS PAGE al 15% y WB en membrana de
PVDF del caldo fermentado que muestra la expresién e
identidad del antigeno de Hepatitis E
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Actividad inmunogénica

Se encontré que nuestro antigeno recombinante de Hepatitis E parcial-
mente purificado y formulado con hidréxido de aluminio, estimula la
generacién de anticuerpos anti-hepatitis E al ser inmunizado en ratones
BALB C en dosis de 20, 10 y 1ug por ratdn sin embargo, este titulo de
anticuerpos aun es bajo, tan solo 1:100 para la dosis de 10ug por ratén,
cuando se han reportados titulos de 1:8000 con la levadura Pichia pasto-
ris (Yu-Pin et al., 2001, Zhang et al., 2002), no obstante se necesita estu-
diar mas en esto y comparar ambos sistemas de expresion.

3. Justificacién

México es uno de los paises con prevalencia a la infeccidn por la Hepatitis

E (Okamoto, 2007) y no existe ninguna vacuna comercial en el mundo
(Meng, 2010).

El plasmido se logrd transformar y expresar en la levadura Hansenula
polymorpha, demostrando inducir respuesta inmune en ratones. Por tal
motivo, es necesario disefar un proceso biotecnoldgico para la produc-
cién y purificacién de este antigeno recombinante y poderse escalar a
produccion escala piloto.
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El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un sistema de purifica-
cién basado en una secuencia de cromatografias: interaccion hidrofébi-
ca, exclusién molecular e intercambio idnico, monitoreando el avance de
la purificacién por los métodos de SDS-PAGE, ELISA y cuantificacion de
proteina por Bradford.

4. Metodologia

Para llevar a cabo la purificacion del antigeno recombinante del virus de
la hepatitis E se disefié una estrategia experimental que es mostrada en
la figura 4.

Figura 4. Etapas desarrolladas en el proceso de purificacién
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La estrategia utilizada partié del sobrenadante obtenido de la cosecha
de la fermentacion por centrifugacion seguido del paso de captura con
la Cromatografia de Interaccién Hidrofébica con la resina Phenyl 650M de
Tosoh, continuando con un desalado con la columna empacada Sephadex
G-25 F de GE, pasando a una Cromatografia de Intercambio |énico con la
resina DEAE Sepharose FF de GE y finalmente a una concentracién en cel-
da con membrana de polietersulfona con un tamafo de corte de 10kDa.

Los Métodos Analiticos utilizados como control de proceso fueron:

« Determinacién de Concentracién de Proteina por Bradford
« Determinacion de Proteina S por SDS-PAGE al 15%

« Determinacion de Absorbancia a 280nm

+ Determinacion de Conductividad Eléctrica

+ Determinacion de pH



Los Métodos Analiticos utilizados para determinar identidad y pureza
fueron:

« Determinacion de Proteina S por SDS PAGE al 15% y Western
Blot

« Determinacién de Antigeno de Superficie de Hepatitis B por
ELISA y HPLC-SEC.

Cromatografia de interaccién hidrofébica (Bonner, 2007)

La figura 5 muestra el Diagrama General de la Cromatografia de Interac-
cién Hidrofébica.

Figura 5. Diagrama General de la Cromatografia de Interaccién Hidrofobica
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Previo al montaje de la cromatografia se probd la estabilidad de la pro-
teina recombinante en las condiciones de operacion planeadas. Para ello
se utilizaron alicuotas de caldo y se acondicionaron a diferentes pH con
NaOH o HCI, se probaron intervalos de 2 a 9 de pH. Asimismo se adicio-
naron diferentes concentraciones de sulfato de amonio, desde 0 a 2.4 M.
Con base en estos resultados se escogieron como condiciones de ope-
racion pH 7 y de 1.8 a 2.2 M de sulfato de amonio.
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El proceso cromatogréfico se llevé a cabo con la resina de interaccidn hi-
drofébica Phenyl 650M. Tiene el ligando fenilo y tiene un tamafno de poro
de 90 pm. L a columna se empacd siguiendo el procedimiento sugerido
por el fabricante, cumpliendo con la prueba de simetria. Las muestras de
caldo proveniente de la fermentacion se acondicionaron con sulfato de
amonio a concentraciones de 1.8 a 2.2 M y Na,HPO,.7H,0 10mM a pH
7.0. Se probaron diferentes capacidades de carga, 10, 20, 40 y 60 VC.
Bajo estas condiciones el producto se pega a la resina y es eluido por un
cambio en la conductividad ocasionado por la eliminacion del sulfato de
amonio de la fase movil. Se fraccionaron los picos resultantes y se anali-
zaron por SDS-PAGE, ELISA y SEC-HPLC. La proteina se cuantificd por el
método de Bradford.

Desalado por exclusién molecular (Bonner, 2007)

La figura 6 muestra el Diagrama General del Desalado por Exclusion Mo-
lecular.

Figura 6. Diagrama General de la Cromatografia de Exclusién Molecular
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El proceso cromatogréfico se llevd a cabo con la columna comercial em-
pacada Desalting XK 16/20 con resina Sephadex G-25. Tiene un tamano
de poro de150 pm. Las muestras provenientes de la cromatografia de in-
teraccion hidrofébica se inyectaron a la columna eluyendo el producto de
interés inmediatamente. Se fracciond el pico resultante y se analizaron por
SDS-PAGE, y ELISA. La proteina se cuantificé por el método de Bradford.



Cromatografia de intercambio aniénico (Bonner, 2007)

La figura 7 muestra el Diagrama General de la Cromatografia de Inter-
cambio lénico.

Figura 7. Diagrama General de la Cromatografia de Intercambio Iénico
PB 10 mM | Na Cl 1M
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El proceso cromatogréfico se llevé a cabo con la resina de intercambio
aniénico DEAE Sepharose Fast Flow. Tiene el ligando dietilenaminoetilo
con carga parcial positiva, es un intercambiador aniénico débil y tiene un
tamafo de poro de 90 pm. La columna se empacd siguiendo el procedi-
miento sugerido por el fabricante, cumpliendo con la prueba de simetria.
Las muestras provenientes del desalado por exclusion molecular se in-
yectaron a la columna eluyendo el producto de interés como el no unido.
Se fraccionaron los picos resultantes y se analizaron por SDS-PAGE y ELI-
SA. La proteina se cuantificé por el método de Bradford.

Concentracién en celda (Paul, 2004)

La concentracién del “pool” de fracciones de cromatografia de intercam-
bio idnico, fue llevado a cabo en una celda Amicon de (Millipore) con
una membrana de polietersulfona de tamafio de corte de 10kDa de (Mi-
llipore), las muestras fueron concentradas al menos 5 veces del volumen
inicial a una temperatura de 4°C.
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Filtracién estéril

Esterilizar el producto por filtraciéon en acrodisco (Millipore) y tomar ali-
cuotas del producto en tubos Nunc estériles de 15mL.

Métodos Analiticos

Electroforesis en Gel SDS-PAGE (Pitre, 2000)

La electroforesis se realizé en geles de poliacrilamida segun la técnica des-
crita por Laemmli (Laemmli, 1970), con un gel concentrador al 4% y un gel
separador al 15% preparados en vidrios de 14.5 X 16.5 X 0.1 cm en forma
de sdndwich, colocados en una cdmara de electroforesis (Cole-Parmer). To-
das las muestras fueron incubadas a 100°C durante 15 minutos en buffer
reductor (0.5M Tris-HCI pH 6.8, 10% SDS, 30% glicerol, DTT (ditiotreritol)
4mM y azul de bromofenol). Las muestras fueron colocadas en el gel y mi-
gradas a 100 Volts con una fuente de poder de Thermo EC.

Western Blot (Pitre, 2000)

Siguiendo el protocolo de la cdmara de transferencia semi-seca WEP com-
pany, se transfirieron las proteinas contenidas en el SDS PAGE a una mem-
brana de fluoruro de polivinilideno (PVDF) de BIO-RAD durante 1.5 h a
200mA incrementando la corriente gradualmente utilizando un sistema de
soluciones amortiguadoras: solucién anddica 1 (0.3M Tris-Base, 20% de
metanol a un pH 10.4), solucién anddica 2 (0.025M Tris-Base, 20% metanol
a un pH 10.4) y solucién catddica (0.025M Tris-Base, 0.04M DL-Norleucina,
20% metanol a un pH 9.4). Se desmontd la membrana, se bloqued toda la
noche con solucién bloqueadora (10% leche baja en grasas, 2% albumina
sérica bovina, 0.1% Tween 20 en PBS (cloruro de sodio 137mM, cloruro de
potasio 2.7mM, fosfato monobésico de potasio 1.15mM, fosfato dibéasico
de sodio hepta hidratado 8mM). Se lavé la membrana 4 veces con PBST
(PBS més 0.1% Tween 20) de 10 minutos cada uno. Se incubd la membrana
durante 2 horas a 37°C con anticuerpo primario policlonal de ratén An-
ti-HE (obtenido de la inmunizacién en ratones de antigeno de hepatitis E
expresado en E. coli) con una dilucién 1:16,000 diluido en PBST, 2% BSA,
10% NGS (suero normal de cabra) y colocé en un horno de hibridacion
(marca Heraeus). Se lavd la membrana 4 veces con PBST durante 10 mi-
nutos cada lavado. Se incubé la membrana durante 2 horas a 37°C con un



anticuerpo secundario monoclonal IgG anti-ratén marcado con peroxida-
sa a unadilucién 1:10,000 diluido en PBST, 2% BSA, 10% NGS, en un horno
de hibridacion. Se lavé la membrana 4 veces con PBST por 10 minutos por
lavado, y se siguid el protocolo de revelado del kit ECL de GE.

Se reveld la membrana utilizando una solucién de DAB-H,0O, (25mg Dia-
minobencidina (Sigma), 5uL de perdxido de hidrégeno al 30% (Baker)
en 50mL de PBST) hasta la aparicion de las bandas correspondientes, se
detuvo la reaccién con agua Milli Q y se secd a temperatura ambiente.

Cuantificacién de proteina por Bradford (Pierce and Suelter, 1977)

Se cuantificaron las proteinas con el Kit de Bradford de la marca Pierce,
utilizando BSA (albumina sérica bovina) como estdndar a concentracio-
nes (75, 150, 300 y 600 pg/mL) y agua como blanco. Se colocaron 10puL
de cada muestra (curva estdndar, muestra problema y blanco) por pozo
y por triplicado en una placa de 96 pozos de fondo plano marca NUNC,
seguido de la adicién de 300uL de reactivo de Bradford, se homogenei-
26, se dejo incubar durante 20 minutos a temperatura ambiente y se leyd
a 620nm en un lector multiplacas marca Termo Labsystems.

Elisa para la deteccién de antigeno (Tsarev et al., 1993)

Se colocd e incubd toda la noche a temperatura ambiente 0.001ug de
proteina de las muestras (haciendo las diluciones respectivas, se incluyé
controles positivos y negativos) diluidos en 100uL de PBS en una placa
de 96 pozos de fondo plano. Se realizaron 4 lavados con PBST e incubd
cada pozo durante 2 horas a 37°C con un anticuerpo primario policlonal
de ratén Anti-HE, obtenido de la inmunizaciéon en ratones de antigeno de
hepatitis E expresado en E coli con una dilucién 1:2,000 diluido en PBST,
2% BSA, 10% NGS. Se realizaron 4 lavados con PBST y se incubé cada pozo
durante 2 horas a 37°C con un anticuerpo secundario monoclonal IgG an-
ti-ratén marcado con peroxidasa, a una dilucién 1:10,000 diluido en PBST,
2% BSA, 10% NGS. Se realizaron 4 lavados con PBST y se incubé con 100uL
de reactivo revelador OPD (una tableta de clorhidrato de o-fenilendiamina
(Sigma) diluida en 7.5mL de HRP (48.6mL de acido citrico 100mM, 51.4mL
de fosfato dibéasico de sodio hepta hidratado 100mM) y 5uL de perdxi-
do de hidrégeno) durante 20 minutos, se detuvo la reaccién con 50pL de
acido sulfurico al 1.25My se leyd a 492nm en un lector multiplacas marca
Termo Labsystems.
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HPLC-SEC (Dong, 2006)

Para la cromatografia analitica se utilizé un HPLC marca Waters™ con una
columna de exclusién molecular de Tosoh G6000PW, (300 x 7.8 mm),
guarda-columna Tosoh Guard PW, , sistema cromatografico Waters 2690
y un detector UV-Vis 2487 y software Empower™. Como fase movil se
utilizé una solucién de fosfato dibésico 10 mM con etanol al 10% con un
gradiente isocratico con un flujo de 0.7 mL/min a 50° C por 40 minutos
de corrida por muestra.

5. Discusién de resultados

Sistema Cromatogréfico Integrado

Se logré disefiar una estrategia experimental para la obtencién de un anti-
geno recombinante de hepatitis E partiendo del sobrenadante de cosecha
de fermentacién iniciando con un paso de captura mediante cromatogra-
fia de interaccién hidrofébica, seguido de un desalado por exclusién mo-
lecular y finalizando el proceso cromatogréfico con un intercambio idnico.
El producto se concentré en celda y se esterilizé por filtracion.

Cromatografia de interaccién hidrofébica

Se determind la estabilidad del antigeno con diferentes concentraciones
de sulfato de amonio y a diferentes valores de pH, encontrando com-
portamientos semejantes a los ya previamente analizados. Ademas, se
caracterizo la capacidad de carga de la resina y se aplicé a un pequefio
lote de sobrenadante de cosecha de fermentacién de 2.2L.

Estabilidad al pH

El sobrenadante se estudié en el intervalo acido y alcalino, se monitored
la antigenicidad por ELISA, tal como lo muestra la figura 8 encontrando
que es estable entre pH 6.5y 7.0.
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Figura 8. Efecto de pH en el sobrenadante de cosecha de fermentacion
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Estabilidad con sulfato de amonio a pH 7.0

Se estudié la estabilidad del antigeno recombinante concentraciones
desde OM hasta 2.4M de sulfato de amonio y se monitored la antige-
nicidad por ELISA como lo muestra la figura 9. Se observa que hay un
incremento de absorbancia y permanece constante desde 2.0Ma 2.2My
disminuyé a partir de 2.3 M.

Figura 9. Efecto de la concentracién de sulfato de amonio en el sobrenadante
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de cosecha de fermentacién

Estabilidad a Diferentes Concentraciones de Sulfato de Amonio
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Concentracién ideal de sulfato de amonio pH 7.0

Se decide trabajar con concentraciones desde 1.8M hasta 2.4M de sul-
fato de amonio a pH 7, ya que necesitamos encontrar la concentracion
ideal con el mejor rendimiento, antigenicidad y pureza.

Perfiles cromatograficos

En la figura 10 se muestran los perfiles cromatogréficos de la interaccion
hidrofébica para concentraciones desde 1.8 hasta 2.4M.

Figura 10. Perfiles cromatogréficos (A, B, C y D) del efecto de la concentracién
de sulfato de amonio con la columna XK 16
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La integracion del area y altura, la mezcla de fracciones y la conductivi-
dad eléctrica de cada uno de los perfiles cromatogréficos, son presenta-
dos en la tabla 2.

Tabla 2. Datos de integracion de los perfiles cromatogréficos

Cromatograma Muestra Fracciones % Area Altura (UA) CE (mS/cm)
A 1.8 M SA Pico 2a 2.91 0.80 213.8-10.1
B 2.0MSA Pico 2a 3.16 0.69 223.0-11.4

Continua...



Cromatograma Muestra Fracciones % Area Altura (UA) CE (mS/cm)

C 2.2MSA Pico 2a 3.16 0.78 237.8-12.0
D 2.4 MSA Pico 2a 3.22 0.75 252.7-13.8

Pardmetros de proceso y rendimiento

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccion de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 3.

Tabla 3. Datos de la captura por cromatografia de interaccion hidrofébica

Parametros Inicial Interés Unido - HIC
(Sobrenadante) 4 gy 20m  22M  2.4m
Proteina Total (mg) 21.76 7.1 9.0 9.3 10.2
Antigenicidad Especifica (ELISA) | 13.8 28.3 26.9 20 20
(UA/pg Antigeno)
C.E.(mS/cm) 7.5 135.5 152.5 167.4 180.9
pH 5.55 7.1 7.2 7.1 7.0
Rendimiento por Etapa (%) 100 32.7 41.5 42.8 46.7
Recobro por etapa (%) 100 67.1 80.8 62.1 67.7
Factor de Purificacién 1 2.1 1.9 1.4 1.4
mg Proteina Total/mL Resina 0 5 5 5 5

Se encontré que el mejor recobro lo presenta la concentracién de 2.0M
de sulfato de amonio aunque la mayor antigenicidad y nimero de veces
de purificacion lo presenta la concentracion de 1.8M de sulfato de amo-
nio, sin embargo usaremos la de 2.0M de sulfato de amonio porque entre
ambas muestra méas rendimiento.

Capacidad de carga de la resina
Se caracterizd la capacidad de carga con una columna XK16/2.3, con
4.6mL de resina, probando 10, 20, 40 y 60 volimenes de columna (VC) a

una concentracion de 2.0M de sulfato de amonio a pH 7.0, ya que es la
concentracién que mostré mayor recobro y mejor rendimiento que 1.8M.
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Perfiles cromatograficos

En la figura 11 se muestran los perfiles cromatogréaficos de la interaccion
hidrofébica a diferentes volimenes de columna.

Figura 11. Perfiles cromatograficos (A, B, Cy D) de la caracterizacién de la capacidad
de carga de la resina
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La integracién del area y altura, las fracciones y la conductividad eléctrica
de cada uno de los perfiles cromatograficos son presentados en la tabla 4.

Tabla 4. Datos de integracién de los perfiles cromatogréficos para volimenes
de columna

Cromatograma  Muestra  Fracciones % Area Altura (UA)  CE (mS/cm)
A 10VvC Pico 2a 5.4 0.67 216.3-15.2
B 20VvC Pico 2a 2.9 0.80 216.7-10.1
C 40VC Pico 2a 2.1 0.90 218.6-16.7
D

60VC Pico 2a 2.1 1.40 219.2-18.6




Parédmetros de proceso y rendimiento

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccion de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 5.

Tabla 5. Datos de la capacidad de carga de la resina

Pardmetros Interés Unido - HIC
10VC 20VC 40 VC 60VC

Proteina Total (mg) 5.9 7.1 15.6 20.9
Antigencidad Especifica | 18.1 32.7 28 19.5
(ELISA) (UA/mg Antigeno)
C.E.(mS/cm) 151.3 150.3 151.0 152.3
pH 6.9 7.1 7.0 7.1
Rendimiento por Etapa (%) | 54.1 32.7 35.9 32.1
Recobro por etapa (%) 71 77.5 72.9 45.4
Factor de Purificacion 1.3 24 2.0 1.4
mg Proteina Total/mLResina = 2.5 5.0 10 15

Los datos mostraron mejor resultado para la prueba con 20 VC, aunque
no podemos descartar la de 40 VC, ya que también muestra resultados
semejantes en recobro y no veces de purificacion, no obstante la anti-
genicidad disminuyd. Por lo tanto se procesard un pequefio lote de so-
brenadante de cosecha de fermentacidn y se analizard contra los datos
obtenidos. Ademas el recobro es semejante desde 10 VC hasta 40 VC,
pero con 60 VC disminuyé.

Cromatografia con una columna empacada XK 50/8.5

Se empacd una columna XK 50/8.5 con 167mL de resina Phenyl 650M, se
acondiciond el sobrenadante a una concentracion de 2.0M de sulfato de
amonio, lo que represento 13.2 volimenes de columna.

Perfiles cromatograficos

En la figura 12 se muestra el perfil cromatogréfico con la columna empa-
cada.
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Figura 12. Perfiles cromatogréficos de la columna empacada XK 50
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El cromatograma A representa toda la corrida y se observa asi porque se
saturéd la sefial de absorbancia. El cromatograma B muestra el zoom del
pico 2a que corresponde con nuestra proteina de interés y la integracion
del drea y altura, el pool de fracciones y la conductividad eléctrica son
presentados en la tabla 6.

Tabla 6. Datos de integracion del perfil cromatografico para 13.2 VC

Cromatograma

A

Muestra

13.2VC

Fracciones % Area

Pico 2a 5.2

Altura (UA)
2.7

CE (mS/cm)
235.5-13.3



Parédmetros de proceso y rendimiento

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccion de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 7.

Tabla 7. Datos de la captura para 13.2 VC

Parametros Inicial Interés Unido - HIC
(Sobrenadante) 13.2VC

Proteina Total (mg) 517 200
Antigenicidad Especifica (ELISA) | 13.8 32.5
(UA/pg Antigeno)
C.E.(mS/cm) 210 149.3
pH 7.0 6.7
Rendimiento por Etapa (%) 100 38.7
Recobro por etapa (%) 100 91.1
Factor de Purificacion 1.0 24
mg Proteina Total/mL Resina 3.1 1.2

Se encontré que con esta columna de mayor volumen el recobro es ma-
yor y el rendimiento se conservd, ademas solo se trabajé con 3.1mg de
proteina total/mL de resina pudiéndose llevar hasta casi 10mg/mL.
Desalado por exclusién molecular

Debido a que no se contd en este momento con una columna de desala-
do para todo el volumen obtenido de interaccidn hidrofdbica, se decidié
realizar 6 inyecciones sucesivas en la columna, tal como se muestra en la
figura 6.

Perfiles cromatograficos

Los perfiles cromatogréficos se muestran en la figura 13.
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Figura 13. Perfiles cromatogréficos del desalado del pool de interaccién hidrofébica
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La integracién del dreay altura, el pool de fracciones y la conductividad
eléctrica de cada uno de los perfiles cromatogréficos son presentados

en la tabla 8.

Tabla 8. Datos de integracion del perfil cromatogréfico para el antigeno

Cromatograma

A

Muestra

13.2VC

desalado inyeccion 1

Fracciones % Area

Friy2 89.21 0.74

Altura (UA)

CE (mS/cm)
1.9-7.0



Parédmetros de proceso y rendimiento

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccion de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 9.

Tabla 9. Datos de la etapa de desalado a partir
del unido de interaccién hidrofébica

Pardmetros Interés Desalado - SEC
13.2VC

Proteina Total (mg) 167.5
Antigenicidad Especifica 375

(ELISA) (UA/pg Antigeno)

C.E.(mS/cm) 2.5

pH 6.9
Rendimiento por Etapa (%) 83.7

Recobro por etapa (%) 96.6

Factor de Purificacion 1.2

Cromatografia de Intercambio Iénico

El producto obtenido del desalado, ya con una conductividad promedio
entre 2 y 3 mS/cm, fue usado para determinar la capacidad de carga de
la resina DEAE Sepharose FF de GE, ademas se probaron otras resinas de
intercambio idnico para determinar si no existe otra con grupo funcional
diferente y se encontraron resultados interesantes.

Capacidad de carga de la resina DEAE
Se utilizd una columna comercial empacada de 1 mL de resina DEAE
Sepharose FF de GE, probando 3 concentraciones de proteina total de 1,

5y 25 mg/mL de resina. En la figura 14 se muestran los perfiles cromato-
gréaficos de estas concentraciones.
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Perfiles cromatogréficos

Figura 14. Perfiles cromatograficos (A, B y C) del intercambio idnico
para la resina DEAE Sepharose FF
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La integracién del area y altura, el pool de fracciones y la conductividad
eléctrica de cada uno de los perfiles cromatogréficos son presentados en
la tabla 10.

Tabla 10. Datos de integracion de la capacidad de la resina DEAE

Cromatograma Muestra Fracciones % Area Altura (UA) CE (mS/cm)
A 1 mgPT No Unido 471 0.06 2.0-2.0

B 5mgPT No Unido 68.5 0.26 2.0-2.0
C 25mgPT | No Unido 79.2 0.42 20-20

Parédmetros de proceso y rendimiento

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccién de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 11.

Tabla 11. Datos de la capacidad de carga de la resina DEAE-IEC

Pardmetros 1mg PT/mL 5mg PT/mL  25mg PT/mL
Resina Resina Resina

Proteina Total (mg) 0.9 2.8 9.5
Antigenicidad Especifica 243 41.7 56.9
(ELISA) (UA/ug Antigeno)

C.E.(mS/cm) 2.1 2.1 2.1

pH 7.0 7.1 7.1
Rendimiento por Etapa (%) 84.1 54.4 38.0
Recobro por etapa (%) 62.9 69.8 66.5
Factor de Purificacion 0.7 1.3 1.8

mg Proteina Total/mL Resina 1 5 25

Es importante sefialar que aunque la prueba con 25mg de proteina total/
mL de Resina muestra el menor rendimiento, es el que presenta tanto el
valor mas grande de antigenicidad por ELISA como el nimero de veces
de purificacién. El recobro es semejante entre las tres pruebas por lo que
podremos sugerir utilizar la condicién de 25mg PT/mL de resina para
intercambio en un proceso a escala por los volimenes que representa

166 Alvarez Garcia, Ramirez Garcia y Pérez



PURIFICACION DE UN ANTIGENO RECOMBINANTE DE HEPATITIS E 167
EXPRESADO EN Hansenula polymorpha

no obstante, por presentar la de 5mg PT/mL resina el mayor recobro, se
harén pruebas para determinar si efectivamente la resina DEAE de GE es
la ideal o puede ser reemplazada por otras de la misma marca.

Otras resinas de intercambio idnico de GE

Se utilizaron otras tres columnas comerciales empacadas de 1mL de resi-
na también de la marca GE. Las resinas son Q, CMy SPy en la tabla 12 se
muestra el tipo de ligando y carga de cada una de ellas. En la figura 15 se
muestran los perfiles cromatograficos de estas resinas.

Tabla 12. Datos de otras resinas de la marca GE

Resina Ligando Carga Parcial Tipo de ligando
DEAE Dietilaminoetil + Débil
Q Cuaternario de amonio + Fuerte
CM Carboximetil - Débil
SP Sulfopropil - Fuerte

Perfiles cromatograficos

Figura 15. Perfiles cromatogréficos (A, B, C y D) de otras
resinas de intercambio idnico en comparacién con la resina
DEAE Sepharose FF
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La integracion del area y altura, el pool de fracciones y la conductividad
eléctrica de cada uno de los perfiles cromatograficos son presentados en

la tabla 13.

Tabla 13. Datos de integracién del perfil cromatogréfico para el

Cromatograma

A

antigeno de intercambio

Muestra

DEAE

CM

SP

Fracciones

No Unido
Unido
No Unido
Unido
No Unido
Unido
No Unido
Unido

% Area

68.5
31.5
65.8
34.2
96.9
3.1

91.8
8.2

Pardmetros de proceso y rendimiento

Altura (UA)

0.26
0.54
0.26
0.51
0.35
0.08
0.34
0.20

CE (mS/cm)
2.0-20
3.5-68.1
2.0-20
2.0-70.8
20-20
2.3-39.3
2.0-20
22-46.9

La cantidad de proteina total, la absorbancia a 492nm de ELISA para de-
teccién de antigeno, la conductividad eléctrica, el pH y el rendimiento
por etapas, son mostrados en la tabla 14.

Tabla 14. Comparacién de datos experimentales entre resinas de diferente ligando

Paréametros

Proteina Total (mg)

Antigenicidad Especifica
(ELISA) (UA/pug Antigeno)

C.E.(mS/cm)
pH

Rendimiento por Etapa (%)

Recobro por etapa (%)

Factor de de Purificacion

168

DEAE
No Unido

Unido

2.8 1.4
41.7 104
2.0 22.4
7.1 7.5
544 | 28.0
69.8 | 9.0
1.3 0.3

Q
No  Unido

Unido

2.5 2.4
52.2 7.9
2.0 24.5
7.1 7.5
49.7 46.3
79.9 1.3
1.6 0.2
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CM
No Unido

Unido

35 0.3
27 16.9
2.0 12.7
7.1 7.5
69.8 5.7
58.0 @ 3.0
0.8 0.5

SP
No  Unido

Unido

3.7 0.5
28.1 35
2.0 18.5
7.1 7.5
720 | 10.6
62.3 11.5
0.9 1.1
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Se encontraron dos situaciones importantes, la primera es que la resina Q
muestra un mayor recobro del producto de interés en la parte no unida
que la resina DEAE, ademas presentd el mayor valor del nimero de veces
de purificacién aunque el rendimiento fue menor, y la segunda situacién
es que la resina SP en el producto unido presentd un valor interesante
en el nimero de veces de purificacion, por lo que debemos de estudiar
en otros experimentos este efecto por que podria ser utilizado como un
paso de captura.

Concentracién en celda con membrana de 10kDa

Se concentrd el producto no unido del intercambio iénico obtenido de la
condicién de 25mg PT/mL de resina y los datos de rendimiento y recobro
son mostrados en la tabla 15.

Tabla 15. Datos de concentracidon en celda con membrana
de polietersulfona de 10kDa

Parédmetros Inicial (Mezcla No Concentrado
Unido-DEAE-IEC) 10 kDa

Proteina Total (mg) 9.5 45
Antigenicidad Especifica (ELISA) | 56.9 130.5
(UA/pug Antigeno)
C.E.(mS/cm) 2.1 2.1
pH 7.1 7.1
Rendimiento por Etapa (%) 100 47 .4
Recobro por etapa (%) 100 98.7
Factor de Purificacion 1 2.3

Pureza por SDS-PAGE-Densitometria

Para analizar la pureza desde la captura por cromatografia de interac-
cién hidrofébica hasta la concentracion en celda se realizé un SDS-PA-
GE al 15%, cargando por duplicado 5ug de antigeno por carril del gel.
Después de la tincion con Plata —la figura 16 muestra las bandas de las
etapas de purificacién— observando que la intensidad de la proteina de
18kDa es mayor que de la forma glicosilada de 23 kDa y en la tabla 16 se
muestra el orden de muestras por carril en el gel.



A la figura 16 se le realizé densitometria para calcular la pureza de las
bandas, determinando que por SDS PAGE la pureza serd igual a la suma
de la banda de 18 y 23kDa y asi tener solo una pureza total, tal como se
muestra en la tabla 17.

Figura 16. Pureza por SDS PAGE en el proceso de purificacion
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Tabla16. Orden de las muestras colocadas en el SDS PAGE de la figura 16

Carril Muestra
1 r-AgsHB
2 r-AgHE Hepeatitis E (Previa Purificacién)
3,6 Pool de Cromatografia de Interaccion Hidrofébica Pico 2a
4,7 Pool de Cromatografia de Intercambio Iénico No Unido
58 Pool de Concentrado en celda 10 kDa

Tabla 17. Pureza Total por Densitometria para las bandas de 18 y 23kDa

Pardmetro Mezcla de Interaccién Mezcla de Intercam-  Mezcla de Concen-
Hidrofébica Pico 2a  bio l6nico No Unido  trado en celda de 10
kDa
1 2 1 2 1 2
Pureza en labandade | 42.3 25.0 84.5 86.4 81.9 81.6
18kDa (%)
Pureza en labandade | 8.5 5.6 15.5 13.6 18.2 18.4
23kDa (%)
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Western Blot

Para demostrar que el producto purificado tiene antigenicidad se realizd
un western blot con anticuerpos policlonales anti-Hepatitis E de ratéon
colocando el pool no unido de intercambio Iénico y el pool de concen-
trado en celda de 10kDa. La figura 17 muestra las imégenes de los geles
antes y después de ser transferidos y en la tabla 18 se muestra el orden
de las muestras.

Figura 17. Analisis por SDS PAGE del pool de intercambio
y del concentrado en celda
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A. SDS-PAGE antes de ser transferido B. SDS-PAGE después de transferido.

Tabla 18. Orden de las muestras colocadas en el SDS PAGE de la figura 17

Carril Muestra

1 Marcador de peso molecular

2 r-AgsHB control (-)

3 r-AgHE control (+) (Previa Purificacion)

4 Pool de Cromatografia de Intercambio I6nico No Unido
5 Pool Concentrado en celda 10kDa

En la figura 18 se muestra la membrana de PVDF revelada por DAB y la
pelicula de rayos X revelada por el Kit de ECL, mostrando el orden de las
muestras en la tabla 19.



Figura 18. Analisis por Western blot del producto final por duplicado
del concentrado en celda
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con DAB con ECL.

Tabla 19. Orden de las muestras colocadas en el SDS PAGE de la figura 18

Carril Muestra

1 Marcador de peso molecular

2 r-AgsHB control (-)

3 r-AgHE control (+) (Previa Purificacién)

4 Pool de Cromatografia de Intercambio Iénico No Unido
5 Pool Concentrado en celda 10kDa

Pureza por HPLC-SEC

25pg por inyeccion de las muestras se corrieron en un HPLC con una
columna de Exclusién Molecular, mostrando en la figura 19 los perfiles
cromatogréficos y en la tabla 20 se describen los tiempos de retencién
para los picos integrados, asi como sus areas y alturas. Se encontré que
ambas bandas de 18 y 23 kDa eluyen juntas y no se observa una particién
del pico (figura 19 A), por eso la pureza es del 100%. Para el producto
proveniente de intercambio idnico, la pureza es del 94% (figura 19 B);
para el de captura por interaccidn hidrofébica es del 43% (figura 19 C)y
el inicial solo el 5.8% (figura 19 D).
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Tabla 20. Datos de integracién de los perfiles cromatograficos
para los antigenos puros
Cromatograma Muestra Tiempo % Area  Altura (UA)
de Retencién
(min)
A Pool Concentrado en celda de | 16.65 100.00 1.123
10kDa
Pool de Cromatografia de Inter- | 16.68 94.00 1.151
B B .
cambio Iénico No Unido
C Pool de Cromatografia de Inte- | 16.22 42.84 0.409
raccion Hidrofébica Pico 2a
D Sobrenadante de cosecha de | 16.32 5.8 0.018

fermentacion

6. Conclusiones

Se estudié la estabilidad del sobrenadante de cosecha de fermentacién a
diferentes valores de pH y concentraciones de sulfato de amonio y se en-
contré que es estable a pH 6.5y 7.0, y a concentraciones de 2.0M a 2.2M.

Se desarrollé una cromatografia de interaccion hidrofébica como etapa
de captura usando la resina Phenyl 650M de Tosoh y se encontré que el



intervalo de concentraciones de 1.8M a 2.2M de sulfato de amonio son
las mejores, logrando rendimientos del 42% y recobros del 81%.

Se caracterizé la capacidad de carga de la resina Phenyl 650M de Tosoh y
se encontré que se puede cargar hasta 40VC, soportando concentracio-
nes de hasta 10 mg de proteina total por cada mililitro de resina.

En la cromatografia de interaccién hidrofdbica se probd de un volumen
de 100 mL equivalente a 20VC se escalé hasta un volumen de sobrena-
dante de cosecha de fermentaciéon de 2200 mL que equivale a 13VC,
encontrando resultados reproducibles ya que se obtuvo un rendimiento
del 39% y un recobro del 91%.

Se caracterizd la capacidad de carga de la resina DEAE de intercambio
idnico encontrando que soporta hasta 25mg de proteina total de la etapa
de desalado por mililitro de resina.

Se probaron otras resinas de intercambio idnico y se encontré que la re-
sina Q Sepharose FF de GE tiene mayor capacidad de carga que la de
DEAE Sepharose FF sin embargo, es necesario realizar otros experimen-
tos con mayor volumen de resina.

Se analizé la pureza del concentrado en celda por membrana de 10 kDa
por SDS PAGE en condiciones desnaturalizantes y se encontré que para
la banda de 18 kDa la pureza es del 82% y para la de 23 kDa de 18%. Sin
embargo por HPLC-SEC la pureza es del 100% porque ambas eluyen al
mismo tiempo.
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1. Introduccién

a contaminacién ambiental es definida como cualquier modifica-

cién indeseable de la composicidén natural del medio, debida a

la introduccion de agentes bioldgicos, quimicos o fisicos que no
pertenecen al mismo. Es una consecuencia indeseable de los procesos
productivos que presenta formas muy diversas, asi como asociaciones
y sinergismos dificiles de prever, que afectan no sélo a la salud humana
sino también a la integridad de los ecosistemas, ocasionando dafios eco-
légicos a veces irreversibles tales como la pérdida de la biodiversidad.
Quizas el deterioro ambiental se hace méas acuciante en el agua, pues es
un insumo basico para la subsistencia de todo organismo vivo y para las
actividades productivas del hombre (Albert y Namihira, 2004).

La contaminacién del agua es ocasionada por diversos factores, entre los
que destaca la introduccién de diversos xenobidticos por actividades an-
tropogénicas. Entre los mas importantes y de los cuales existen muchos
estudios encontramos a los metales pesados y compuestos orgénicos
tales como los plaguicidas, hidrocarburos clorados, bifenilos policlora-
dos, los productos del petréleo (particularmente hidrocarburos poliaro-
maticos), etc. (Burger y Gochfeld, 2004). Sin embargo, recientemente los
cientificos han comenzado a centrar su atencién sobre un grupo de toxi-
cos denominados emergentes, los farmacos y los productos de higiene
personal (Snyder et al., 2005; Montforts et al., 2007; Spindler et al., 2007).

Los fdrmacos son productos prevenir, curar o mitigar las enfermedades.
Durante miles de afios, la humanidad utilizé una gran variedad de com-



puestos de origen vegetal, animal y mineral con este fin. No fue sino a
partir del siglo XX, que con el desarrollo de la sintesis quimica, se ob-
tuvieron nuevas sustancias de utilidad terapéutica, permitiendo el desa-
rrollo de la industria farmacéutica, prolongando y mejorando la calidad
de vida humana y animal. Sin embargo, estos farmacos y sus metaboli-
tos, pueden incorporarse a los cuerpos de agua por diferentes vias, tales
como efluentes provenientes de plantas farmacéuticas, desechos huma-
nos (orina y heces) y desechos orgéanicos provenientes de granjas, entre
otros (Larsen et al., 2004), lo que ha llevado en los ultimos afos a discutir
los posibles efectos de estos xenobidticos sobre la biota acuética (Fent
etal., 2006).

1.1 Efectos sobre especies acuéticas

El mejoramiento de las técnicas analiticas han dado lugar a una mayor
conciencia de la presencia de los productos farmacéuticos en el medio
ambiente, la preocupacién ahora se estd centrando en cuanto a los po-
sibles efectos adversos que estos compuestos pueden tener sobre los
organismos que habitan estos ecosistemas, especialmente en condicio-
nes de exposicion cronica (Madden et al., 2009). Los farmacos son abun-
dantes a concentraciones de ng/L a pg/L en sistemas acuéticos naturales
(Schreiber et al., 2008). Por esta razén existen diversos estudios realiza-
dos sobre la presencia de AINES en medios acuéticos y los efectos t6-
xicos que provocan sobre las especies que ahi habitan. A continuacién
(tabla 1) se presentan algunos antecedentes de este tipo de estudio.

Tabla 1. Antecedentes del efecto de AINES sobre organismos acudticos

Autor (Aho) Medicamento Conclusién
Marques et Ac. Gentisico (GEN), | Evaluaron toxicidad aguda y crénica en D. magna y D. lon-
al.(2004a) Acido O- hidroxihi- | gispira, encontrando que la toxicidad del GEN>SAL>HDP, el

purico (HDP), otros | HDP no presenta toxicidad aguda, pero en exposicién crénica

metabolitos del AAS | produce neonatos anormalesy abortos. EI SALy GEN produ-

(SAL). cen cambios en la reproduccién y crecimiento. D. longispira
es la més sensible a estos farmacos.

Richards et Ibuprofeno, fluoxen- | Hay poca respuesta a concentraciones de 6, 10y 10 ug/L

al. (2004) tina, ciprofloxacino respectivamente, a concentraciones de 60, 100 y 100 pg/L
(Concentracion Media)y de 600, 1000y 1000 pg/L se produce
muerte de peces.

Marques et AAS Estudiaron la toxicidad crénica en cladéceros, encontrando
al. (2004b) que afecta la reproduccién a concentraciones de 1.8 mg/L.
Continda...
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Autor (Ano)

Cleuvers
(2004)

Yamama-
moto et al.
(2005)

Isidori et al.
(2005)

Richardsy
Cole (2006)

Brun et al.
(2006)

Gravel y
Vijayan
(2007)

Felis et al.
(2007)

Flipin et al.
(2007)

Kim et al.
(2007)

Khetan
y Collins
(2007)

Medicamento

Diclofenaco, Ibupro-
feno, Naproxeno,
AAS

Ibuprofeno, aceta-
minofen, atenolol,
fluoxentina

Naproxeno

14 medicamentos

Paracetamol, Ibu-
profeno, Naproxe-
no, Acido salicilico

AAS

Ibuprofeno

Ibuprofeno

Acetaminofen
Carbamazepina
Diltiazem
Sulfonamida

AAS

Conclusién

Encontraron que la toxicidad es relativamente baja. La CE, es
68-166 mg en Daphnidosy 72-626 mg en algas. Entre mayor
es el log Kow mayor es la toxicidad. La toxicidad de mezclas
de estos compuestos pueden predecirse usando el concepto
de adicién de concentracién. La toxicidad de la mezcla fue
considerable incluso a concentraciones que las sustancias
simples no muestran efectos.

Determinaron el coeficiente de sorcién encontrando que el
de fluoxentina es mayor que el del atenolol y del ibuprofeno.

Los fotoproductos son més téxicos que el compuesto original
en pruebas agudas y crénicas. No se encontraron efectos
genotdxicos o mutagénicos.

Expusieron Xenopus durante 96 h a una concentracién co-
munmente prescrita de inhibidores selectivos de serotonina,
reguladores de lipidos en sangre, AINES, antibidticos, un esti-
mulante y un antiepiléptico. Se determind la toxicidad, terato-
genicidad, concentracién minima para inhibir el crecimiento,
tipos y severidades de malformaciones y se encontré que la
toxicidad varia entre las clases de farmacos analizados, asf
los fluoroquinolonas, cafeina, acetaminofen, carbamazepina
y antibidticos son reportados no teratogénicos a exposiciones
de 100 mg/L durante 96 h.

No encontraron ningun efecto negativo en concentraciones
de 32 a 500 pg/L en la evaluacion de la toxicidad aguda para
Daphnia magnay Vibrio fischeri respectivamente. En cuanto
a la toxicidad crénica Gnicamente se aprecié en la alga Sela-
nastrum capricornutum con el ibuprofeno.

Encontraron que no hay cambios significativos en la hexocina-
sa del higado, glucocinasa, lactato deshidrogenasa, piruvato
cinasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotrans-
ferasa y alanina amino transferasa.

Encontraron que la CE,  en D. magna es 10-100 mg/L en 14
dias, disminuye el crecimiento y la supervivencia se afecta a
80 mg/L. La reproduccidn se afecta a 13.4 mg/Ly se inhibe
completamente a 80 mg/L.

Encontraron que una mayor exposicién a ibuprofeno pro-
voca aumento del nimero de huevos de Oryzias latipes por
evento reproductivo, pero disminuye el nimero de desoves
pro semana La exposicidn crénica puede modificar el patrén
de reproduccién.

Encontraron que D. magna es mas susceptible que D. longis-
pira. El diltiazem es el mas téxico (CL 8.2 mg/L en daphnidos)
La concentracion de los farmacos va de 0.14 - 16.5 pug/L en
el medio ambiente.

Estudiaron la toxicidad aguda en D. magna, a 48 horas la CE
es de 88.1 mg/L, también realizaron la prueba de inhibicion
de crecimiento con el alga verde D. Subspicatus a 3 dias re-
portdndose la CE,, de 106.7 mg/L.

Continda...



Autor (Aho) Medicamento

Hayashietal. | lbuprofeno
(2008)

Quinn et al. Farmacéuticos

(2008)

Parolinietal. | Diclofenaco, ibupro-

(2009) feno, paracetamol
Quin et al. Ibuprofeno, napro-
(2009) xeno, gemfifrozil,

bezafibrato, carba-
macepina, sulfapiri-
dina, oxitetraciclina,
novobiocin, trimetro-
pin, sulfametoxazol.

Yamamoto Acetaminofen, ate-
etal. (2009) nolol, carbamace-
pina, indometacina,
ac.mefendmico, pro-

panolol
Marco Urrea | Ibuprofeno, acido
et al.(2009) mefendmico, carba-
mecepina.

Conclusion

Realizaron una exposicién de 10 dias en D. magna, encon-
traron que en la mayor concentracién la descendencia es
menor, dando 10 dias de recuperacion la descendencia es
igual al control, ya que se recuperan teniendo descendencia
mas rapido.

Realizaron un ensayo de regeneracién de Hydra attenuata
para conocer el potencial teratogénico de 10 farmacéuticos
identificados de un efluente de una PTAR.

Se inhibié la regeneracién con concentraciones de 1,5y 1
mg/L de gemfibrozil, ibuprofeno y naproxeno, y concentra-
ciones mas altas de 50 mg/L para bezafibrato y trimetropin.
Carbamacepina y antibidticos (sulfapiridina, oxitetraciclina y
novobicin) incrementan la regeneracién a 25, 5,50 y 50 mg/L
respectivamente.

Tienen potencial teratogénico: Gemfibrozil, Ibuprofeno, na-
proxeno y bezafibrato.

El que tiene menor potencial es la carbamacepina.

Encontraron que el potencial de citogenotoxicidad es mayor
para el paracetamol, le sigue el diclofenaco y por dltimo el
ibuprofeno usando biomarcadores in vitro.

Encontraron que los farmacos actian aditivamente en una
mezcla, con efectos subletales a concentraciones relevantes
en el medio ambiente (ng/L a pg/L).

Encontraron que la biodegradacién es lenta (> 24 h)y depen-
de del lugar de muestreo y el tiempo. Propanolol, indometa-
cina e ifenpradil son facilmente fotodegradados.

El ibuprofeno es degradado a 1-hidroxibuprofeno y 2-hidroxi-
buprofeno por los hongos Trametes versicolor, Irpex lacteus,
Phonerochaete chrysosporium y Ganoderma lucidum.

1.2. Concentraciones de aines en cuerpos de agua

Los estudios relativos a la deteccidon de fdrmacos se han realizado ma-
yormente en paises como Estados Unidos de Norteamérica (EE.UU), Ale-
mania, Suiza, Dinamarca, Holanda y Francia, en zonas de alta densidad
poblacional, aunque también se han detectado en el Mar del Norte y la
Antértida (Fent et al., 2006). En estos estudios fueron encontradas con-
centraciones por arriba de mg/L de antibidticos, hormonas, antihiperten-
sivos y antiinflamatorios/analgésicos (Seiler, 2002; Carlsson et al., 2006;
Araujo et al., 2009). En el Valle de México, se encontraron concentracio-
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nes considerables de farmacos como: trimetropina, claritromicina, clin-
damicina, eritromicina, metropolol, ibuprofeno, gemfibrozil, diclofenaco,
sulfasalazina, bezafibrato y naproxeno (Siemens et al., 2008).

Los AINES son de particular interés, debido a su amplio consumo y a que
en algunos paises, tales como México, no cuentan con una regulacién
apropiada para su venta, uso y desecho (Gémez-Olivan et al., 2009). Es-
tos farmacos tienen efectos antiinflamatorios, analgésicos y antipiréticos,
siendo los miembros mas comunes de este grupo de agentes terapéuti-
cos el 4cido acetilsalicilico, el paracetamol, el diclofenaco, el ibuprofeno
y el naproxeno (Furst et al., 2007). Ademas son de los farmacos detecta-
dos més frecuentemente en los cuerpos de agua a nivel mundial. Forman
parte de los seis farmacos mas vendidos en el mundo y usualmente se
encuentran en cantidades significativas en los efluentes municipales (Pa-
rolini et al., 2009). Esto ha sido comprobado mediante diversos estudios
alrededor del mundo (tabla 2).

Tabla 2. Antecedentes de la presencia de AINES en ecosistemas acuaticos

Autor (Afo) Medicamento

Ferrari et al. (2003) Midieron la ocurrencia en efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) en Francia, Grecia, ltalia y Suiza de los farmacos carba-
macepina, acido clofibrico y diclofenaco, ademas hicieron bioensayos en
bacterias, algas, microcrutaceos y peces encontrando que la carbamacepina
es el mas peligroso.

Asthon et al. (2004) Investigaron la incidencia de 12 compuestos farmacéuticos y sus metabolitos
en PTAR y agua superficial en el Reino Unido. Diez fueron detectados en
muestras de PTAR de los que destacan las concentraciones de diclofenaco
424 ng/L e ibuprofeno 3086 ng/L.

Ferrari et al. (2004) Encontraron que las concentraciones predecibles y las medidas en un efluen-
te exceden los 10 ng/| para los farmacos: carbamacepina, acido clofibrico,
diclofenaco, ofloxacina, propanolol y sulfametoxazol, ademas que la toxicidad
aguda es baja.

Zuccato et al. (2005) En efluentes de lItalia identificaron ofloxacina, furesemida, atenolol, hidro-
clorotiazida, carbamacepina, ibuprofeno, bezafibrato, eritromicina y clari-
tromicina.

Lindqvistetal.(2005) | Estudiaron el tratamiento del agua en 7 PTAR para ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno, diclofenaco y bezafibrato. La remocién fue mayor para ibupro-
feno (92% +/-8%)y menor para el diclofenaco (26%+/-17%), encontraron que
en los rios y puntos de descarga de estas PTAR las concentraciones son més
bajas por estar méas diluidasy a las concentraciones encontradas en el agua
superficial no se encuentran riesgos de toxicidad aguda.

Stilten et al. (2008) Analizaron 6 efluentes de PTAR y encontraron cantidades de diclofenaco y
sus metabolitos: 4'-hidroxidiclofenaco y 5'-hidroxidiclofenaco a concentra-
ciones de 0-0.6 mg/L de diclofenaco y de sus metabolitos de 1.3 - 3.3 mg/L.

Continda...



Autor (Ano) Medicamento

Corneau et al. (2008) | Estudiaron laincidencia de farmacos en el efluente de una PTAR en Atlantic,
Canada. El naproxeno, ibuprofeno y la cafeina fueron los mas predominantes.
El naproxeno, ibuprofeno y el acido salicilico se detectaron en rangos bajos
de ng/l en aguas tratadas y no tratadas.

Letzel et al. (2009) Encontraron diclofenaco en concentraciones mayores a 2200 ng/L en efluen-
tes de Alemania, a estas concentraciones pueden ocurrir efectos adversos
crénicos en las poblaciones de peces.

1.3 Antiinflamatorios no esteroideos (AINE)

Son sustancias quimicas con efecto analgésico, antipirético y antiinflama-
torio. El término no-esteroideo se refiere a que los efectos clinicos son si-
milares a los de los corticoides pero no las acompanan las consecuencias
secundarias que los caracterizan. Como analgésicos se diferencian por
no pertenecer a la clase de los narcéticos y actian bloqueando la sintesis
de prostaglandinas.

Las prostaglandinas son las encargadas de producir la sensacion de do-
lor, ya que potencian a las sustancias algésicas, como las bradicininas,
que estimulan las terminaciones nerviosas de las fibras C. En ocasiones,
cuando existe la presencia de inflamacion esta sensibiliza los recepto-
res del dolor a estimulos mecénicos o quimicos que regularmente son
indoloros. El dolor que acompania a la inflamacién y lesién tisular quiza
sea consecuencia de la estimulacion local de las fibras del dolor y a una
mayor sensibilidad a él (hiperalgesia), en parte, como consecuencia de
una mayor excitabilidad de las neuronas centrales de la médula espinal
(sensibilizacién central) (Gémez-Moreno et al., 2009).

Los AINE no modifican la hiperalgesia ni el dolor causado por la accidén
directa de las prostaglandinas, por lo cual se dice que los efectos anal-
gésicos si provienen de la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas.
Intervienen en la regulacién del centro hipotaldmico cuando la fiebre es
causa por infeccidn, lesion tisular, inflamacién, rechazo de injerto y céan-
cer, donde hay formacién de citocinas IL-1beta, IL6, interferdn alfa, betay
factor de necrosis tumoral alfa. Cabe sefialar que los AINE no influyen en
latemperatura corporal a casusa de factores como ejercicio o incremento
de la temperatura ambiental, ni tampoco inhiben la fiebre causada por
las prostaglandinas, si estas se aplican de manera directa sin embargo, si
inhiben la generada por agentes que estimulas la sintesis de IL1 y otras
citocinas como ya se menciono.
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En la mayoria de los casos, los agentes que originan dolor y aumento de
la temperatura también dan lugar a la inflamacién, la cual presenta como
signos caracteristicos; eritema y edema espontaneos. La respuesta infla-
matoria surge en tres fases diferentes, y cada una es medida por meca-
nismos distintos: fase transitoria aguda (vasodilatacion local y mayor per-
meabilidad capilar), subaguda tardia (ocurre infiltracion de leucocitos y
fagocitos) y proliferativa cronica (se observa degradacién y fibrosis tisular).

Los miembros mas prolificos de esta clase de medicamentos son el acido
acetilsalicilico, paracetamol (acetominofen), ibuprofeno, naproxeno, en-
tre otros (Katzung, 2007).

1.4. Mecanismos de accidn de los AINE

Los efectos antipiréticos y antiinflamatorios de los AINEs se deben al blo-
queo de la sintesis de prostaglandinas en los centros termorreguladores
del tdlamo e hipotdlamo y sus sitios periféricos blancos. Méas aun, al dis-
minuir la sintesis de prostaglandinas, previene también la sensibilizacion
de los receptores del dolor a los estimulos tanto mecénicos como qui-
micos. La accién analgésica es debido a la disminucién de la sintesis de
prostaglandinas, reprimiendo la sensacion de dolor. Los AINEs se utilizan
para tratar el dolor de intensidad baja a moderada en donde participa la
inflamacion. Debido a que la membrana de las células estad formada por
fosfolipidos, cualquier estimulo (lesiones, microorganismos o alérgenos)
produce acido araquiddnico con la ayuda de la fosfolipasa, iniciando
una cascada de acciones que resulta en la formacién de prostaglandinas
(causantes de la inflamacidn).

La generacién de prostaglandinas (PG) a partir del 4cido araquidénico,
estd mediada por la ciclooxigenasa presente alrededor de las articulacio-
nes y sobre todo en la membrana interna del reticulo endoplasmatico.
Esta enzima esté presente de dos formas: una constitutiva (COX-1) e indu-
cible (COX-2). Ambas enzimas son sensibles a la inhibicion por los AINE.

1.5. Datos de consumo

Como se menciond, los AINE son un grupo heterogéneo de farmacos
frecuentemente utilizados debido a sus propiedades analgésicas, antiin-
flamatorias y antipiréticas. Un estudio efectuado por Langman (1988) es-
timé que las prescripciones de AINE en EUA superaban los 100 millones



anuales, si se toma en consideracion que los AINE son comercializados
como especialidades farmacéuticas publicitarias, en 1999 se estimé que
uno de cada 7 sujetos en los EUA toma un AINE diariamente (Bjorkman,
1999). En este mismo afio en Espafia se vendieron mas de 31 millones de
envases de AINE, excluyendo el acido acetilsalicilico (Sistema Nacional
de Salud, 2000) En el Reino Unido se prescriben 24 millones de recetas
anuales, un 15% de su poblaciéon mayor toma AINE y en 2004 fue el sexto
grupo farmacoldégico méas importante en volumen de ventas, actualmen-
te se refiere que treinta millones de personas en el mundo consumen
diariamente AINE (Salas et al., 2007).

En México, y en particular en el Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS), sistema de seguridad social que atiende a poblacion empleada
en el sector formal y que representa 40% de la poblacién del pais, se
otorgan un numero importante de consultas a pacientes que requieren
AINE (Instituto Mexicano del Seguro Social, 2006). Sin embargo, se care-
ce de informacién real sobre el consumo de este tipo de medicamentos
en el pais debido principalmente a que se trata de fAirmacos de libre ven-
ta, son de amplio consumo y no cuentan con una regulacién apropiada
para su venta, uso y desecho (Gémez-Olivan et al., 2009).

1.6. Bioindicadores (Hyalella azteca)

La sostenibilidad de cualquier sistema especialmente de los ecosiste-
mas, requiere en su operacion, de indicadores que puedan servir como
herramientas de informacion para la evaluacion de las consecuencias
ambientales derivadas de las actividades sociales y econdmicas (Bitter-
mann y Haberl, 1998; Vazquez et al., 2006).

A una especie se le considera bioindicadora cuando es sensible a cam-
bios en el medioambiente reflejdndolos en la salud de sus poblaciones;
éstas proveen informacién esencial y temprana que advierten de posibles
dafios en el ambiente, como son la presencia de patégenos infecciosos
emergentes y contaminantes, lo que proporciona un rapido diagndstico
del riesgo (Godinez et al., 2007).

En caso de la evaluacion toxicoldgica del agua, el organismo centinela
indicado es Daphnia magna o bien Moina macrocopa, por otra parte para
la valoracion de sedimentos se emplea a Hyalella azteca (Fournier et al.,
2001). En todos los casos, la utilizacién de seres vivos como indicado-
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res del estado de ecosistemas acuéticos provee una informacién integral
que permite respaldar la toma de decisiones en su manejo y control.

Las Hyalella azteca (figura 1) son organismos que presentan cuerpo pe-
quefo (3 a 8 mm, los machos son méas grandes que las hembras), tienen
2 o 3 dientes (como en una sierra y no en una boca) en la parte posterior
del cuerpo. El segundo tramo de los machos es mucho mas grande y
mas amplio que el de la hembra, en general son buenos nadadores. El
color es variable (blanco, verde o marrén), se alimentan principalmente
de algas filamentosas y diatomeas, pero también puede comer la materia
organica en descomposicion (Espina y Vanegas, 1996).

Figura 1. a) Hyalella azteca adulto, b) Hyalella azteca neonato

a " b

Debido a sus ventajas como indicador bioldgico, los cientificos lo em-
plean como indicador de la calidad ambiental y del agua, asi como de
sedimentos debido a su alta sensibilidad a diversos xenobidticos, ya que
son organismos bentdnicos facultativos, pudiendo vivir tanto en la co-
lumna de agua como en los sedimentos superficiales (Galar, 2003; Brun
et al., 2006).

1.7. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desbalance entre la produccién de especies re-
activas de oxigeno (ERO) y la defensa antioxidante (Figura 6), que lleva a
una variedad de cambios fisioldgicos y bioquimicos los cuales ocasionan
deterioro y muerte (Rodriguez et al., 2001).

1.8. Radicales libres

Los radicales libres (RL) son moléculas que en su estructura atémica pre-
sentan un electrén desapareado o impar en el orbital externo, déandole
una configuracion espacial que genera una inestabilidad, alta reactividad
y una gran capacidad de combinarse inespecificamente con biomolécu-



las como carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucléicos y derivados
de cada uno de ellos. Son producidos continuamente como parte del
metabolismo normal de la célula e inactivados por un conjunto de meca-
nismos (unos enziméticos y otros de captura). Durante el proceso meta-
bdlico una pequefa parte (2-3%) de los radicales libres pueden evadir el
mecanismo redox y causar dafio oxidativo a los componentes celulares
(Rodriguez et al., 2001; Hangsber, 2002; Valavanidis et al., 2006).

1.9. Especies reactivas de oxigeno

Se consideran especies reactivas de oxigeno (ERO) al oxigeno atémico
(O), al ozono (O,), al oxigeno singulete ('O,) que se produce con la exci-
taciéon de uno de los electrones desapareados del O,, al superdéxido (O,"),
al peréxido de hidrégeno (H,0,) y al radical hidroxilo ((OH), estas ultimas
consideradas especies parcialmente reducidas. Las ERO en bajas concen-
traciones estimulan el crecimiento de las células, de algunas bacterias y
otros microorganismos, ademas de que son indispensables para diferen-
ciacion celulary la muerte celular programada (Konigsberg, 2008).

El O, reacciona con la mayoria de los compuestos celulares, con la mem-
brana plasmatica, los acidos nucléicos, las proteinas, los lipidos y los car-
bohidratos muy cerca del sitio donde se forma. Interacciona con las ba-
ses nitrogenadas de los acidos nucléicos siendo el producto principal la
8-hidroxiguanidina (Konigsberg, 2008).

El O, es a la vez un anién y un radical, se produce principalmente en la
cadena respiratoria. Es téxico para la célula porque a partir de él se puede
originar el 'O, y el H,O, (Valavanidis et al., 2006; Konigsberg, 2008).

EIH,O, se forma cuando uno de los dos electrones de O, se ha apareado
con un electrén de giro contrario. Puede formar aductos con algunos car-
bohidratos, aminoacidos y bases nitrogenadas. Es toxico ya que puede
formar 'O,y "OH, aunado a la reaccién con algunos metales de transicién
con los que se produce el radical ‘OH el cual interacciona de forma irre-
versible con proteinas y DNA (Konigsberg, 2008).

El-OH se produce principalmente por la reaccién de Fenton. Es uno de
los compuestos mas reactivos que existen, puede oxidar tanto las bases
puricas como las pirimidicas y también la desoxirribosa, ademas puede
producir rupturas en el DNA. También reacciona con cualquier aminoa-
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cido en el sitio que se origina, incluso con los acidos grasos poliinsatura-
dos (Valavanidis et al., 2006).

Otras fuentes endégenas de ERO dentro de las células son las enzimas
oxidativas como triptéfano dioxigenasa, xantino oxidasa y citocromo P450
reductasa, que pueden producir , mientras que la enzima guanidilcicla-
sa y glucosa oxidasa generan peréxido de hidrégeno. Los contaminantes
quimicos son una fuente importante para la generacién de ERO en los
organismos, tal es el caso de los metales de transicién, los herbicidas, las
quinolonas y los componentes nitroaromaticos, ampliamente conocidos
por su potencial para causar estrés oxidativo (2006).

2. Metodologia

2.1. Obtencion, cultivo y mantenimiento de los organismos de prueba

El organismo de prueba (Hyalella azteca) se recolecté de su habitat na-
tural en la Laguna de San Miguel de Almaya, municipio de Capuluac,
Estado de México y fue trasladado al laboratorio de Toxicologia de la
Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma del Estado de México,
en bolsas de plastico con aireacion constante.

Para su cultivo la Hyalella azteca fue mantenida en agua reconstituida
(NaHCO, = 174 mg/L, MgSO,= 120 mg/L, KCl = 8 mg/Ly CaSO,.2H,0 =
120 mg/L) con un intervalo de pH 7.5 - 8.5, a temperatura ambiente, con
oxigenacién constante (6.4-6.6 mg/L O,) y fotoperiodos de 16 h luz/ 8 h
oscuridad, fue alimentada ad libitum con lechuga molida. Los organis-
mos empleados en los ensayos de toxicidad fueron neonatos de la ter-
cera generacién por reproduccién sexual, de un cultivo de cuatro meses.

2.2. Preparacién del sedimento artificial

La composicion del sedimento artificial fue; 70 % arena (0.2 mm), 20 %
caolinita (< 0.002 mm)y 10 % materia organica (0.2 mm). Se utilizé como
fuente de materia organica composta de borrego, la cual fue inactivada
por calor seco en un intervalo de temperatura de 55-60 °C durante un
periodo de 3 dias. El sedimento artificial fue esterilizado en autoclave
durante 3 ciclos de 15 minutosa 121 °Cy 15 Ib de presidn, con intervalos
separados de una hora. Fue medido el pH con un potenciémetro cuando
se prepararon los sistemas.



2.3. Determinacion de concentracién letal media (CL, ) y estrés oxidativo

Los sistemas de prueba consistieron en recipientes de polietileno de 150
mL de capacidad, conteniendo agua reconstituida y sedimento artificial
en una proporcién de 3:1, provistos de oxigenacion continua, fotoperio-
dos de 16h luz/ 8 h oscuridad y temperatura ambiente. Los sistemas de
intoxicacion fueron estaticos y no se proporcionara alimento a los orga-
nismos durante los periodos de exposicién.

A fin de establecer la concentracién destinada para la evaluacién del es-
trés oxidativo, se determind la concentracién letal media (CL,,) del diclo-
fenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y 4cido acetilsalicilico sobre
H. azteca. Para ello, se utilizaron 5 sistemas de prueba, que se adicio-
naron con diferentes concentraciones de los farmacos ya mencionados,
asi como un sistema control libre de farmaco y se colocaron 10 organis-
mos de prueba. El tiempo de exposicion fue de 72 h y posteriormente se
cuantificara el nimero de muertos (inmovilizacién).

Una vez establecida la CL, del diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, na-
proxeno y acido acetilsalicilico sobre H. azteca, se realizé el estudio de
toxicidad subletal. A los sistemas de prueba se les adicioné una concen-
tracion correspondiente a 1/10 CL,, de las mezclas binarias de diclofe-
naco con paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y acido acetilsalicilico, en
forma de sedimento asimismo, se les agregaron 150 mg de Hyalella azte-
ca (peso humedo), los tiempos de exposicion fueron de 72 h; después de
los cuales, el organismo de prueba se separaron y se suspendieron en 1
mL de soluciéon amortiguadora de tris pH 7. La mezcla se mantuvo en un
bafo de hielo durante todo el procedimiento y se homogenizd. El sobre-
nadante se centrifugo a 12500 rpm durante 15 min a -4° C. Posteriormen-
te se evaluaron los siguientes biomarcadores: Grado de LPX, y contenido
de CPO para valorar la concentracion de proteinas oxidadas, asi como
la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPX. Las pruebas
bioguimicas se realizaron con el sobrenadante, excepto para evaluar el
grado de lipoperoxidacién en la que se empled el paquete celular.

2.3.1. Determinacién del grado de lipoperoxidacion
La determinacion de LPX se realizé mediante el método de Biliege y Aust

(1979). Se tomaron 100 mL de sobrenadante y se completaron a 1 mL
con la solucién amortiguadora Tris-HCl pH 7.4, se incubd a 37°C durante
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30 min, se agregaron 2 mL del reactivo TCA-TBA (4cido tiobarbiturico
(TBA) al 0.375 % en acido tricloroacético (TCA) al 15 %) y se agitd en un
voértex. Posteriormente se calentd a ebullicion durante 45 min, se dejo en-
friar y se removid el precipitado por centrifugacién a 3000 rpm durante
10 min. Se determiné la absorbancia de la muestra a 535 nm contra un
blanco de reactivo. Se calculé la concentracion de MDA por medio de su
coeficiente de extincién molar (1.56 x 10> M'em™).

2.3.2. Determinacién del contenido de proteinas carboniladas

La determinacion del PCC se realizd utilizando el método Levine et al.
(1994). Las proteinas solubles se obtuvieron por centrifugacién de las
muestras a 12500 rpm durante 15 min a -4°C. A 100 pL de este sobrena-
dante se afiadieron 150 pL de 10mM DNPH/2M HCI, antes de la incuba-
cién atemperatura ambiente durante 1 h en la oscuridad. Posteriormente,
se le adicionaron 500 pL de &cido tricloroacético 20% y se dejé reposar
(15 minutos a 4 °C). A continuacidn, ésta se centrifugo a 11000 rpm duran-
te 5 min. El botdn se enjuago tres veces con etanol-acetato de etilo 1:1, se
disolvié en 1 mL de una solucién de 6M guanidina pH 2.3 y se incubo a 37
°C durante 30 minutos. La absorbancia fue leida a 366 nmy los resultados
se expresaran en mM o nM de carbonilos reactivos (C= O) /mg proteinas,
sobre la base de su coeficiente de extincién molar de 21000 M cm!

2.3.3. Determinacién de la actividad de la superéxido dismutasa

La determinacion de la actividad de la SOD se realizé6 mediante el méto-
do de Misra y Fridorich, 1972. Se adicionaron 40 pL del sobrenadante a
una celda de 1 cm, se agregaron 260pL de la solucién amortiguadora de
carbonatos (50 mM de carbonato de sodioy 0.1 mM de EDTA) a pH 10.2
y 200 pL de adrenalina 30 mM. Se determind la absorbancia a 480 nm a
los 30 sy 5 min. La actividad de la SOD se determiné por medio del su
coeficiente de extincidn molecular (21 M ecm™).

2.3.4. Determinacidn de la actividad de la catalasa

La determinacién de la actividad de la CAT se realizé mediante el método
de Radietal., (1991). Se tomaron 20 mL del sobrenadante y se le agrego
1 mL de la soluciéon amortiguadora de aislamiento (0.3 M de sacarosa, 1
mM de EDTA, 5 mM de HEPES y 5 mM de KH,PO,) y 0.2 mL de la solucién
de perdxido de hidrégeno 20 mM, se determind la absorbancia a 240



nm, a 0y 60 s. Los resultados se obtuvieron sustituyendo la absorbancia
de ambos tiempos en la siguiente formula: (Concentracién de catalasa =
(A, - A,,)/JCEM). Donde el CEM del H,O, equivale a 0.043 mM" cm™; los
datos se expresaron en mM de H,O, min"' g de tejido hiumedo™.

2.3.5. Determinacion de la actividad de la glutation peroxidasa

La actividad de GPx se determiné mediante el método de Gunzler y
Flohe-Clairborne, 1985, modificado por Stephensen et al., 2000. A 100 pL
de sobrenadante se afaden 10 pL de glutatidn reductasa (2 U de glutation
reductasa) se le adicionaron 290 pL de la solucién amortiguadora de reac-
cion (K,HPO, 50mM, KH,PO, 50mM (pH7.0), glutation reducido 3.5 mM,
azida de sodio 1 mM, NADPH 0.12mM)y 100 uLde H,O, 0.8 mM. La absor-
bancia fue leida a 340 nm después de Oy 60 s. La actividad de la enzima se
calculd utilizando la siguiente ecuacion; (Concentracidon de glutation pe-
roxidasa = (A,- A,,)/ CEM). Donde el CEM del NADPH = 6.2 mM" cm™; los
datos fueron expresados en mM de NADPH/min/g tejido himedo.

3. Resultados

3.1. Toxicidad aguda del diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno,
naproxeno y acido acetilsalicilico a las 72 horas sobre Hyalella azteca

Se presentan los resultados de CL, (tabla 3), donde los organismos trata-
dos presentaron disminucion de movilidad, pérdida de la coloracién ca-
racteristica, seguido por la inmovilizaciéon total y contraccion del cuerpo
formando un semicirculo.

Tabla 3. Concentracién letal media (CL,) de AINE

Farmaco *CL50 (mg/Kg) **|C 95% ***ID
Ibuprofeno 1.7 1.25-2.729 1.2-2.7
Acido acetilsalicilico | 2.6 2.348-2.867 2532
Diclofenaco 4.6 3.4-5.7 4.2-27.0
Naproxeno 7.6 6.4-8.1 2.5-9.5
Paracetamol 7.7 4.770-17.055 2.4-15.1

* Concentracion Letal Media, **Intervalo de Confianza, ***Intervalo de Dosis.
Las concentraciones fueron obtenidas mediante el programa computarizado
de anélisis PROBIT EPA, versién 1.5.
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Las condiciones que se consideraron para llevar a cabo las determinacio-
nes de efecto de los AINE se presentan a continuacion (tabla 4).

Tabla 4.Condiciones del estudio subletal para determinar los efectos
de los farmacos sobre Hyalella azteca

Condicién Parametros

Volumen de los recipientes de prueba 150 mL

Volumen de prueba 10 g sedimento artificial y 30 mL
de agua sintética

Numero de organismos por prueba 150 mg

Temperatura 20°C +/- 2°C

Agua de dilucién Agua semidura

lluminacién Fotoperiodos de 16 h luzy 8 h
oscuridad

Duracién del bioensayo 72 h

Tipo de ensayo Estético, sin renovacién del medio

3.1.1. Discusion de datos de toxicidad aguda

Como se menciona en los antecedentes, actualmente los medicamentos
se han convertido en una fuente importante de contaminacion en el me-
dio acuético a nivel mundial (Spindler et al., 2007; Montforts et al., 2007).
Muchos de estos compuestos son toxicos y causan dafos letales o créni-
cos en los hidrobiontes.

Siendo asi que la concentracion letal media varia dependiendo a las
caracteristicas propias de los farmacos en este caso los AINE utilizados,
pudiéndose observar en los resultados que el ibuprofeno presenta la
concentracién letal media méas baja y el paracetamol la mas alta; tenien-
do como referente la clasificacion de la toxicidad de productos farma-
céuticos en el ambiente acuético realizada por Jones et al. (2002), quien
reporta que produce efectos dafiinos en peces y crustaceos.

El interés de conocer los efectos ecoldgicos debido a la presencia de los
medicamentos en el medio ambiente acuatico, surgié como resultado de
un crecimiento gradual en el nimero de reportes de presencia de farma-
cos en bajas concentraciones en efluentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales y superficiales, y en menor proporcion, en las de tipo
subterréneas, potables y sedimentos.



La respuesta de los organismos a los contaminantes es valorada con
“bioensayos”. Una de las ventajas que presentan estas pruebas es el em-
pleo bajo condiciones rigurosamente controladas que puede establecer
una relacién causal entre la exposicidn al agente y el efecto producido
de forma concluyente. Ademas, es posible identificar el mecanismo de
acciéon de los téxicos por el anélisis del dafio producido tanto a los ani-
males de ensayo como a sus tejidos (Moreno, 2003). Los niveles de to-
xicidad estan en funcion directa de las concentraciones de xenobidtico
que se alcancen en los tejidos del organismo; se relacionan con la con-
centracion del compuesto en el medio, la cual a su vez depende, tanto
del tipo de contaminante, como del organismo y del tiempo de exposi-
cion (Espinay Vanegas, 1996). Los bioensayos se llevan a cabo en espe-
cies aisladas que se eligen considerando su distribucion geogréfica, su
importancia ecoldgica y econémica, la duracién de su ciclo de vida, su
talla méxima, asi como la sensibilidad de su respuesta (O'Connor, 1994).
Existen varios tipos de estudios de toxicidad en funcion del tiempo de
exposicion y las concentraciones probadas: ensayos de toxicidad aguda
y subletal (subaguda, subcrénica y crénica). Ademas se realizan prue-
bas especiales para determinar el posible cambio funcional y estructural
ocasionado por tal exposicion.

En la primera etapa de este proyecto se determiné la toxicidad aguda
(CL,,) a las 72 horas en las condiciones presentadas, obteniendo los si-
guientes resultados; 1.7 mg/Kg para ibuprofeno, 2.6 mg/Kg para AAS,
4.6 mg/Kg para diclofenaco, 7.6 mg/Kg para naproxeno y de 7.7 mg/Kg
para paracetamol. Siendo los resultados de toxicidad aguda sobre Hyale-
lla azteca explicados debido a que se conoce que los AINE actdan blo-
queando a la enzima ciclooxigenasa la cual es responsable de catalizar la
reaccién de 4cido araquiddnico para la produccion de prostaglandinas
(Roberts y Morrow, 2001). Se sabe ademas, que estos mediadores celula-
res estan involucradas en una gran variedad de funciones fisiolégicas en
anfibios, incluyendo su papel en la neurotransmision y en el transporte
de iones a través de las membranas celulares. Estos mecanismos fueron
los que posiblemente produjeron la muerte de los organismos de prue-
ba. Asimismo en la observacion de Hyalella azteca en las 72 horas de
exposicion a los fAdrmacos presentaban una coloracién blanquecina con
respecto al testigo, ademas de una disminucidn en la movilidad posible-
mente al no haber un buen proceso de transmisiéon neuronal.
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3.2. Resultados de estrés oxidativo

En la segunda etapa de este proyecto se evalud el estrés oxidativo a través
de la determinacién del grado de lipoperoxidacién (figura 2), proteinas
oxidadas (figura 3) y las actividades enzimaticas de la superdxido dismuta-
sa (figura 4), catalasa (figura 5) y glutation peréxidasa (figura 6), exponien-
do a los organismos a 1/10 Cl, para observar el cambio ocasionado por
los farmacos y los resultados se presentan en los siguientes gréficos:

Figura 2. Grado de lipoperoxidacién en H. azteca expuesta
a AINE
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Figura 3. Concentraciéon de proteinas oxidadas en H. azteca
expuesta a AINE

ny 4.5
sk :
b 4
:,Q(EQ 3.5 . . .
Q% 3
sYE 25
c=T 2
2 Le
838 15
1 1 i
9% 0.5
c =
6:\. 0 .
1]
o

g

Testigo
Diclofenaco
Paracetamal
Ibuprofeno
Naproxeno

(*) indica diferencia estadistica, p < 0.05 con respecto al testigo.



‘oBnsey |e o1padsal UOD GO > d ‘ed1IsIPeISe BIDUBIBLP BDIPUI ()

_ 2 w)
§F f : z
g s E g Y 2
z g g 3 g & £
n o (=] = -] =] - W.
[ —_— — — 00+3°0 dc
2043z @ &
WY B9
Zo+39 B X
z0v3s  x3
. z
g0+ 532
. E
€431 °3
- £0+37 5
- E0+3Z w

JINIV e eisendxa edajze ‘1 us XdO ap PepIANDY ‘9 einbi4

‘oBnsa) e 0}padsas Uod GO'Q > d ‘ediisipelss elpUAISHP BIIPUI ()

ouaxosdep
ousjoidng)
|oweadeiey
odeuajopIq

i_ obnsa)

00+3°0
50+3'S
90+3°1
?0+3€
90+3°2
F0+3°€
90+3°€
90+3%
F0+3F
90+3°S

(opawny opifay 6 /14
Bui/uiw/zZOZH WY) LD P Pepiidy

JINIV e eisendxa edsjze ‘H U |y op PepIADY G einbiy

‘oBnsa) e 0}padsas Uod GO'Q > d ‘ediisipelss eldUAISHP BIIPUI ()

ouaxosden
|oweladeled

. I adeuajopiq
obnsa)

. .] ousjoudng)

3
.

00+30
S0+3°1
S0+3°¢
S0+3€
S0+
50+3'S
50+3'9
S0+3°L
S0+3'8
50+3'6

(opawny opife) 6 /1d Bu/n)

aos p pepiAdY

JNIV e ersendxe eoajze ‘H us QOS P PePIAIRY “f einbi4

Gomez Olivan, Galar Martinez, Neri Cruz, Islas Flores, Colin Cruz, Vieyra Reyes,

San Juan Reyes, Dublan Garcia y Lépez Martinez

200



T

ZIDO POR ANTIINFLAM
EL BIOINDICADOR H.

201

3.2.1. Discusién de datos de estrés oxidativo

Muchos contaminantes, entre ellos los medicamentos pueden ejercer
un efecto téxico relacionado con el estrés oxidativo, producto de la to-
xicidad del oxigeno donde la citotoxicidad de las especies reactivas de
oxigeno y los radicales de oxigeno son capaces de reaccionar con ma-
cromoléculas celulares, ocasionando inactivaciéon enzimética, lipoperoxi-
dacién (LPOX), dafio genotdxico al acido desoxirribonucleico (ADN) y
muerte celular (Wills, 1987).

La lipoperoxidacién es un proceso complejo que involucra la formacién
de radicales lipidicos entre el oxigeno molecular y los 4cidos grasos in-
saturados (Di Giulio et al., 1989; Porter et al., 1995); la propagacion de
éstos, aunado al rearreglo de las dobles ligaduras en los lipidos insatu-
rados, dan origen a dienos conjugados y productos carbonilos de la pe-
roxidacion (cetonas, esteres, alcoholes, y aldehidos) siendo difundidos
fuera del sitio de produccién (dafio indirecto). Asi como a la destruccion
de los lipidos membranosos produciendo una perdida en la fluidez de la
membrana permitiendo la liberacién de productos reactivos siendo este
un dafo directo (Sevanian y MclLeod, 1997; Diaz et al., 1998).

Los datos presentados en esta investigacion con los biomarcadores grado
de lipoperoxidacién y proteinas oxidadas (figuras 2 y 3), muestran que
existe dafio oxidativo, lo cual supone que una fracciéon de los radicales
libres generados en Hyalella azteca, son capaces de alcanzar sus dianas
moleculares antes de que puedan ser eliminados por mecanismos an-
tioxidantes. Sin embargo, la mayor parte de los radicales libres -al menos
en muchas partes de la célula- son eliminados mediante antioxidantes.
De hecho, el mantenimiento de la homeostasis redox del tejido sélo es
posible mediante un equilibrio entre la intensidad de generacién y elimi-
nacidn de radicales libres. Este equilibrio, se puede dar con altos niveles
de generacién y destruccién, y viceversa como ocurre en las distintas es-
pecies animales. También se dan dentro de una misma especie en distin-
tas condiciones. Asi, cuando aumenta la produccion de radicales libres
debido a causas exdgenas o enddgenas se puede dar una regulacién
compensadora a la alza en las defensas antioxidantes (figuras 4, 5y 6).
Cuando este equilibrio entre generacion y destruccion de radicales libres
se ve alterado la célula entra en un proceso degradativo a patoldgico.



Los sistemas de defensa que tienden a inhibir la formacién de oxiradi-
cales incluyen enzimas antioxidantes tales como superdxido dismutasa
(SOD), catalasa (CAT), glutatién peroxidasa (GPx) y glutation reductasa
(GRED), que participan principalmente en la detoxificacion de radicales
en moléculas no reactivas. Otros antioxidantes de bajo peso molecular
son GSH, B-caroteno (vitamina B), ascorbato (vitamina C), a-tocoferol (vi-
tamina E) y ubiquinol (Barja, 1996).

La SOD pertenece al grupo de la metaloenzimas que catalizan la con-
versién de aniones superdxido reactivos (O,) para originar peréxido de
hidrégeno (H,0,) el cual es una importante especie reactiva de oxigeno
(Keller et al., 1991). El H,O, es subsecuentemente detoxificado por dos
enzimas: CAT y GPOX. La SOD se encuentra presente en todos los orga-
nismos aerdbicos por lo que se considera fundamental en la ruta antioxi-
dante. Ademas la velocidad de SOD para catalizar el O, dismutado, cerca
de limitar la difusidn, la hace una de las enzimas mas activas.

La CAT es una enzima que se encuentra contenida en la hematina, facilita
la remocién de peréxido de hidrégeno (H,0,), el cual es metabolizado a
O, y agua. A diferencia de algunas peroxidasas que reducen varios lipo-
peréxidos como el H,O,, CAT puede tnicamente reducir H,O, Las CAT
se localizan en los peroxisomas de la mayoria de las células y estan invo-
lucradas en el metabolismo de los 4cidos grasos.

Las peroxidasas son enzimas que reducen una variedad de peréxidos
a sus correspondientes alcoholes. Mientras CAT emplea una molécula
de H,0O, como dador en la reduccion de otra molécula H,O,, las peroxi-
dasas utilizan otros reductores. GPx cataliza el metabolismo de H,O, en
agua, involucrando una oxidacién concomitante de glutation reducido
(GSH) a su forma oxidada (GSSG). GPx son considerados importantes en
la protecciéon de membranas a dafio debido a lipoperoxidacion (Winkler
et al., 1994).

Al observar en los gréficos de SOD, CAT y GPx (figuras 4, 5y 6) que existe
una alteracién de la actividad de las enzimas antioxidantes como pro-
ducto de los cambios ocasionados por la presencia de AINEs. Siendo asi
que causa preocupacion la presencia tanto de los AINES debido a que
causan cambios importantes en los organismos a lo largo de la cadena
tréfica, lo cual en un futuro no muy lejano estara afectando a los humanos
como consecuencia de la dinamia de los xenobidticos (farmacéuticos) en
el ambiente.
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4. Conclusiones

Con base en los resultados obtenidos en el presente estudio de toxicidad
aguda y a la clasificacién europea, que considera peligroso ambiental-
mente a aquellos farmacos cuya concentracion letal media sea menor a
100 mg/L, los AINE; diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y
acido acetilsalicilico, pueden ser considerados dafiinos para los ecosiste-
mas acuaticos.

Los AINE (diclofenaco, paracetamol, ibuprofeno, naproxeno y acido aceti-
Isalicilico) son capaces de producir estrés oxidativo sobre Hyalella azteca,
reflejdndose en los incrementos de lipoperoxidacién y del contenido de
proteinas carboniladas, y en los cambios producidos en la actividad de las
enzimas antioxidantes SOD, CAT y GPx.
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1. Introduccién

1.1. Farmacoepidemiologia

| término farmacoepidemiologia se conceptualiza como la aplica-

cion de los conocimientos, métodos y razonamientos de la epide-

miologia al estudio de los efectos (benéficos y adversos) asi como
el uso de los medicamentos en poblaciones humanas (Secretaria de Sa-
lud, 2000; Hartzema y Martini, 1991; Lépez et al., 2005; Montemurro et
al., 2004; Altamiras et al., 1995).

Los objetivos principales de la farmacoepidemiologia son la evaluacidon
de la eficacia, seguridad y eficiencia de las intervenciones y programas
de salud en torno a la utilizaciéon de los medicamentos como prevencidn
o tratamiento, asi como analizar sus patrones de utilizaciéon para conse-
guir su uso racional. Esta disciplina tiene dos areas de estudio: la farma-
covigilancia y los estudios de utilizacién de medicamentos, que sirven
para analizar la situacién del uso de éstos con el objetivo de promover su
racionalidad (Secretaria de salud, 2000; Hartzema et al, 1991; Montemu-
rro et al., 2004; Alvarez F, 2004).

1.2. Farmacovigilancia
Los estudios de farmacovigilancia, se encargan de recopilar, monitorear,

investigar, valorar la causalidad y evaluar la informaciéon que proporcio-
nan tanto los profesionales de la salud, como los pacientes acerca de



las reacciones adversas (RA) de los medicamentos, productos bioldgi-
cos, herbolarios, asi como aquellos empleados en medicina tradicional,
buscando identificar informaciéon nueva relacionada con sus efectos in-
deseados y prevenir el dafio en los pacientes, su principal objetivo es la
determinacién de los riesgos que implica el uso de los medicamentos en
los seres humanos, asi como establecer la gravedad y significancia clinica
de éstos, con la finalidad de prevenirlos o minimizarlos (Gémez-Olivan y
Amaya, 2006; World Health Organization, 2002).

1.3. Estudios de utilizacion de medicamentos

La OMS define los estudios de utilizacién de medicamentos (EUM) como
aquellos que se ocupan de “la comercializacion, distribucién, prescrip-
cién y uso de los medicamentos en una sociedad, con acento especial
sobre las consecuencias médicas, sociales y econdémicas resultantes”. La
utilizacién de medicamentos se considera un indicador sociosanitario,
siendo los estudios de utilizacién de medicamentos, la herramienta que
permite su evaluacién y posterior disefio de estrategias de intervencién
(Alvarez, 2004).

El proceso de evaluacién de la utilizacion de cualquier medicamento in-
cluye tres pasos complementarios:

1) La evaluacién de los beneficios de los medicamentos, por ejem-
plo la evaluacién cualitativa y cuantitativa de su eficacia.

2) El estudio del riesgo de los medicamentos, tanto en estudios
controlados como en condiciones normales de cuidado.

3) La evaluacién del impacto de los tratamientos en la historia na-
tural de la enfermedad y en la sociedad.

Los programas para la evaluacion del uso de los medicamentos (Drug
Use Evaluation [DUE]) son procesos de control de calidad continuos, es-
tructurados, sistematicos y validados, disefiados para asegurar que los
medicamentos son utilizados correctamente, de forma segura, efectiva
y eficiente. Se trata de un proceso que incluye la recoleccién y evalua-
cién sistematica de la informacion relativa a su utilizacion en un dmbito
determinado, con el objetivo de identificar oportunidades de mejoray de
resolver problemas relacionados con el uso de los mismos. En ellos
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deben estar implicados todos los actores que intervienen en el proceso
de utilizacion: médicos, farmacéuticos y enfermeros.

Generalmente, se establecen para monitorear y evaluar el uso de deter-
minados medicamentos individuales o grupos de farmacos, segun los
siguientes criterios:

« Frecuencia de utilizacién: al monitorear el uso de los farmacos
mas prescritos, se asegura la correcta utilizacion de una gran
parte de los recursos farmacolégicos.

+ Probabilidad de apariciéon de reacciones adversas y otros pro-
blemas relacionados con el uso de los medicamentos (interac-
ciones, incompatibilidades): la focalizacidén de los esfuerzos en
aquellos fadrmacos que tienden a producir problemas, sobre to-
dos los mas graves, para introducir criterios de eficiencia en la
utilizacién de los recursos de control.

La evaluacidn debe estar basada en criterios objetivos, universalmente
aceptados, que reflejan el conocimiento cientifico actual (Bautista, 2000;
Meneu y Calderdn, 2005).

1.4. Clasificacion de los Estudios de Utilizacién de Medicamentos

La clasificacién de los métodos empleados en los estudios de utilizacion
de medicamentos es la siguiente (Strom, 2000; Altimiras y Segu, 1992;
Figueiras et al., 2000; Dominguez-Gil y Bonal, 1990).

1.4.1. Estudios de oferta

Proporcionan una descripcidon cuantitativa y cualitativa de la oferta de los
medicamentos, ya sea de un pais, centro hospitalario o en el medio am-
bulatorio, y permiten su comparacién en tiempo y espacio. Los elemen-
tos que se describen acostumbran ser respecto al nimero de principios
activos ofertados, el nimero de especialidades o formas farmacéuticas,
numero de asociaciones medicamentosas y el grado de calidad farmaco-
|6gica de las especialidades ofertadas, en base a la documentacién de su
eficacia y seguridad. La fuente principal de informacién de estos estudios,
son los vademécum de especialidades comercializadas en el pais o en
guias o formularios farmacoterapéuticos de las unidades hospitalarias.



1.4.2. Estudios de consumo

Los hay de dos tipos cualitativos y cuantitativos.

a)

Los estudios de consumo cualitativos; tomando como base los
estudios cuantitativos. Estos suponen otro nivel de analisis, cen-
trado en indicadores de tipo cualitativo, sean de la calidad far-
macoldgica intrinseca, de la idoneidad en el nivel de uso, y de la
calidad terapéutica. Cuando en éstos, se utilizan datos de consu-
mo provenientes Unicamente de prescripciones se convierten en
estudios especificos de prescripcion.

Los estudios de consumo cuantitativos: en los que se describen
las tendencias temporales de consumo de los farmacos y permi-
ten comparaciones entre paises, regiones, centros o institucio-
nes. Las fuentes de informacion, pueden ser las cifras de ventas
del mercado, los servicios de farmacia de los hospitales y las
registradas por grupos de investigacién. En funcién de las fuen-
tes de datos, éstos pueden indicar el consumo total o pueden
convertirse en estudios de prescripcidon o de automedicacién.

1.4.3. Estudios cualitativos

Son estudios en los que las fuentes de datos son distinta de la que pro-
porcionan los datos generales de consumo y en los que el nivel de ané-
lisis se centra en aspectos cualitativos. Segun el nivel de la cadena tera-
péutica que se estudia pueden ser:
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a)

b)

c)

Estudios de prescripcion: en los que se analiza la relacién entre la
indicacién y la prescripcion. En el medio comunitario se elaboran
los perfiles farmacoterapéuticos de cada prescriptor a partir de
los datos de las recetas de las instituciones de seguridad social
(IMSS, ISSSTE, Sistema DIF, SEDENA, Servicios Estatales de Salud).

Estudios de dispensacion: en los que se estudia la calidad de la
dispensacion, de la informacidn al paciente, entre otras.

Estudios de uso-administracion: permiten valorar la calidad de
uso de los medicamentos por el personal de enfermeria, el cum-
plimiento por parte del paciente y la autoprescripcién, por men-
cionar algunas.
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d) Estudios orientados a problemas: dentro de éstos cabe mencio-
nar a las auditorias terapéuticas en las que se analiza el uso de
los farmacos de acuerdo con criterios estandar de uso correcto.

1.4.4 Estudios cuantitativos

Tienen tres funciones: disponer de un indicador socio-sanitario, pueden
ser Utiles para estimar la prevalencia de ciertas enfermedades y pueden
proporcionar datos que permitan estimar la exposicién a un determi-
nado farmaco y por ello, servir de denominador para los estudios de
farmacovigilancia.

1.5. Uso racional de los medicamentos y sus requisitos

La OMS en la conferencia de expertos sobre el uso racional de los me-
dicamentos (URM) que tuvo lugar en Nairobi, Kenia en 1985, establecié
que para que haya un URM, es necesario que se prescriba el medica-
mento apropiado, que se disponga de este oportunamente y a un precio
asequible; que se dispense en las condiciones debidas y que se tome
en dosis indicadas en los intervalos establecidos y durante el tiempo
prescrito, ademas éste debe ser eficaz, de calidad y seguridad aceptable
(IResta, 1995).

Los requisitos para que exista un uso racional de los medicamentos son
fundamentalmente (Ifhesta, 1995; Arias, 1999):

1) Diagnédstico preciso.
2) Conocimiento de la fisiopatologia de la enfermedad.

3) Conocimiento de la farmacocinética y farmacodinamia de los
medicamentos en enfermos e individuos sanos.

4) Aplicacién de los conocimientos de los medicamentos en bene-
ficio de la mejora del paciente.

5) Expectativas razonables de estas relaciones, de tal modo que se
puedan anticipar los efectos de los medicamentos.

6) Un plan que revele la eficacia y toxicidad, donde se establezca
el curso de la terapia continuda.



1.6. Antecedentes

Cada farmaco tiene indicaciones precisas en las que ha demostrado efi-
cacia y se debe administrar a dosis especificas durante un periodo de
tiempo concreto; ademdas determinadas circunstancias del paciente
(edad, enfermedades concomitantes u otros tratamientos) pueden con-
dicionar la forma de administracién del medicamento o incluso, contrain-
dicarlo (Figueras et al., 2003).

La informacién sobre un farmaco reunida durante la fase de precomer-
cializacién, es inevitablemente incompleta con respecto a las posibles
reacciones alérgicas y secundarias. Las pruebas en animales son insufi-
cientemente predictivas para valorar la seguridad en los seres humanos.
En los ensayos clinicos, los pacientes se seleccionan y se limitan en el
numero, en las condiciones de uso difieren de las de la practica médica
habitual y la duracién de los ensayos. La informacién, a menudo, es in-
completa o no ésta disponible, se presentan reacciones adversas graves
e infrecuentes, se manifiesta toxicidad crénica, uso en grupos especiales
(nifios, ancianos o mujeres embarazadas), y pueden generarse interac-
ciones farmacoldgicas (World Health Organization, 2001).

Los efectos téxicos de los medicamentos se han observado desde los
tiempos en que los seres humanos usaron por primera vez diferentes
sustancias como medicinas. Se hace referencia de estos efectos toxicos
en los escritos de varios médicos de la antigliedad. El balance entre los
efectos benéficos y toxicos de los medicamentos ha sido una continua
preocupacion a medida que la medicina ha progresado. Alin més, el in-
terés por la deteccidn y prevencién de las reacciones adversas graves de
los medicamentos, se acentud después de que ocurrié el desastre de la
talidomida en 1961 (Naranjo y Busto, 1992).

Estos eventos llevaron a la reevaluacién de la metodologia para estu-
diar efectos adversos y las regulaciones aplicadas a la investigacién de
la seguridad de los medicamentos nuevos. Como consecuencia en va-
rios paises, se establecieron requisitos mas estrictos, con el objeto de
mejorar la deteccion de toxicidad grave antes de que un medicamento
sea administrado a los seres humanos. Lo sucedido con la talidomida,
cambié de forma fundamental el desarrollo de la investigacion farmaco-
l6gica. Se introdujeron nuevas y mas exhaustivas pruebas de toxicidad
en animales, se exigieron ensayos clinicos controlados, como prueba ne-
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cesaria de eficacia y seguridad de los medicamentos para autorizar su
comercializacion. La OMS (1969) cred a nivel internacional el programa
de farmacovigilancia que fue definido como la “notificacién, el registro y
la evaluacién sistémica de las reacciones adversas de los medicamentos
que se surten con o sin receta” (Naranjo, 1992; Glaxo, 1991; Lépez-Val-
céarcel et al., 2004).

1.7. Cancer de mamay el gen Her2

El gen Her2 es una parte del cédigo genético que todos tenemos. Tam-
bién conocido como Her2/neu y c-erbB2, este desempefa un papel
clave en la regulacién del crecimiento de las células de los oncogenes
normales; ayuda a las células a crecer, dividirse y repararse. En una célula
normal, existe una copia del mismo en cada cromosoma y, normalmente,
una persona tiene dos copias de este por cada célula. Sin embargo, du-
rante el desarrollo del cédncer, este gen se amplifica, es decir, crea nume-
rosas copias de si mismo, debido a un mecanismo aun desconocido. Si
aparecen copias extra de Her2 en una célula, los genes causan demasia-
das proteinas del mismo (receptores) que aparecen en la superficie celu-
lar. A este fendmeno se le conoce como sobreexpresion de proteinas. Se
estima que aproximadamente del 15 al 30% de los carcinomas de mama
tienen demasiadas copias del mismo, lo que provoca una sobreproduc-
cién de receptores de proteinas que se encuentran en la superficie de
las células cancerosas. Estas proteinas especiales, junto con otros facto-
res de crecimiento, provocan el crecimiento descontrolado de las células
cancerosas. Los tumores de mama positivos para esta proteina tienden a
crecer rapidamente (Montemurro et al., 2004).

1.8. Monografia de Herceptin®

1.8.1 Aplicaciones terapéuticas

1. Cancer de mama metastasico (CMM)

Herceptin® estd indicado para el tratamiento del cdncer de mama me-
tastasico con sobreexpresion de la proteina Her2 (Genetech Inc, 2008a):

a) Como monoterapia para el tratamiento de las pacientes que
han recibido uno o méas regimenes quimioterapéuticos para la
enfermedad metastasica.



b) En combinacién con paclitaxel o docetaxel para el tratamiento
de las pacientes que no han recibido quimioterapia previa para
la enfermedad metastésica.

¢) En combinacién con un inhibidor de aromatasa para el trata-
miento de pacientes con cancer de mama metastatico positivo
a receptores hormonales.

2. Cancer de mama temprano (CMT)

Herceptin® estd indicado para el tratamiento del cancer de mama tem-
prano Her2 positivo tras la cirugia, la quimioterapia (neoadyuvante o ad-
yuvante) y/o la radioterapia.

1.8.2. Dosis

Para la administracidon de Herceptin® se deben cumplir con las siguientes
caracteristicas:

a) La prueba positiva para Her2 es mandatoria para el comienzo
de la terapia con Herceptin®.

b) El Herceptin® debe administrarse por infusién intravenosa.

c) El Herceptin® no debe administrarse en inyeccion intravenosa
rapida o en bolo IV.

d) El Herceptin® se administra siguiendo los siguientes esquemas
de dosificacion semanal y cada tres semanas como se indica en
la tabla 1.

Tabla 1. Esquemas de Dosificacién de Herceptin®

Medicamento Dosis inicial - Dosis semanal - Dosis cada tres
Tiempo de infusiéon Tiempo de infusion semanas -
Tiempo de infusion
Herceptin 4 mg/kg 2 mg/kg
90 min 30 min
Herceptin 8 mg/kg 6 mg/kg
90 min 90 min

Nota: Si el paciente pierde una dosificacion semanal o cada tres semanas, se le debe
administrar una nueva dosis inicial.
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1.8.3. Farmacocinética

1) Absorcidn: El Herceptin® se administra por infusion intravenosa
no teniendo una absorcién como tal.

2) Distribucién: El Herceptin® se ditribuye a todas las células me-
diante un mecanismo activo, en la totalidad del volumen serico.

3) Biotransformacion: No se tiene informacién del proceso de Bio-
transformacién de Herceptin®.

4) Excrecién: Por orina.

Se ha estudiado la farmacocinética de trastuzumab en pacientes con cén-
cer de mama metastasico y cancer de mama temprano. En los estudios
de Fase |, la farmacocinética dependiente de la dosis quedd demostra-
da por infusiones intravenosas de corta duracion de 10, 50, 100, 250 y
500 mg de trastuzumab una vez a la semana. Observandose que al incre-
mentar la dosis, aumenta también la vida media promedio y disminuye el
aclaramiento renal.

1.8.4. Farmacodinamia

Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal derivado de ADN recombinan-
te humano, dirigido de forma selectiva al sitio de accién extracelular de
la proteina del receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano
(Her2). Este anticuerpo es una IgG, que contiene regiones estructurales
humanas que se complementan con las regiones determinantes de un
anticuerpo anti-p185-Her2 murino que se enlaza al receptor Her2. El pro-
to-oncogen Her2 o c-erbB2 codifica para una Unica proteina transmembra-
nal receptora de 185 kDa, que se encuentra estructuralmente relacionada
con el receptor del factor de crecimiento epidérmico. En un 25 - 30% de
los canceres de mama primarios, se ha encontrado sobreexpresién del gen
Her2 con el uso del marcador tumoral CA 15.3 usado para la identificacién
de tumores mamarios. Una consecuencia de la amplificacién del gen Her2
es un incremento en la expresion de la proteina Her2 en la superficie de
las células tumorales, lo cual da como resultado un receptor Her2 consti-
tutivamente activo. Los estudios indican que las pacientes cuyos tumores
presentan una amplificacidn o sobreexpresién de Her2 tienen una supervi-
vencia, libre de enfermedad, maés corta que la de aquellos que presentan
tumores sin amplificacién o sobreexpresién de Her2.



1.8.4.1. Interacciones

1.8.4.1.1. Interacciones farmacolégicas

No se han realizado estudios formales de interacciones medicamentosas
con Herceptin®en el ser humano. No se han observado interacciones cli-
nicamente significativas con la medicacién concomitante utilizada en los
ensayos clinicos.

1.8.4.1.2. Interacciones con pruebas de laboratorio

Se han observado alteraciones hematologiacas como Neutropenia, leu-
cocitopenia, trombocitopenia y leucemia.

1.8.5. Reacciones adversas medicamentosas (RAM)

Reacciones adversas graves descritas con poca frecuencia (del 1 a menos
del 10% de los pacientes) a la infusién de Herceptin® son: Disnea, hipo-
tensién, sibilancias, broncoespasmo, taquicardia y reduccién en la satura-
cion de oxigeno.

1.8.5.1. Reacciones asociadas a la infusion

Durante la primera infusién con Herceptin®, se observa habitualmente
(del 21 al 40%) en las pacientes escalofrios y/o fiebre. Otros signos y/o
sintomas pueden incluir ndusea, vomito, dolor, escalofrios, cefalea, tos,
mareos, erupcion cutadnea, astenia e hipertension. Esos sintomas son ge-
neralmente de intensidad media a moderaday ocurren con poca frecuen-
cia en las infusiones subsecuentes con Herceptin®.

1.8.5.2. Reacciones adversas de Sistemas y Aparatos
a) Sistema cardiovascular: Bradicardia, miocardiopatia, hipoten-
sién y disminucién de la fraccidn de eyeccidn.

b) Aparato digestivo: Diarrea, vomitos, dispepsia, nasuseas, anore-
Xia e ictericia.

c) Aparato locomotor: Artrargia y mialgia.
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d) Sistema sanguineo y linfatico: Neutropenia, leucocitopenia,
trombocitopenia y leucemia.

e) Sistema nervioso: Parestesias, somnolencias y neuropatias, prin-
cipalmente sensitivas.

f) Aparato respiratorio: Asma, epistaxis, faringitis, tos, derrame
pleural y rinitis.

1.8.6. Antecedentes de estudios de utilizacién de Herceptin®

Estudios realizados acerca del Herceptin®, en los que se ha mostrado el
impacto en el tratamiento de cancer de mama tipo Her2 y que han permi-
tido establecer intervenciones farmacéuticas, para apoyar el uso racional
de este medicamento son:

Un estudio sobre la seguridad de medicamento en una revista especiali-
zada de notas sobre farmacovigilancia, publicado en el aflo 2002, mostré
que la administracion de antraciclinas, tras la suspensién del tratamiento
con trastuzumab, implicaba un aumento del riesgo de cardiotoxicidad.
Por tanto, la EMEA (The European Medicines Agency) emite una nota in-
formativa destacando que en el uso de antraciclinas tras la administra-
cién de trastuzumab, deben tenerse en cuenta los siguientes aspectos
(Moreno, 2002):

a) Se incrementa el riesgo de cardiotoxicidad.

b) Debe evitarse durante 22 semanas tras el tratamiento con tras-
tuzumab.

c) Sies necesario, administrar la antraciclina antes de ese periodo,
debe monitorizarse la funcién cardiaca del paciente muy estre-
chamente.

En 2003, este estudio retrospectivo sugiere que la continuacién con tras-
tuzumab después de la progresién de la enfermedad en pacientes con
cancer de mama metastasico her2 sobreexpresado es factible y seguro,
ademas de prolongar la supervivencia de los pacientes (George, 2003).

Un estudio realizado en octubre de 2005, aporté que el trastuzumab
administrado después de la terapia primaria, la quimioterapia, redujo la



tasa de reaparicion de tumores, en particular la recurrencia de tumores
diseminados, aproximadamente 50 por ciento. Este grado de beneficio
en el cancer de mama tipo Her2 es el méas grande que se informé desde
la introduccién de tamoxifeno en la hormona-receptor-positivo del can-
cer de mama tipo Her2. Como conclusion se llegé a que un afio de trata-
miento con trastuzumab como adyuvante, después de la quimioterapia,
mejora significativamente la supervivencia libre de enfermedad entre las
mujeres con cancer de mama Her2 (Martinez, 2005).

En el ano 2005 se realizd un estudio acerca de la prolongacion de la
supervivencia de los pacientes que recibieron trastuzumab después de
la progresion del cdncer de mama metastasico Her2 sobreexpresado,
indica un efecto benéfico del trastuzumab, administrandose después de
la progresién de la enfermedad. Trastuzumab es muy eficaz en el trata-
miento de cancer de mama metastasico tipo Her2. En comparacién con
los controles histdricos, la supervivencia global parece que se prolonga
notablemente, en pacientes que recibieron trastuzumab como tratamien-
to adyuvante de la enfermedad (Hans-Joachim, 2005).

Un anélisis de la relacién costo-eficacia de trastuzumab como adyuvan-
te en humanos con cancer de mama tipo Her2, llevé a la conclusion de
que en el subgrupo de pacientes de alto riesgo con cancer de mama
Her2-positivo, el trastuzumab da una amplia ventaja clinica como qui-
mioterapia adyuvante a un costo general que se considera apropiado
para el valor afadido que produce el trastuzumab, este estudio se llevo &
cabo en 2006 (Nicola, 2007).

2. Metodologla

2.1 Disefio metodolégico

2.1.1 Disefo del estudio

Los cuatro principales criterios de clasificacién del estudio fueron:

« Finalidad del estudio: analitico

» Secuencia temporal: longitudinal
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« Control de la asignacién de los factores de estudio: observacional

» Inicio de accién de la cronologia de los hechos: retrospectivo

2.1.2. Poblacién de estudio

Este estudio se realizé en el Centro Oncoldgico Estatal del Instituto de
Seguridad Social del Estado de México y Municipios (ISSEMyM), que es
un hospital de 3¢ nivel, dependiente del Sistema de Salud del Estado de
México.

La poblacién de estudio fueron todos los pacientes con cancer de mama
tipo Her2, ingresados al Centro Oncoldgico Estatal del ISSEMyM que reci-
bieron la prescripcién de Herceptin® durante el periodo del 01 de enero
de 2007 a 15 de Septiembre de 2008.

2.1.3. Seleccién y tamaio muestral

En este estudio, el tamafio muestra fue a conveniencia, pues se incluyeron
la totalidad de prescripciones realizadas durante el periodo de estudio,
por lo tanto no existié técnica de muestreo.

2.2. Procedimientos

2.2.1. Realizacién del diagnéstico situacional

Se elabord el diagndstico situacional del Centro Oncoldgico Estatal IS-
SEMyM, asi como del servicio de quimioterapia, considerando los si-
guientes aspectos:

1) Principales 10 causas de morbilidad.
2) Principales 10 causas de mortalidad.

3) Principales medicamentos empleados en el area de Quimiote-
rapia.

4) Poblacién atendida.
5) Profesionales de la salud, a cargo del servicio de Quimioterapia

6) Cobertura de atencién.



2.2.2. Caracterizacion de la muestra objeto de estudio

Se realizé la caracterizacion de la muestra objeto de estudio, tomando en
cuenta: grupo etareo, sexo y tratamientos concomitantes, dichos datos
fueron obtenidos y registrados de la historia clinica del paciente.

2.2.3. Evaluacién de la utilizaciéon de Herceptin®

En pacientes con cancer de mama tipo Her2 en el servicio de quimiote-
rapia del Centro Oncolégico Estatal del ISSEMyM. Se revisaron los expe-
dientes clinicos, valorando los siguientes criterios de uso adecuado de
Herceptin®:

a) Indicacién: Se consideré que se prescribiera el medicamento
con base en la patologia presente en el paciente.

b) Dosis: Se considerd que se prescribiera el medicamento en las
dosis indicadas en los referentes bibliograficos.

¢) Individualizacién de la terapia: En este pardmetro se tomaron en
cuenta el estado nutricional, las alteraciones renales y alteracio-
nes hepaticas.

d) Intervalo de dosificacion: se consideré como el tiempo que
transcurre entre una y otra administracién del medicamento en
un régimen de dosis multiples.

e) Tiempo de infusidn: es el tiempo que transcurre durante la ad-
ministracién del medicamento.

f) Duracién del tratamiento: fue considerado como el tiempo ne-
cesario para la aplicacion del tratamiento segun los referentes
bibliogréficos

Con base en todos los criterios empleados, se determind que se trata de:

Prescripcion adecuada: Si se cumplia con todos los indicadores de forma
correcta, respecto a la informaciéon indicada en la literatura.

Prescripcion inadecuada: Si no se cumplia con al menos uno de los indica-
dores de forma correcta, respecto a la informacién indicada en la literatura.
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2.2.4. Determinacién de la imputabilidad, prevalencia y significancia cli-
nica de las reacciones adversas

2.2.4.1. Determinacién de la imputabilidad

Registradas las RAM, se establecié la imputabilidad de las sospechas de
estos efectos adversos producidos por Herceptin®. Se determiné a tra-
vés del algoritmo de Naranjo y colaboradores, el cual es un cuestionario
codificado que permite establecer la relacién de causalidad entre el me-
dicamento y el efecto adverso presentado.

2.2.4.2. Determinacién de la prevalencia

Después de que las reacciones adversas de Herceptin®, en pacientes con
céncer de mama tipo Her2, fueran detectadas y registradas se determiné
la prevalencia relativa a través de la siguiente ecuacion:

. Numero de pacientes que presentaron reacciones adversas
Prevalencia=

Numero total de pacientes expuestos al medicamento

2.2.4.3. Determinacidn del tipo de las reacciones adversas detectadas

Una vez registradas las reacciones adversas, se determiné el tipo estas,
segun el algoritmo de Naranjo, como:

1) A: Reacciones adversas esperadas.

2) B: Reacciones adversas inesperadas.

2.2.4.4. Determinacién de la gravedad y significancia clinica de las reac-
ciones adversas detectadas

Una vez registradas las reacciones adversas, se determiné la gravedad y
significancia clinica, establecida por la OMS, en las categorias siguientes:

a) Leve: no necesitaba antidoto, tratamiento o prolongacién de la
hospitalizacién.



b) Moderada: requeria de cambios en el tratamiento farmacolégi-
co, aunque no necesariamente demanda la suspensién del me-
dicamento causante de la reaccion.

c) Grave: cuando constituia una amenaza para la vida del paciente,
y requeria la suspensién del medicamento causante de la reac-
cién y la administracion de un tratamiento especifico para tratar
este efecto.

d) Letal: cuando contribuyé directa o indirectamente en la muerte
del paciente.

2.3. Consideraciones éticas

Atendiendo a las caracteristicas del estudio, para la identificacion de los
pacientes que utilizaron Herceptin®, asi como del personal del equipo
de salud que atendié a dichos pacientes. Se utilizaron sélo las iniciales
de los nombres y apellidos de cada paciente, con la finalidad de guardar
los datos en total CONFIDENCIALIDAD, dando cumplimiento a uno de
los principios generales de la ética en los estudios clinicos (autonomia),
logrando de esta forma una serie de procedimientos de disociacidn
que rompieron el vinculo entre la identificacion personal y los datos
hospitalarios relativos a la salud.

3. Resultados

Se realizd la revisidn de 47 expedientes clinicos provenientes del servicio
de Quimioterapia de pacientes diagnosticados con cancer de mama Her2
positivo durante el periodo de 01 de enero de 2007 al 15 de septiembre
de 2008, de los cuales en 46 expedientes clinicos se prescribié Herceptin®,
por lo que la muestra de estudio fue la totalidad de 47 expedientes.

3.1. Caracterizacion de la muestra objeto de estudio

3.1.1. Caracterizacién de la muestra objeto de estudio
segun el grupo etareo

En la tabla 2 se observa que el grupo etareo 2, de 41 a 50 anos predomi-
na con el 42.55% del total de la poblacién.
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Tabla 2. Grupos etéreos

Grupo etéareo Edades (afios) Porcentajes (%) Frecuencia
1 31-40 23.4 11
2 41-50 42.55 20
3 51-60 19.14 9
4 61-80 14.89 7

3.1.2. Caracterizacién de la muestra objeto de estudio segun el género

El sexo que predomind en la muestra de estudio fue el femenino con el
100%.

3.1.3. Caracterizacion de la muestra objeto de estudio segun los medica-
mentos concomitantes

Se encontré que de la muestra en estudio el 61.71% recibid dos farmacos
en su tratamiento, y el 38.29% recibié monoterapia con Herceptin® (Tabla
3), es decir 61.71 % de los pacientes, dentro del estudio, tuvieron una po-
literapia en su farmacoterapia sin aumentar la posibilidad de presentarse
interacciones medicamentosas, ya que no se han reportado estos casos
en los estudios realizados con el Herceptin® donde se vea alterada su far-
macocinética ni su farmacodinamia sin aumentar la posibilidad de que el
paciente presente ineficacia terapéutica o sufra de reacciones adversas
(Slamon et al., 2001; Marty et al., 2005; Burstein et al., 2001; Jahanzeb et
al., 2002; Burstein et al., 2003; Wolff y Bonetti, 2003; Wardley et al., 2006;
Robert et al., 2006; Mackey and Kaufman, 2006).

Tabla 3. Caracterizacién de la muestra objeto de
estudio segulin los medicamentos concomitantes

Prescripcion %
Herceptin® 38.29
Herceptin® - Ac. Zoledronico 4.25
Herceptin® - Carboplatino 212
Herceptin® - Docetaxel 40.42
Herceptin® - Gemcitabine 2.12

Continda...



Prescripcion %

Herceptin® - Paclitaxel 2.12
Herceptin® - Taxol 212
Herceptin® - Vinorelbine 8.51

3.2. Evaluacién de la utilizacién de Herceptin®
Se valoraron los siguientes criterios de uso adecuado de Herceptin®:
3.2.1. Indicacién

De acuerdo a la evaluacion de la adecuacion de la prescripcion que se
realizd, se obtuvo como resultado que el 2.12% de la indicacién fue in-
adecuada, esto principalmente a que se atendid un paciente con cancer
de mama tipo Her2 al cual solo se le administré docetaxel, en la historia
clinica no existia referencia de la prescripciéon de Herceptin®, mientras
que el 97.87% fue adecuada como se muestra en la figura 1.

Figura 1. Evaluacién de la indicacidn
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3.2.2. Dosis

En lo referente a la dosis prescrita (Figura 2), el 38.29% fue inadecuaday
en un 67.71% fue adecuada. La dosis del medicamento en estudio pue-
de seguir dos esquemas, uno semanal y otro cada tres semanas (como
se muestra en la tabla 1) con distintas dosis iniciales, asi como distintas
dosis semanales segun el esquema elegido. Con dosis inicial de 4 mg/
kg y semanales de 2 mg/kg se obtienen concentraciones estables de 66
mg/l y concentraciones maximas de 110 mg/L en la semana 20. Por otro
lado, con una dosis inicial de 8 mg/kg y cada tres semanas de 6 mg/kg
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se obtienen concentraciones estables de 63 mg/l en la administracién
13 (semana 39). Teniendo asi dos esquemas donde podemos elegir una
concentracidn estable a distintos tiempos segun se requiera.

Figura 2. Evaluacién de dosis
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3.2.3. Individualizacién de la terapia

En un 97.87% la individualizacion de la terapia fue adecuada, ya que los
médicos tomaron en cuenta las caracteristicas de cada paciente (estado
nutricional, alteraciones renales o hepaticas) y el 2.12% de la individua-
lizacién de la terapia fue inadecuada debido a la no administracién de
Herceptin® bajo las condiciones antes mencionadas (figura 3).

Figura 3. Evaluacién de la individualizacién de la terapia
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3.2.4. Intervalo de dosificacién

Para el intervalo de dosificacién, el 91.48% fue adecuado considerando
el intervalo de tiempo semanal o cada tres semanas entre una adminis-
tracion y otra. Como se observa en la figura 4.



Figura 4. Evaluacién del intervalo de dosificacién
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3.2.5. Tiempo de infusién

Como se observa en la figura 5, el 82.97% del tiempo de infusién fue
adecuada, en contraste el 17.02% fue inadecuada.

Figura 5. Evaluacién del tiempo de infusion
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3.2.6. Prescripcion

Después de analizar los indicadores de prescripcidn, se obtuvo como
resultado que el 46.8% de la prescripcién fue adecuada, cumpliendo co-
rrectamente con los indicadores evaluados; mientras que en un 53.19%
la prescripcién fue inadecuada (figura 6), ya que no se cumplié correcta-
mente con un indicador.
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Figura 6. Evaluacién de la prescripcion
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3.3. Determinacién de la imputabilidad, prevalencia y significancia clini-
ca de las reacciones adversas medicamentosas

Del total de la poblacién de estudio se detectaron 39 reacciones adver-
sas a Herceptin® (como se observa en la tabla 4) predominando la leuco-
citopenia, astenia, mialgia, trombocitopenia y la neuropatia sensitiva, con
el 11.82%, 11.57%, 8.62%, 8.12% y 6.40%.

Tabla 4. Reacciones adversas medica-
mentosas predominantes

RAM %
Artralgia 6.15
Astenia 11.57
Diarrea 6.15
Leucocitopenia 11.82
Mialgia 8.62
Nauseas 4.67
Neuropatia Sensitiva 6.40
Rinitis 5.66
Tos 3.69
Trombocitopenia 8.12

Otras 27.15



3.3.1. Determinacién de la imputabilidad de las RAM

Se determind la imputabilidad de las RAM mediante el algoritmo de Na-
ranjo y colaboradores, el cual es un cuestionario codificado que permite
establecer la causalidad entre el medicamento y el efecto adverso pre-
sentado y permite categorizar las RAM en cuatro variables: definida, pro-
bable, posible y dudosa.

En la figura 7 se observa la imputabilidad de las reacciones adversas cau-
sadas por el Herceptin®, donde predomina el tipo probable con el 50%.

Figura 7. Imputabilidad de las reacciones adversas de-
tectadas de Herceptin®
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3.3.2. Determinacién de la prevalencia de las RAM

De los 39 pacientes que presentaron reacciones adversas de Herceptin®,
se determind la prevalencia, la cual fue de 84.78%.

3.3.3. Determinacién de gravedad y significancia clinica
de las reacciones adversas detectadas

En la figura 8 se observa la gravedad y significancia clinica de las reaccio-
nes adversas registradas, en donde se puede apreciar que las reacciones
del tipo leve fueron las que predominaron en un 93.59%.
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Figura 8. Gravedad y significancia clinica de las reaccio-
nes adversas medicamentosas de Herceptin®
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3.4. Determinacién del tipo de las reacciones adversas
medicamentosas detectadas

En la figura 9 se observa la determinacién del tipo de las reacciones adver-
sas medicamentosas, detectadas donde se puede apreciar que las reac-
ciones del tipo A (esperadas) fueron las que predominaron en un 98.52%;
en contraste el 1.47% de las reacciones fueron del tipo B (inesperadas).

Figura 9. Tipo de reacciones adversas
medicamentosas de Herceptin®
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3.5. Establecimiento de la correlacién existente entre los factores de ries-
go y los indicadores de prescripcién inadecuada del Herceptin®

Después de evaluar la utilizacién del Herceptin®, se realizd un anélisis
bivariado que permitié tener datos de la relaciéon de criterios valorados
que predisponen a la utilizaciéon inadecuada del medicamento en estudio.



Como se puede observar en la tabla 5, la dosis, el intervalo de dosifica-
cién y el tiempo de infusion son factores que estan relacionados signifi-
cativamente con la presencia de una utilizacién inadecuada (P < 0.05), la
indicacion, individualizacién de la terapia y duracién del tratamiento, no
presentd una diferencia significativa.

Tabla 5. Andlisis bivariado de la prescripcidon inadecuada del
Herceptin® respecto a los indicadores de utilizacién

Indicador de la evaluacién Significancia estadistica
de la utilizacién de Herceptin®
Indicacion 0.095
Dosis 0.008**
Individualizaciéon de la terapia 0.087
Intervalo de dosificacion 0.001**
Tiempo de infusién 0.002**
Duracién del tratamiento 0.079

**p < 0.05 Diferencia significativa.

En la tabla 6, se puede observar que el modelo empleado es significati-
vo, este es un indicador de que las variables analizadas influyen para la
utilizacién inadecuada del Herceptin®.

Tabla 6. Valores de significancia del modelo logistico

Chi cuadrada Significancia

Modelo 42.23 0.000

Se realizé una regresion logistica por el método Enter de los tres parédme-
tros que presentaron una diferencia significativa (p < 0.05) en el anélisis
bivariado (tabla 7).

En la tabla 7, se observa que con la variable dosis, es 12.8 veces mayor
la predisposicién para que se presente una utilizacion incorrecta cuando
ésta es inadecuada, en comparacién con las dosis adecuadas que son
1.6 veces mayores, presentando ambas diferencia significativa (p < 0.05).
El intervalo de dosificacidon predispone a una utilizacién incorrecta sélo
si éste es inadecuado con una probabilidad de 0.028 y un riesgo relativo
de 26.3. En referencia al tiempo de infusion, tanto las infusiones adecua-
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das como inadecuadas pueden asociarse a una utilizacién incorrecta del
Heceptin®. Sin embargo, la que predispone con una mayor contribucién
son las infusiones inadecuadas en 17.5 veces (p <0.05).

Tabla 7. Valores del modelo logistico respecto a los in-
dicadores de utilizacion del Herceptin® (método Enter)

Variable Significancia RR

Dosis 0.013*

Adecuada 0.027* 1.6
Inadecuada 0.015* 11.8
Intervalo de dosificacién | 0.007*

Adecuada 0.721 0.2
Inadecuada 0.028* 26.3
Tiempo de infusién 0.031*

Adecuada 0.011* 4.5
Inadecuada 0.023* 17.6

* P < 0.05 Diferencia significativa RR = Riesgo relativo

4. Conclusiones

El diagnéstico situacional mostré que las principales causas de morbi-
lidad en el centro oncolégico ISSEMyM, durante el afio 2007 y primer
semestre de 2008, corresponden principalmente a tumor maligno de
mama, tumor maligno de ovario, tumor maligno de cérvix y tumor malig-
no de prostata.

Los medicamentos mas utilizados en el drea de quimioterapia durante
el afio 2007 al 15 de septiembre de 2008 en el centro oncoldgico esta-
tal ISSEMyM fueron: en primer lugar cisplatino, seguido del fluoracilo, el
carboplatino ocupa el tercer lugar y docetaxel en cuarto; el trastuzumab
(Herceptin®) ocupé el lugar décimo tercero en esta lista.

En cuanto a la caracterizacidon de la muestro objeto de estudio, los pa-
cientes que en mayor proporcién recibieron la prescripcion de Hercep-
tin® fueron los del grupo etéreo 2 (pacientes de entre 41 a 50 afios) en
un 42.55%, el género femenino predominé con un 100% y el 38.29% de



la poblacién analizada fue prescrita con monoterapia, predominando la
politerapia con Herceptin® - Docetaxel con el 40.42%.

El 53.19 % de la prescripcién fue inadecuada. Un anélisis bivariado mos-
tré que la dosis, el intervalo de dosificacion y el tiempo de infusion son
factores que estén relacionados significativamente con la presencia de
una utilizacién inadecuada (P < 0.05).
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1. Introduccién

1.1. Cancer mamario

a mama es una glandula que reposa sobre el musculo pectoral en

la pared torécica superior y estd formada por epitelio especializado

y estroma que da lugar a lesiones benignas y malignas especificas
de este érgano. Del pezdn se originan de seis a diez sistemas principales
de conductos, las ramificaciones sucesivas de los conductos principales
finalmente dan lugar a la unidad ductal terminal (Kumar et al., 2010).

La neoplasia maligna no cutdnea es mas comun de glandula mamaria en
mujeres. Se dice que conforme envejece el aumento del baby boom, se
espera que la cifra absoluta de mujeres con cancer aumente aproxima-
damente un tercio en los préximos 20 afios por efecto de del envejeci-
miento de la poblacidn.

1.2. Carcinogénesis

Un modelo general de carcinogénesis postula que una célula normal
debe alcanzar siete nuevas funciones como la inestabilidad genética,
pérdida de apoptosis, crecimiento autosuficiente, pérdida de inhibicion
del crecimiento, replicacion ilimitada, angiogénesis e invasion tisular
para ser maligna.



En el carcinoma hereditario una o més de estas alteraciones se ven faci-
litadas por la herencia de mutaciones de linea germinal. Cada una de las
nuevas funciones puede alcanzarse por el cambio de uno o muchos ge-
nes, por ejemplo, los cambios en Receptor de estrégenos (RE), receptor
de factor de crecimiento epidérmico, RAS o HER2/neu pueden producir
una autosuficiencia en las sefales de crecimiento y la otra linea que se
muestra en esta investigacion es la de la Leptina. Por otro lado, una altera-
cién celular (p.ej., un cambio en un gen como el p53 con un papel central
en el control del ciclo celular, la reparacién de DNAy la apoptosis) puede
afectar a mas de una de estas aptitudes.

Las alteraciones morfoldgicas de la mama asociadas al aumento de ries-
go menor de cancer son lesiones con un mayor nimero de células epi-
teliales (alteraciones proliferativas). Estas alteraciones precoces se rela-
cionan con la evasién de sefales inhibidoras del crecimiento, la evasidn
de la apoptosis y la autosuficiencia de las sefales de crecimiento. Existen
datos de que incluso en esta fase precoz hay una expresién anormal de
receptores hormonales y una regulaciéon anormal de la proliferaciéon aso-
ciada a la positividad para los receptores hormonales (Kumar et al., 2010).

1.3. Obesidad y cancer de mama

El sobrepeso y la obesidad se caracterizan por la acumulaciéon anormal
y excesiva de grasa corporal. Ambas se acompafian de alteraciones me-
tabdlicas que incrementan el riesgo para desarrollar comorbilidades ta-
les como: hipertension arterial, diabetes mellitus tipo 2, enfermedades
cardiovasculares y cerebrovasculares, asi como algunas neoplasias en
mama, endometrio, colon y prdstata, entre otras (NOM-008-SSA3-2010).

El indice de masa corporal es el criterio diagndstico que se obtiene di-
vidiendo el peso en kilogramos, entre la talla en metros elevada al cua-
drado (IMC) (NOM-008-SSA3-2010). La obesidad es la enfermedad ca-
racterizada por el exceso de tejido adiposo en el organismo, la cual se
determina cuando en las personas adultas existe un IMC igual o mayor a
30 kg/m?y las personas adultas de estatura baja igual o mayor a 25 kg/m?2.
Asimismo el sobrepeso, ha caracterizado al estado por la existencia de
un IMC igual o mayor a 25 kg/m? y menor a 29.9 kg/m?y en las personas
adultas de estatura baja, igual o mayor a 23 kg/m? y menor a 25 kg/m?
(NOM-008-SSA3-2010).
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La obesidad es un factor de riesgo independiente para el cdncer de mama
y los pacientes obesos con esta neoplasia presentan un riesgo mayor de
tumores mas grandes y de la presencia de metastasis. Ademas la obe-
sidad, asociada con el sindrome metabdlico, se traduce en un aumento
del factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF), que actia como
mitdégeno. Se ha documentado ampliamente que los niveles de leptina
estan incrementados en caso de obesidad pero el conocimiento del me-
canismo por el cual se asociaria a cadncer alin no esté esclarecido del todo.

La obesidad es un factor para el desarrollo de cdncer de mama, recientes
hipdtesis sugieren que las adipocinas adiponectina y leptina estan invo-
lucradas. Con estos hallazgos investigamos el papel de estas moléculas
en pacientes con cancer de mama (Jardé et al., 2009).

1.4. Adiponectina y Cancer de mama

También referida como gelatin-binding protein-28, adipoQ o proteina
complementaria, relacionada con el adipocito de 30 kDa (Maeda et al.,
1996). Es una proteina de 244 aminoacidos, producto del gen apM1 el
cual es especifica y altamente expresada en células adiposas humanas
(1996). Tiene homologia estructural con el coldgeno VIl y Xy el factor de
complemento C1q (Kishore et al., 2000; Maeda et al., 1996; Takahashi et
al., 2000). Se le atribuyen propiedades anti-aterogénicas y anti-inflamato-
rias (Yokota et al., 2000).

En humanos, la adiponectina actla a través de dos receptores: AdipoR1
y AdipoR2, que comparten 67% de identidad con el gen de ratén (Ya-
mauchi et al., 2002). AdipoR1 estd expresado ampliamente en diversos
tejidos, incluyendo musculo, higado y pancreas y une la forma globular
de la adiponectina con gran afinidad (Wu et al., 2003). AdipoR2 se en-
cuentra mas abundantemente en higado (Yamauchi et al., 2003) y une
principalmente la forma full-length. Recientemente, ambos, AdipoR1
y AdipoR2 se encontraron expresados abundantemente en las células
beta pancreéticas de humanos y rata (Karroubi et al., 2003). Por estudios
de polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs) se ha sugerido que muta-
ciones de AdipoR1 pudieran estar implicadas en el sindrome metabdlico
al disminuir la sensibilidad a insulina. Las concentraciones de adiponec-
tina correlacionan negativamente con la glucosa plasmaética, insulina, tri-
glicéridos, indice de masa corporal (IMC) y positivamente con HDL (Hotta
et al., 2000). Se ha reforzado la evidencia de la relacién entre hipoadipo-



nectinemia y sindrome metabdlico (Matsuzawa et al., 1999). También hay
evidencia de que la pérdida de peso induce un incremento en los niveles
de adiponectina. Arita et al. (1999) demostraron que los niveles prome-
dio de adiponectina plasmatica son de 3.7 mg/mL en pacientes obesos,
mientras que en no obesos fueron de 8.9 mg/mL.

La adiponectina tiene una respuesta antiproliferativa al unirse a genes
involucrados en la regulacién del ciclo celular MAPK3 y ATM, mientras
que la leptina induce expresion de mRNA del receptor de progesterona.

Los péptidos de leptina derivados de adipocitos actian a través de unio-
nes especificas a receptores de membrana, de los cuales han sido iden-
tificadas 6 isoformas (obRa-obRf) el dominio extracelular de cinco for-
mas es idéntico; hasta ahora se cree que las formas cortas no tienen la
capacidad completa de receptor las cuales incluye a obRa, obRc, obRd,
obRf. Sélo la isoforma obRb tiene el potencial de sefalizacién completo
(Cirillo, et al., 2008).

La expresion de leptina y sus receptores se presenta en lineas celulares de
cancer de mama y en carcinoma de mama humano primario. La leptina
es capaz de inducir el crecimiento de las células de cancer de mama a
través de la activacion de las vias Jak2/STAT3, ERK1/2 y PI3K, pudiendo
mediar la angiogénesis por induccién del factor de crecimiento del endo-
telio vascular (VEGF). La leptina puede afectar también el crecimiento del
receptor de estrogenos (ER)-positivo, de las células de cancer de mama,
por estimulacion de la expresidon de aromatasa, incrementando los niveles
de estrégenos a través de la aromatizacién de andrégenos y por induccién
de la activacion de MAPK-(ER) dependiente (Oh et al., 2011).

Existe una interaccién entre las vias de sefalizacion de leptina y de adi-
ponectina en la linea celular de cancer de mama MCF-7, en la que se
observa que la estimulacién de leptina es suprimida por adiponectina
(Jardé et al., 2009).

1.4. Interlecucina 6 y cancer mamario

La interleucina 6 (IL-6) es una citocina proinflamatoria producida por
monocitos, macréfagos, células endoteliales involucradas en la activa-
cién de linfocitos T, B y células Natural Killer dirigidas a fagocitar células
patégenas, ademés de que la IL-6 produce efectos multifuncionales y
plerotrépicos (Lukaszewicz et al., 2007). Esta involucrada en la respues-
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ta inmune, estado inflamatorio y de hematopoyesis. La produccion de
esta interleucina es estimulada por interleucina 1 (IL-1), interferon (INF),
Factor de necrosis, lipopolisacarido, virus de ADN y ARN. El papel de esta
citocina proinflamatoria en la activacion y diferenciacion de linfocitos T
citotoxicos y NK es bien conocido, la via de efectos anticancerigenos
de IL-6 fue usado en terapia contra cancer. Algunos investigadores han
reportado que esta citocina se sobre expresa e incrementa al antigeno
carcinoembrionario y antigenos HLA tipo | en la superficie de células de
cancer colorectal. Esto condujo al uso de IL-6 para inhibicién directa de
proliferacion celular de céncer. Desafortunadamente, en algunos tumo-
res solidos, IL-6 puede crecer estimulada via autocrina y paracrina como
por ejemplo en carcinoma mamario.

2. Metodologia

2.1. Disefio de estudio

Se planted un estudio observacional, prospectivo y transversal en el que
se seleccionaron por criterios de inclusion, pacientes con mastografia
previa, las cuales fueron candidatas a biopsia, previo a la toma de sangre,
firmaron consentimiento informado. De la muestra de biopsia se obtu-
vo reporte histopatolégico por tincién de hematoxilina y Eosina, con el
cual las pacientes se clasificaron en pacientes con céncer y sin cancer.
El tamafio de muestra fue por conveniencia, minimo 30 incluyendo los
dos grupos en un periodo de 6 meses (Diciembre 2010 - Junio 2011). En
total fueron 37 pacientes. Como criterios de exclusién fueron pacientes
con tratamiento antineoplésico u hormonal y pacientes embarazadas, asi
como de eliminacién: pacientes cuyo seguimiento se pierda. El disefio
de estudio fue aprobado por comité de FEtica del Hospital y del Centro
de Investigacion en Ciencias Médicas, sitio donde se realizé el anélisis de
muestras sanguineas.

2.2. Determinacion de medidas antropométricas IMC
y evaluaciéon bioquimica

Evaluacién antropométrica: La circunferencia de la cintura se medié con
una medicion de cero de la cinta en el punto mas alto de la cresta iliaca
al final de la expiracién normal, a el méas cercano 0,1 cm. El peso de los
participantes se evalud sobre un minimo de ropa con una escala TANI-



TA electrénica previamente calibrada. La estatura se medié con un esta-
dimetro convencional. El IMC fue calculado como el peso (Kg) dividido
por la estatura en metros al cuadrado (m?). La Evaluacion bioquimica se
obtuvo mediante concentracion de algunos marcadores bioquimicos, se
obtuvieron niveles de colesterol, triglicéridos, hemoglobina, glucosa ba-
sal, asi como de adiponectina.

La quimica sanguinea y biometria hemética se procesaran de manera
automatizada en aparatos Becton Dickinson. Los niveles glucosa seran
determinados con el método de glucosa oxidasa, mientras que los trigli-
céridos seran determinados con un método colorimétrico después de la
hidrdlisis enzimatica con una técnica de lipasas y el colesterol HDL por la
eliminacidn de posterior de quilomicrones y catalasa.

2.3. Determinacién de Adiponectina

La asociacion entre adiponectina y cdncer mamario en este estudio, se
midieron en suero de las pacientes por la técnica de inmunoensayo, ELI-
SA la concentracion de este biomarcador, en el cual no se aprecia signi-
ficancia en ambos grupos en la cual se espera un valor normal o menor
de la concentracién de adiponectina. En este caso se propone medir
también la leptina a fin de encontrar la asociacion de estos factores en la
carcinogénesis mamaria (Ver figura 2).

2.4. Determinacidon de interleucina 6

Se empled el equipo Modular Roche, por técnica de electroquimiolumi-
niscencia para la determinacién de interleucina 6.

2.5. Andlisis estadistico

Para evaluar la interrelacién entre los grupos se utilizara la prueba de U
de Mann Whitney para pruebas no pardmetricas, una vez analizadas por
el método kolmogorov-Smirnov, se determiné media, desviacién estan-
dary error. Se obtuvieron Intervalos de Confianza al 95% (I.C. al 95%). Se
consideraron como significativos los valores de p < 0.05. Todos los ana-
lisis seran realizados usando el software SPSS version 19. Se obtuvieron
gréficas tipo bigote para la comparacién entre los dos grupos.
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3. Resultados y discusién
3.1. Resultados de evaluacién antropométrica IMC y bioquimica

La interrelacién existente entre varios parametros antropométricos se ha
reportado en distintos estudios, en el presente se encontré que el IMC
entre los grupos hay significancia debido al aumento de peso y talla dis-
minuida en las pacientes, a mayor masa corporal aumenta la concentra-
cion de adipocitos o el tamafio de éstos, lo cual sugiere el aumento de la
leptina y la disminucién de la adiponectica; esta ultima confiere un factor
protector. En este grupo de pacientes también se aprecia significancia en
los niveles de acido urico, lo cual sugiere intervencion de algunas otras
vias de sefalizacién como de proteinas (ver tabla 1), estos datos mues-
tran la asociacién de sobrepeso y obesidad en pacientes con cancer ma-
mario como se observa en la figura 1.

En este estudio se puede observar que con el andlisis estadistico emplea-
do no se observa significancia entre interleucina 6 y adiponectina, por
lo que se observd que el valor de p en pacientes sin cdncer es de 0.07 y
0.095 respectivamente. Sin embargo, se sugiere que al aumentar el nu-
mero de pacientes en estudios posteriores o en un estudio de meta-ana-
lisis se podria comprobar que efectivamente existe una interrelacion ya
que en las gréaficas de bigote si se alcanza a observar minima asociacion.

Tabla 1. Descripcién de los factores en pacientes con y sin cdncer de mama

Factor Diagnéstico N Media Des- Media P IC 95%
viacién error
Std. Std.
IMC Con céncer 29 28,70 4,00 0,74 0,010 0,9323 6,3933
(Kg/m2)
Sin céncer 13 25,04 4,17 1,16 0,014
Cintura Con céncer 25 93,98 11,03 2,21 0,021 1,367 15,978
(cm)

Sin cédncer 13 85,31 9,46 2,62 0,017

Glucosa Con céncer 27 93,81 26,23 5,05 0,289 -7,8982 25,8355
(mg/dL)

Sin cancer 13 84,85 20,94 5,81 0,253
Colesterol Con céncer 28 201,24 37,66 712 0,146 -7,4726 48,4199
(mg/dL)

Sin cancer 13 180,77 48,13 13,35 0,192
Triglicéridos Con céncer 28 164,65 | 78,22 14,78 0,705 -105,4761 | 72,0140
(mg/dL)

Sin cancer 13 181,38 204,39 56,69 0,779

Continua...



Factor Diagnéstico N Media Des- Media P IC 95%
viaciéon error

Std. Std.

HDLC Con céncer 27 45,76 10,30 1,98 0,940 -7,0377 6,5328
(mg/dL)

Sin cancer 13 46,02 9,08 2,52 0,938
LDLC Con céncer 27 125,16 | 26,79 5,15 0,058 -,6506 37,8848
(mg/dL)

Sin cancer 13 106,54 | 31,03 8,61 0,078
IL-6 Con céncer 19 4,58 3,59 0,82 0,139 -,5934 4,0250
(pg/mL)

Sin cancer 1 2,86 1,27 0,38 0,071

Adiponectina | Con céncer 20 21,96 11,46 2,56 0,151 -2,2704 13,9734
(mg/mL)
Sin céncer 10 16,11 6,99 2,21 0,095

Acido urico Con céncer 27 4,22 1,05 0,20 0,021 0,1409 1,6133
(mg/dL)

Sin céncer 13 3,34 1,14 0,32 0,029
Peso Con cancer 29 69,53 11,59 2,15 0,071 -,5920 14,0729
(Kg)

9 Sin céncer 13 62,79 8,98 2,49 0,050

Talla Con céancer 29 1,55 0,06 0,01 0,093 -,07093 ,00571
(m)

Sin céncer 13 1,59 0,06 0,02 0,101
Edad Con céancer 33 51,33 12,061 2,100 0,005 3,395 18,146
(ahos)

Sin céncer 16 40,56 11,978 | 2,994 0,006

La obesidad en las mujeres posmenopéausicas se asocia con mayor ries-
go de cancer mamario, el desarrollo de los tumores més agresivos y la
resistencia a determinados tratamientos contra el cdncer de mama (Ra-
hmati-Yamchi et al. 2011). Algunos de estos efectos pueden estar me-
diados por la hormona leptina, actuando de forma independiente o a
través de la modulacion de otras vias de sefializacién. La coexpresion del
receptor tipo 2, del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2), y
del sistema leptina/ObR podrian contribuir a la mayor actividad de HER2
y la sensibilidad disminuida de los tratamientos anti HER2 (Perera et al.,
2008). Esto se pudo observar en pacientes con céncer de alto riesgo o
clasificados en estadios avanzados de cdncer mamario, ademés de estar
relacionado con receptores hormonales en las células de estas pacientes
como lo son receptores de estrégenos y receptores de progesterona, al
igual que el HER2, datos no mostrados.
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Figura 1. Resultados de IMC pacientes con y sin cancer
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3.2. Resultados de Adiponectina

Los datos disponibles sugieren que la adiponectina podria reducir la glu-
coneogénesis e incrementar la utilizacién de la glucosa en el musculo,
posiblemente al aumentar la oxidacién de los lipidos y por lo tanto, re-
duciendo los niveles de acidos grasos no esteroideos y su consecuente
acumulacién intramiocelular. En los resultados obtenidos de este trabajo
no se observa asociacion significativa pero, en la figura 2 se aprecia una
rango amplio de las variaciones entre los resultados de las pacientes con
cancer en comparacién con las que no tienen cancer lo cual propone
también un efecto protector por parte de la adiponectina en las pacien-
tes sin cancer, como se reporta en estudios recientes (Jardé et al., 2009).

Figura 2. Resultados de Adiponectina en pacientes con y sin cancer
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3.3. Resultados de Interleucina 6

Cuando los niveles séricos de IL-6 aumentan, esto se asocia con estado
avanzado, malignidad, tamafio del tumor y corta sobrevivencia en pa-
cientes con este tipo de cancer; en nuestra investigacion empleamos
electroquimioluminiscencia para la medicidn en suero de pacientes con
diagnéstico de cancery sin cancer en la que de acuerdo a los valores de
referencia, un valor normal es hasta 7 pg/mL. Nuestras pacientes parecen
todas tener buen prondstico, debido a que no se encuentran valores fue-
ra del limite superior y a que han acudido a tiempo a realizarse estudios
exploratorios por imagenologia (Abe et al., 2007, Bitterman et al., 2002,
Bray, 2004, Lukaszewicz et al., 2007, Purohit et al., 2002, Ravishankaran y
Karunanithi, 2011, Zhao et al., 2011, Zhou et al., 2011).

Figura 3. Resultados de IL-6 pacientes con y sin cancer.
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4. Tratamiento empleado en el tratamiento de Cancer de mama

En este articulo, se analiza también las posibilidades de tratamiento que
tienen las pacientes con cdncer mamario el cual estéd determinado por las
siguientes caracteristicas de acuerdo a lo reportado en la literatura.

El tratamiento tiene un doble objetivo:

a) Regional (sobre el tumor y dreas ganglionares): En este sen-
tido actla las radioterapias y la cirugia.
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b) General o sistémico: sobre la enfermedad metastasica visible
o subclinica en forma de micrometastasis, con este propdsito
se administra la quimioterapia y hormonas (Duce et al., 2004).

4.1. Tratamiento Sistémico

Debido a la estructura del estudio nos enfocaremos al tratamiento sisté-
mico el cual consta de fArmacos antineoplasicos los cuales destruyen las
células tumorales malignas. En general su mecanismo de accidn afecta
la integridad de las cadenas de los acidos nucléicos, especialmente el
DNA, impidiendo la replicacion normal. Desafortunadamente, ciertas cé-
lulas sanas también son destruidas en este proceso, lo cual lleva a que se
presenten efectos toxicos secundarios (Duce et al., 2004).

Si al tratamiento regional operable del cancer de mama, se afiade qui-
mioterapia u hormonoterapia adyuvantes, se aumenta el periodo libre
de enfermedad y la supervivencia. Los esquemas mas utilizados de qui-
mioterapia para cancer de mama son: CMF (ciclofosfamida, metrotexa-
te y 5-fluoroacilo), CAF (ciclofosfamida, adriamicina y 5-fluoroacilo), AC
(adriamicina y ciclofosfamida), combinaciones de taxanos como el Pacli-
taxel y Docetaxel, y Cisplatino (Duce et al, 2004).

De manera especifica, el mecanismo de accién de los fdrmacos mas utili-
zados en el cancer de mama son:

Ciclofosfamida: Profdrmaco perteneciente al grupo de los agentes alqui-
lantes. Es activado por la oxidacién del carbono 4 por medio de la via he-
patica del citocromo p450 cuyo resultado es el 4-hidroxiciclofosfamida,
el cual es rdpidamente convertido en el aldehido aciclico aldofosfamida,
que espontaneamente se convierte a acroleina y mostaza fosforamida,
los cuales son productos activos de la citotoxicidad de células neoplasi-
cas, siendo la mostaza fosforamida el que produce oxidacién lipidica y
enlaces entre la posicion N7 de las guaninas del DNA (Hansen J, 2007).
El 4-hidroxiciclofosfamida sufre una deshidratacién reversible para gene-
rar immino ciclofosfamida, que es conjugado con glutatidn intracelular
por medio de la catalizacidon de varias glutatiéon S-transferasas (GSTA1,
GSTM1, GSTT1 y GSTP1) (Zhong et al., 2006). Se sabe que la ciclofos-
famida es un agente inmunomodulador y la disminucién de GSH y/o el
aumento del estrés oxidativo, pudiendo afectar la expresién del factor de
crecimiento vascular endotelial, principal factor angiogéncio durante la



carcinogénesis en muchos tipos de céncer y del crecimiento del tejido
maligno. (Wu et al., 2009).

Doxorrubicina: Antibidtico del grupo de las antraciclinas producido por
el Streptococo peucetis con actividad antineoplasica inhibiendo y blo-
queando el proceso de transcripcion (Gallego-Rubio, 2006).

Metrotexate: Farmaco antineoplésico que interfiere en la sintesis de novo
de bases puricas y pirmidinicas, altamente dependientes de acido félico
por inhibicion de la enzima dihidrofolato-reductasa, generando imposibi-
lidad de sintesis de acidos nucléicos. Probablemente la accion principal
es acumulacién intracelular de derivados téxicos del acido félico. Este
farmaco sélo actia en la fase S del ciclo celular (Quifiones, L., 2000).

5-fluorouracilo: Ampliamente utilizado en el tratamiento de cancer, se
comporta inhibiendo la enzima productora de Timidinmonofosfato y pro-
cesos de transformacion alterando el proceso de sintesis del DNA y RNA
o en su traduccién (Longley et al., 2003).

Paclitaxel: Quimioterapéutico altamente utilizado del grupo de los taxa-
nos, proveniente del arbol de tejo pacifico; se une a la B-tubulina de los
microtibulos, que forman el huso mitético, haciendo que exista la esta-
bilizacion de los microtibulos aumentando la polimerizacion de éstos y
creando un efecto antitumoral interrumpiendo la mitosis en la transicién
de metafase a anafase, induciendo la apoptosis (Flatters et al., 2006).

Docetaxel: Uno de los farmacos antineoplésicos més efectivos, del grupo
de los taxanos, su actividad citotéxica se da por la promocién la polimeri-
zacion y estabilizacién de la tubulina, dicha estabilizacién crea detencion
del ciclo celular en las fases de G2 a M, el cual da como resultado final la
apoptosis (Mizumachi, T., 2008; Brunsvig, P., 2007; Rouzier, R., 2005)

Cisplatino: Se han sugerido varios mecanismos por las que el cisplatino
produce citotoxicidad, mal proceso de reparacién del DNAy el incremen-
to de especies reactivas, las cuales contribuyen a la muerte celular en va-
rias vias. Al ser activado este tipo de fadrmacos, quedan libres dos valencias
del ién platino, que forman dos enlaces estables con componentes del
DNA; usualmente con dos moléculas de guanina adyacentes en la misma
cadena, pero también formando puentes entre las cadenas. El resultado
es la produccion de errores de transcripcién y la imposibilidad de que las
cadenas se separen para generar la replicacién celular (Lu, Y., 2007).
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La Quimioterapia es utilizada bajo varias modalidades, que son la terapia
neoadyuvante, adyuvante y paliativa, las cuales se describen a continuacion.

La terapia neoadyuvante, cuyo término se introdujo en 1982 por Frei, se
caracteriza por la administracion de quimioterapia antes de la cirugia para
crear una citoreduccion del tumor en pacientes con etapas clinicas avan-
zadas (Goémez et al., 2003; Inciura A., 2006). Las observaciones de mejoria
de sobrevida después de la administracién de quimioterapia en su uso
neoadyuvante, sugieren que la administracion de quimioterapia como
tratamiento primario, puede minimizar la emergencia de clones quimio-
rresistentes y por tanto reducir o erradicar la enfermedad metastasica. Las
razones para el uso de tratamiento preoperatorio estan basadas en su
potencial beneficio clinico, mejorando el control local de la enfermedad
y permitiendo la cirugia conservadora de la mama. Este tipo de terapia
se ha convertido en el tratamiento estandar para pacientes con tumores
iguales o mayores a 3 cm y en cancer de mama local avanzado T3, T4, N2
(Cortés et al., 2008). La terapia adyuvante estd dada por la administracion
de quimioterapia o terapia endocrina después de la cirugia primaria en
etapas tempranas de la enfermedad, con el objetivo de eliminar la posible
existencia de la enfermedad residual microscépica y disminuir el riesgo
de recidiva local o diseminada a distancia y aumentar la supervivencia en
etapas tempranas de cancer de mama (Hickey et al., 2009).

La hormonoterapia incluye antiestrogenos (tamoxifeno), ablacion ovari-
ca, inhibidores de aromatas, progestédgenos, etc (Duce et al., 2004) tam-
bién son farmacos que se pueden utilizar en el terreno neoadyuvante
o adyuvante de acuerdo a las caracteristicas de las pacientes y factores
predictivos de respuesta al tratamiento.

La terapia blanco, también llamada terapia biolégica, es la herramienta
mas reciente para el tratamiento para el cancer. Esta terapia utiliza drogas
antineoplasicas especiales que van dirigidas a ciertos receptores que se
encuentran activados en una célula maligna. Una de estas drogas es el
trastuzumab. Para las mujeres con cancer de mama positivo para HER2
en etapa IV, el trastuzumab maés la quimioterapia han demostrado que
funcionan mejor que la quimioterapia sola. Otros estudios también han
demostrado que en mujeres con céncer de mama positivo para HER2, en
etapa precoz, al utilizar este medicamento mas la quimioterapia adyu-
vante reducen el riesgo de recaida en un 33% (Duce et al., 2004; Wiches-
ter, 2001, Cortés et al., 2008).



5. Conclusiones

Los resultados de este trabajo sugieren que deberia emplearse como
parte de diagndstico y seguimiento del cdncer mamario, el IMC y la adi-
ponectina, que podrian funcionar como biomarcadores, si se amplia el
tamafo de muestra y se realiza en otros hospitales en los que se atienden
a pacientes con estas patologia, lo cual podria ofrecer informacién en el
entendimiento de la fisiopatologia de la enfermedad y el esclarecimiento
de las vias de sefalizacién para implementar terapias especificas auna-
das al tratamiento estandar.

5.1. Implicacién de la via de sefalizacién de la leptina y adiponectina en
el tratamiento

Por otro lado, una vez conocido el tratamiento sistémico empleado para
cancer de mama nos podemos dar cuenta que el objetivo principal estri-
ba en el bloqueo de mecanismos de sefializacidn, tal es el de la leptina,
la cual una vez unida a su receptor, activa dos vias segun el sustrato que
fosforile en este caso, es la cinasa de Janus 2 (JAK-2), esta activa al tra-
ductor de sefal y activador de trasncripcién 3 (STAT-3), en esta via actla
un mecanismo de supresion el supresor de la sefializacién de citocinas 3
(SOCS-3) inhibe este mecanismo de sefalizacidon. En diferentes estudios
se han probado molécula que suprimen esta via impidiendo que se acti-
ve MAPK (Murray et al, 2007).
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1. Antecedentes y Aportaciones

1.1 Farmacologia de nicotina

a nicotina es una amina terciaria compuesta por una piridina y un
anillo de pirrolidina (Figura 1).

Figura 1. Estructura de la Nicotina.
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Cuando el tabaco es fumado la nicotina es absorbida rapidamente, aun-
que la cantidad absorbida depende del volumen e intensidad de suc-
cién, la dilucion con el aire y la profundidad de la inhalacidn. Después
de la primer bocanada o succidn, se alcanzan altos niveles de nicotina
en el cerebro en 10 o 20 segundos, mas rapido que con administracién
intravenosa (Benowitz, 2009). Las concentraciones de nicotina en la san-
gre arterial, después de fumar un cigarro, son usualmente entre 20 y 60
ng/mly las concentraciones después de la primer bocanada son 7 ng/ml
(Lunell et al., 2000).



La absorcidn de nicotina a través de las membranas bioldgicas depende
del pH. La absorcion es rapida en pulmones, presumiblemente por la
amplia drea que presentan los alveolos y el pH pulmonar (7.4). Cerca de
1 mg (0.3 -2 mg) de nicotina es absorbido al momento de fumar un ciga-
rrillo (Goriy Lynch, 1985; Lee et al., 2004).

Las terapias de reemplazo de nicotina (TRN) tales como la goma de mas-
car, parches transdermales, spray nasal y tabletas sublinguales tienen pH
alcalino para facilitar la absorcidn de nicotina a través de las membranas
bioldgicas sin embargo, la absorcion es baja e incrementa los niveles de
nicotina mas gradualmente que con el fumar.

Posterior a su absorcion, la nicotina entra en el torrente sanguineo donde
aun pH de 7.4 el 69% es ionizada, el 31% es desionizada y el 5% se une
a proteinas plasmaticas (Benowitz et al., 1982). Evidencias provenientes
de estudios animales muestran que los tejidos con mayor afinidad para la
nicotina son el rindn, higado, pulmon, cerebro y corazén, en este orden; el
musculo esquelético tiene moderada afinidad para la nicotina y el tejido
adiposo tiene la mas baja afinidad (Benowitz, 1990). No obstante, basados
en muestras de autopsias de fumadores, la nicotina tiene mayor afi-
nidad por el higado, seguida por rifndn, bazo y pulmones y la més baja
afinidad es por el tejido adiposo (Urakawa et al., 1994) denotando que la
afinidad depende de la via de administracion.

Con la administraciéon transdermal de nicotina, las concentraciones de
esta sustancia en jugo gastrico son 60 veces mas altas que en plasma;
pero en saliva son 11 veces mas altas que en plasma. Mas aun, debe-
mos tomar en cuenta que con la administracion de nicotina, al fumar, las
concentraciones en jugo gastrico son 53 veces mas altas que en plasma
y 87 veces mas altas en saliva. (Lindell et al., 1996). La nicotina tiene un
bajo volumen de absorcion en estomago porque es ionizada en el jugo
gastrico pero es mejor absorbida en intestino delgado porque tiene un
pH mas alcalino y posee una gran superficie de absorcién. La nicotina
también se acumula en la leche materna, ademas de que cruza la barrera
placentaria facilmente y existe evidencia de acumulacion de nicotina en
suero fetal y liquido amnidtico, en concentraciones mayores que en el
suero materno (Dempsey y Benowitz, 2001).
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1.2. Metabolismo de nicotina

Los niveles mas altos de nicotina en sangre se alcanzan al terminar de
fumar un cigarrillo y declinan répidamente en los siguientes 20 minutos
por la amplia distribucién en los tejidos corporales. El volumen de distri-
bucién en humanos es 2.6 veces el peso corporal (Rose et al., 1999).

La nicotina es metabolizada por el higado y se han identificado al menos
seis metabolitos primarios, siendo cuantitativamente el mas importante
la cotinina. Otros metabolitos primarios son la nicotina-N'-6xido y el glu-
curénido de nicotina. Los metabolitos de cotinina son los siguientes: glu-
curénido de cotinina, trans-3'-hidroxicotinina y glucurénido trans-3'-hi-
droxicotinina (figura 2).

Nicotina y cotinina forman glucurénidos N-cuaternarios, mientras que
trans-3'-hidroxycontinina forma principalmente O-glucurénido.

La exposicion crénica a nicotina puede aumentar 15 veces los nive-
les plasmaéticos de cotinina, mientras que los niveles plasmaéticos de
trans-3'-hidroxicotinina aumentan de tres a cinco veces mas que los ni-
veles de nicotina en plasma (Benowitz, 1990). Especies animales como
ratones, perros, conejos y monos, metabolizan la nicotina de la misma
manera que los humanos; por el contrario, las ratas y cuyos metabolizan
tanto nicotina-N'-6xido como cotinina y 3'-hidroxicotinina (debido a dife-
rencias en el citocromo P450 predominante (CYP); enzima enzimas pre-
sentes en estas especies), por tal motivo, no son los modelos animales
Optimos para investigar el metabolismo humano de la nicotina.

La nicotina es rapidamente metabolizada por el higado y se excreta alre-
dedor del 5% sin cambios por el rifién. La vida media (t, ,) de la nicotina
es de 2 h en seres humanos. Con el consumo regular de tabaco, los nive-
les de nicotina en sangre se pueden mantener por 8 horas, incluso des-
pués de un periodo de abstencion durante la noche, importantes niveles
de nicotina estan presentes en la sangre de un fumador por la mafiana,
por lo general 4-5 ng/ml~' (0.03 puM). Cuando se estudié la eliminacion
de nicotina en fumadores crénicos, se detectaron niveles constantes du-
rante 20 h; esto probablemente refleja la liberacién lenta de nicotina pro-
veniente de sitios de unién en tejido profundo (Benowitz, 1990; Benowitz
y Jacob, 2001).



Figura 2. Nicotina y principales metabolitos.
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La nicotina se excreta via renal por filtracion glomerular y tubular con re-
absorcidn variable, dependiendo del pH de la orina. En orina &cida, la ni-
cotina se ioniza y la reabsorcién tubular se minimiza; en orina alcalina, una
mayor cantidad de nicotina se desioniza, seguida por la reabsorcién tubu-
lar. La excrecion de cotinina estd poco influida por el pH urinario debido
a que es mas béasica y ademas, es dependiente de la tasa de flujo urinario
(Benowitz y Jacob, 2001). Un estudio demostrd, por medio de nicotina
marcada radiactivamente, que al menos el 1% de la nicotina consumida
se excreta en heces (Armitage et al., 1975). Se han observado también
mayores cantidades de nicotina que de cotinina en sudor de fumadores;
sin embargo, las cantidades no se han contabilizado (Kintz et al., 1998).

Se especula que el continuo consumo de cigarro adicionalmente al uso
de terapias de reemplazo (parches transdérmicos, aerosol, goma de
mascar) puede provocar una sobredosis, que se manifiesta por la pre-
sencia de nauseas, vomitos y el posible fallecimiento; incluso, no existe
evidencia de efectos téxicos serios cuando se combina cualquier terapia
de reemplazo o varias terapias juntas (p. ej. uso de multiples parches)
(Benowitz, 1988).
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1.2.1. Metabolismo de nicotina y funcién de enzimas citocromo P450

La enzima CYP2A6 del higado es la principal responsable del metabolis-
mo humano de nicotina a cotinina y del metabolismo de cotinina a 3'-hi-
droxicotinina (Matta et al., 2007). CYP2B6 también pueden contribuir al
metabolismo de nicotina. La N-oxidacion es mediada por la flavoproteina
FMO3. La glucuronidaciéon de nicotina y cotinina parecen estar mediados
por UGT1A9, 1A4y 2B7.

Una serie de polimorfismos genéticos en CYP2A6 se han asociado con
alteracién del metabolismo de la nicotina en humanos. Estos polimorfis-
mos se asocian con ausencia de actividad de CYP2A6 e incluyen la su-
presién de CYP2A6 * 4, CYP2A6 * 2y CYP2A6 * 5; y la reducida actividad
de los alelos CYP2A6*6*7 *9,*10,* 11y * 12 (Matta et al., 2007). Por
el contrario, un polimorfismo duplicado (CYP * 1 x 2) se ha asociado con
el répido metabolismo de nicotina en seres humanos. Polimorfismos en
CYP2Bé6 también han sido identificados, pero su impacto sobre el me-
tabolismo de nicotina no ha sido determinado (Matta et al., 2007). Los
polimorfismos identificados de FMO3 dan lugar a menor oxidacién de la
nicotina, mientras que ciertos polimorfismos de CYP2A6 se asocian con
el metabolismo mas lento o més rédpido de nicotina; la mayoria de estos
son relativamente poco comunes en la poblacién general. Incluso entre
las personas sin polimorfismos identificados, existe una amplia variabili-
dad en latasa de metabolismo de nicotina (Swan et al., 2005). Esto puede
deberse a nuevas variantes genéticas no identificadas como inductores
o supresores. Para mas detalles relacionados con el citocromo P450, la
nicotina y el tabaquismo consultar (Malaiyandi et al., 2005).

1.2.2. Tasa de metabolismo de nicotina

La tasa de metabolismo de nicotina se determina midiendo los niveles en
sangre a intervalos de tiempo especificos después de la administracién
de dosis conocidas de nicotina. El aclaramiento total de la nicotina (es
decir, la cantidad de sangre que se ha liberado de la droga por intervalo
de tiempo) se obtiene en un promedio de 1.200 ml/min™ en humanos,
aunque el tabaquismo crénico afecta este pardmetro. El aclaramiento
no renal o metabdlico representa alrededor del 70% del flujo sanguineo
hepatico (Hukkanen et al. 2005). Como la mayoria de la nicotina se me-
taboliza en higado, cerca del 70% de la sustancia se extrae de la sangre,



posterior a su paso por este 6rgano, independientemente de la via de
administracion, ya sea oral o intravenosa. Sélo un 30% de la nicotina ad-
ministrada por via oral va directamente al torrente circulatorio, el otro
70% se metaboliza principalmente a cotinina antes de llegar al torrente
sanguineo (Matta et al., 2007).

Al llevar a cabo investigaciones donde la nicotina se administra por via
oral o intraperitoneal (ya sea en humanos o modelos animales) se deben
tomar en cuenta algunos datos, entre ellos: el metabolismo de primer
paso, el efecto sobre la exposicidén de nicotina y los niveles resultantes
de cotinina. En este sentido, los niveles de cotinina obtenidos al fumar o
por via intravenosa, son indicativos de una exposicion substancialmente
superior del cerebro y la circulacion sistémica a nicotina en comparacién
con niveles de cotinina como resultado de administracion oral o intrape-
ritoneal (Benowitz y Jacob, 1990).

El metabolismo de los primates es comparable al de los humanos, pero
otros animales metabolizan la nicotina mas rapidamente (Seaton et al.,
1993). Por ejemplo, aunque el CYP2A5 de ratén es un homdlgo del
CYP2A6 humano, el CYP1B1 / 2 de la rata, es responsable del meta-
bolismo de la nicotina y el CYP2A6 es inactivo (Hammond et al., 1991).
Como se indicd anteriormente, esto hace que la rata sea un modelo no
propicio para investigaciones centradas en el metabolismo de la nicotina
en humanos.

La t,, de la nicotina plasmética en roedores es generalmente mas corta
que en los primates (45 min en la rata y 6-7 min en el ratén, frente a 2 h en
los seres humanos y los primates no humanos), haciendo necesario el uso
de dosis diarias méas elevadas de nicotina en modelos de roedores para
alcanzar las concentraciones de nicotina en sangre similares a los obser-
vados en los fumadores. También hay diferencias significativas en la tasa
del metabolismo, incluso dentro de cada especie. Debido a la variabili-
dad metabdlica de la nicotina en animales de experimentacion, los autores
aconsejan a los investigadores medir las concentraciones de nicotina en

sangre durante la dosificacion en las diferentes especies animales y cepas.
1.2.3. Factores que afectan el metabolismo de nicotina

Edad, sexo, raza y estados patoldgicos afectan al metabolismo de la ni-
cotina en humanos. El aclaramiento total de la nicotina es 23% més lento
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en ancianos (edad, 65-76 afos) en comparacion con fumadores adultos
jévenes (edad, 22-43 anos) (Matta et al., 2007). Esto puede ser debido
a la disminucién del metabolismo mediado por CYP2A6; reduccién del
flujo sanguineo hepético o disminucidn del aclaramiento renal. Las mu-
jeres metabolizan nicotina y cotinina méas rapidamente que los hombres,
con 13y 26% tasas mayores de aclaramiento, respectivamente (Benowitz
et al.,, 2009). En mujeres que toman anticonceptivos orales, las tasas de
metabolismo de la nicotina y cotinina son 30 y 33% superiores, respec-
tivamente, en comparacion con aquellos que no lo hacen. Ademas, du-
rante el embarazo, hay una marcada aceleracién en el metabolismo de
la nicotina, aumenta a un 60% y el de cotinina aumenta a un 140% en
comparacién con los niveles posparto (Dempsey et al., 2002). Los niveles
de nicotina y cotinina en el liquido amnidtico se correlacionan con los de
la sangre materna, con tasas promedio en liquido amnidtico-plasma de
1.54 - 0.72, respectivamente (Matta et. al., 2007). También existe una alta
correlacién entre las concentraciones de nicotina en la leche materna y
el suero, aunque en la leche materna la concentracién de nicotina es 2.5
- 2.9 veces mayor, debido a que la leche es mas acida (pH 6.8 a 7.0) que
el suero (pH 7,4) (2007). También debemos tomar en cuenta que la leche
materna y la placenta poseen un alto contenido de lipidos, los cuales
retienen tanto a nicotina como a cotinina.

Al tomar en cuenta etnias humanas, se encontré que los asidticos meta-
bolizan méas lentamente la nicotina que los caucésicos, esto es en parte
debido a la alta prevalencia de los alelos CYP2A6, asociados con la activi-
dad enzimatica reducida o nula (Benowitz et al., 2002). No hay diferencias
significativas en el metabolismo de la nicotina entre caucasicos y latinos
sin embargo, los afroamericanos metabolizan la nicotina y cotinina mas
lentamente que los caucéasicos (Benowitz, 1999). En los afroamericanos,
tanto el aclaramiento total y no renal de cotinina son significativamente
menores (por ejemplo, el aclaramiento es de 0.57 en comparacién a
0.76 ml min"" kg en caucasicos), aunque la base genética para este efec-
to étnico no ha sido establecida. Esta diferencia en el metabolismo da
como resultado mayores niveles de cotinina en afroamericanos que en
caucasicos con consumos similares de nicotina.

La enfermedad renal crénica se asocia con reducido aclaramiento renal
de nicotina y cotinina, asi como una reduccién del 50% en el aclaramien-
to metabdlico de la nicotina que puede ser atribuible a la inhibicion de
la actividad de CYP2A6 o a la baja regulacién de su expresion en el hi-



gado (Matta et al., 2007). Aunque muchos trastornos hepéaticos como la
enfermedad hepética alcohdlica y la hepatitis A se asocian con una dismi-
nucion del metabolismo mediado por CYP2A6; la infeccién por fasciola
hepatica parasitaria lo induce (Satarug et al., 1996). Algunos inductores
enziméaticos conocidos, tales como los medicamentos anticonvulsivos,
rifampicina y los anticonceptivos orales aceleran el metabolismo de la
nicotina CYP2A, la cual es inhibida por metoxsaleno y tranilcipromina.
El primero retarda el metabolismo de la nicotina y afecta la conducta de
fumar. Ademas, el fumar reduce la tasa de metabolismo de la nicotina,
posiblemente a través de la baja regulacion de CYP2A6; esta es una con-
sideracion importante cuando se comparan efectos de la nicotina entre
los fumadores y no fumadores, asi como en algunos modelos animales
con exposicion cronica aguda. Para encontrar mas informacién al respec-
to puede buscar a (Hukkanen et al., 2005)

El estrés es un factor ambiental importante ya que influye en las respues-
tas a nicotina, sobre todo en modelos animales porque no sélo altera el
metabolismo general, sino también la liberacién de varios neurotransmi-
sores (Takahashi et al., 2000). Debido a esto, se debe disminuir el estrés
antes de la exposicion del sujeto a los procedimientos experimentales,
por ejemplo, si se va a inyectar, adaptar al animal a las inyecciones, pri-
mero colocando solucién salina y posteriormente la nicotina.

1.2.4. Metabolitos de nicotina y su funcién en sistema nervioso central

Poco se sabe sobre el metabolismo de nicotina en el cerebro humano.
Estudios farmacocinéticos han determinado la cantidad de nicotina en
el cerebro después de diferentes vias de administracién en diversas es-
pecies animales (Plowchalk et al., 1992). Es importante sefialar que en
los Ultimos estudios, los metabolitos de nicotina N-desmetilados como
nornicotina y norcotinina no pudieron ser detectados por radiocromato-
grafia porque la forma de nicotina utilizada contenia un radioligando en
el grupo N-metilo.

Se han llevado a cabo diversos estudios para identificar y cuantificar nico-
tina, cotinina y metabolitos N-desmetilados en cerebro para determinar su
localizacién después de la administracién periférica aguda de nicotina [29-
14C] en ratas (Ghosheh et al., 1999). Estos estudios han demostrado que,
ademas de la nicotina, la cotinina en productos de biotransformacion, nor-
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nicotina, norcotinina y dos metabolitos no identificados menores aparecen
en el cerebro después de una sola dosis de nicotina. Last ,,, de nornicoti-
na, cotinina, y norcotinina en cerebro fueron 6, 3, y 4 veces mas altas, res-
pectivamente, que la t |, de 52 minutos determinada para nicotina (Ghos-
heh et al., 1999). Esto demuestra que los productos de biotransformacién
tienen mayores tiempos de permanencia en cerebro que la nicotina.

La inhalacion intermitente al fumar, genera picos de nicotina sobre los
niveles plasmaticos constantes (Jacob et al., 1992). Teniendo en cuenta la
cronicidad de exposicion a nicotina al fumar y el mayor tiempo de perma-
nencia de sus productos de biotransformacion en cerebro (Ghosheh et al.,
1999), existe la posibilidad de que tras la administracién repetida de ni-
cotina periférica, los metabolitos puedan acumularse en cerebro y alcan-
zar farmacoldgicamente concentraciones significativas. En este sentido, la
cotinina y nornicotina tienen mayor actividad farmacoldgica en estudios
conductuales y neuroquimicos (Ghosheh et al., 2001; Matta et al., 2007).

La administracién continua de drogas ofrece condiciones de equilibrio
entre los compartimentos central y periférico y elimina los picos y valles
de los niveles circulantes en sangre por inyecciones intermitentes. Este
método se ha utilizado en modelos animales de exposicidn a nicotina
crénicay evita el estrés, asi como los efectos potenciales de acondiciona-
miento debido a inyecciones repetidas (por ejemplo (Rowell y Li, 1997).
Sin embargo, la infusidn continua de nicotina difiere del patrén intermi-
tente de suministro de nicotina al fumar (Benowitz et al., 1994).

1.3. Receptores nicotinicos

Los receptores acetilcolina-nicotinicos (nAChRs), son receptores presi-
napticos en su mayoria, pero también los hay postsinapticos (Figura 3);
son de tipo canal, de naturaleza catiénica (Na+ o Ca++) [38] y de con-
formacion pentamérica, con al menos dos sitios de unién-ligando en la
interfaz entre las subunidades (Vieyra-Reyes et al., 2009).

Cuando la acetilcolina o la nicotina se unen a estos sitios, se produce un
cambio estructural de las subunidades que lo forman y el canal se abre,
lo que permite el flujo de iones y la liberacién de neurotransmisores
(Figura 4).



Figura 3. Localizacion de los receptores acetilcolina -
nicotinicos (NnAChRs). Los nAChRs son localizados en
el soma, en terminales presinapticas y postsinapticas
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Se ha notificado que la unidén nicotina-receptor induce la liberacién de
dopamina, 4cido y-aminobutirico (GABA), glutamato, serotonina y pépti-
dos opioides (Vieyra-Reyes et al., 2009). Los genes que codifican para las
diferentes subunidades que forman el receptor nicotinico se han identi-
ficado y clonado.

Se han caracterizado varias subunidades, entre las que encontramos: a1-
al10 y B1-B9. Algunas de estas subunidades se expresan en el sistema
nervioso central: a2-a7 y 2-B4 (tabla 1).

Tabla 1. Distribucién de subtipos de nAChRs en el cerebro

Area cerebral Subunidades
Corteza cerebral a7, a4p2
Hipocampo a7, 0dp2
Cuerpo Estriado a3p4, 0df2, a6p2, adab
Nucleo del rafé dorsal a7, 0dp2
Habenula a3p4
Locus coeruleus a3p4
Cerebelo a3p4
Nucleo accumbens adP2, b2
Nucleo interpeduncular a3p4

Continta...
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Area cerebral Subunidades
Hipotalamo o/
Septum o/
Substancia negra adB2, 0bB2
Tracto 6ptico a3p4

El ensamblaje de estas subunidades determina diferentes subtipos de
receptores nicotinicos (heteropentdmeros), que difieren en sus propie-
dades farmacolégicas y biofisicas (Figura 4). Las subunidades a1, 1, v,
Oy € se consideran que representan el receptor muscular; a2-aé y p2-34
representan el receptor neuronal, y a7-a10 el receptor neuronal homo-
pentamérico (figura 4). La activacion del receptor a432 se ha asociado
a la presencia de depresién y conductas adictivas, como el consumo de
tabaco. Los subtipos a6 y 3 regulan la liberacion de dopamina.

Figura 4. Esquema que representa un receptor nicotinico. El panel A muestra el

mecanismo de accién del receptor nicotinico tipo canal ante el acoplamiento de

nicotina o de acetilcolina. En el panel B se muestra un esquema de un receptor

nicotinico homopentamérico (a7) con cinco sitios de unién para acetilcolina o

nicotina. En el panel C se ilustra un receptor heteropentamérico (0432) con dos sitios
de unidn. Las estrellas sefialan los sitios de unién.

Sin embargo, las funciones de estos nAChR no se conocen del todo. Los
NAChR no sélo existen en los cuerpos de las células neuronales y las den-
dritas, también estan ubicados en los terminales del axén (figura 3) y es-



tan implicados en la modulaciéon de la liberacién de transmisién multiple.
La aplicacion de nicotina en cuerpo estriado produce aumento en los
niveles extracelulares de glutamato (Vieyra-Reyes et al., 2008b). Se ha de-
mostrado que la nicotina aumenta la liberacién de dopamina estriatal en
ratas in vivo y ha sido reportado que el canal de Ca, , tipo N y los canales
de sodio dependientes de voltaje estén involucrados en la liberacién de
neurotransmisores tras la estimulacion de nAChR (Matta et al., 2007).

La liberacién de dopamina inducida por nAChR, es inhibida por antago-
nistas de la subunidad a332 pero no por antagonistas de a3B4. Por otro
lado, la liberacion de dopamina por nicotina parece estar mediada in vivo
por el sistema glutamatérgico ya que el 4cido kinurenico es capaz de
prevenir casi por completo el efecto de la nicotina sobre la liberacidn de
acido glutdmico (Vieyra-Reyes et al., 2008b).

Los antagonistas de N-Metil-D-Aspartato (NMDA) pueden modular los
efectos de nicotina en neuronas dopaminérgicas del drea tegmentaria
ventral (VTA) (Benowitz, 2009). En la proyeccién de neuronas dopaminér-
gicas mesolimbicas, la nicotina puede modular la liberacién de glutama-
to y ejercer un efecto excitatorio indirecto sobre estas neuronas. Por lo
menos una parte de los efectos nicotinicos en el sistema dopaminérgico
mesolimbico son similares a los observados en estriado.

1.4. Sistema Limbico

El termino limbico proviene del latin limbus que significa borde o fron-
tera, y fue empleado por primera vez por Pierre Paul Broca en 1878 para
referirse a la estructura cortical que forma un borde, el cual incluye el
cingulado y el giro parahipocampal. Para 1937 es propuesto por el fi-
sidlogo James Papez, como un circuito neuronal que controla la expe-
riencia emocional o sentimientos subjetivos y la conducta; este modelo
anatémico es referido como el circuito de Papez. Para mayores detalles
consultar (Rajmohan y Mohandas, 2007).

1.4.1. Estructuras y funciones del Sistema Limbico
Las estructuras principales que conforman el sistema limbico se dividen

en regiones corticales (giro parahipocampal, giro cingulado, corteza pre-
frontal, corteza orbitofrontal) y regiones subcorticales (hipocampo, amig-
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dala, nucleo septal, nicleo accumbens, estriado, cuerpo mamilar, hipo-
tdlamo, tdlamo, drea tegmentaria ventral, nicleo raphe, locus ceruleus,
sustancia nigra) (Rajmohan y Mohandas, 2007).

A continuacion se mencionan en la tabla 2 las principales funciones de
estructuras que componen el sistema limbico.

Tabla 2. Principales funciones de estructuras que componen el Sistema Limbico

Area limbica Funcién

Amigdala Modula la atencidn, el estado de &nimo, memoria emocional
(Haas y Canli, 2008).
Expresiéon emocional (Ferris et al., 2008).
Miedo, recompensa, novedad, expectativa positiva (Kober
etal., 2008).
Ansiedad, agresién, cognicién social, eleccién de alimentos
(Rajmohan y Mohandas, 2007).

Giro parahipocampal Memoria espacial (Rajmohan y Mohandas, 2007).

Giro cingulado Estados de animo (Haas y Canli, 2008).
Experiencia emocional (Ferris et al., 2008).
Memoria, generacién y regulacién de emociones, resolucion
de conflictos emocionales, modulacién del sentimiento de
dolor (Kober et al., 2008).
Funciones auténomas: presion sanguinea, gasto cardiaco
(Rajmohan y Mohandas, 2007).

Hipocampo Memoria a largo plazo (Rajmohan y Mohandas, 2007), apren-
dizaje (Laviolette, 2007; Haas y Canli, 2008).
Experiencia emocional (Ferris et al., 2008).

Corteza prefrontal Toma de decisiones (Haas y Canli, 2008).
Funciones integrativas y cognitivas (Kober et al., 2008).
Cortez orbitofrontal Valoracién de los estimulos, recompensa y castigo (2008).
Nucleo accumbens Regulacién de la motivacién, recompensa (Laviolette, 2007).
Adicciones (Rajmohan y Mohandas, 2007).
Estriado Recompensa y castigo (Kober et al., 2008).
Motivacidn, adicciones (Rajmohan y Mohandas, 2007).
Cuerpo mamilar Memoria (Rajmohan y Mohandas, 2007).
Area Tegmentaria Ventral Regulacién de la motivacién y recompensa (Laviolette, 2007).
Talamo Procesa informacidon emocional (Laviolette, 2007).

Componentes motores y conductuales de la respuesta emo-
cional (Ferris et al., 2008).

Continua...



Area limbica Funcién

Hipotadlamo Control neuroendocrino (Guillemin y Perrin, 2008).
Expresion emocional (Ferris et al., 2008).
Regulacién del sistema nervioso auténomo. Efectos en pre-
sién sanguinea, gasto cardiaco, hambre, saciedad, conducta
sexual, ritmo circadiano (Rajmohan y Mohandas, 2007).

Sustancia nigra Coordinacién de movimientos (Lin et al., 2010).

1.5. Efectos de la nicotina en desdrdenes cognitivos

La incidencia del consumo de tabaco es mayor en sujetos con problemas
mentales (Glassman, 1993).

El 90% de sujetos esquizofrénicos consumen tabaco en comparacién con
33% de sujetos control. El uso de tabaco en la esquizofrenia es excesi-
vamente alto y por lo general son grandes fumadores (Schlaepfer et al.,
2010). De hecho, los esquizofrénicos parecen extraer mas nicotina por
cigarrillo que los fumadores control, posiblemente debido a la inhalacién
profunda (Olincy et al., 1997).

Ha sido reportado que pacientes con esquizofrenia o trastorno bipolar
fuman maés y beben menos que los sujetos con depresion. No se sabe
por qué el consumo de alcohol puede ser menos en la esquizofrenia y
el trastorno bipolar, aunque la respuesta a la medicacién podria estar
involucrada.

Por otro lado, dejar de fumar favorece la presencia de sindrome depresi-
vo (Glassman, 1993) y esto ha ocasionado que el uso de antidepresivos
como tratamiento para dejar de fumar se esté extendiendo (Holm y Spen-
cer, 2000). No obstante, la terapia con antidepresivos para dejar de fumar
no ha aumentado la tasa de abstinencia. La razén puede estar relaciona-
da con la interaccién de estos agentes con receptores nicotinicos. Varios,
incluyendo bupropién y fluoxetina, han demostrado que son inhibidores
no competitivos de los receptores nicotinicos (Fryer y Lukas, 1999). To-
davia no se sabe si estos agentes aumentan el nimero de receptores al
igual que otros ligandos del receptor nicotinico (Almeida et al., 2000), ni
tampoco si la continua sobreregulacion del receptor por estos agentes
pueden sustituir el uso del tabaco, hay poca informacion al respecto.
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A continuacién se detalla por separado cada uno de los principales des-
6rdenes cognitivos en los que incide la nicotina.

1.5.1. Efectos de la nicotina durante el desarrollo perinatal

Los nAChR juegan un papel crucial en el desarrollo neurolégico. Por ejem-
plo, estudiando los efectos de la nicotina durante la gestacién en ratas,
se encontré una menor cantidad del contenido total de Acido Desoxirri-
bonucleico (ADN) en el cerebro al principio y fin de la gestacién. Esta
disminucién en el ADN refleja una reduccion en el nimero total de célu-
las y sugiere que la nicotina inhibe o retarda el aumento del nimero de
células durante el periodo de maduracién temprana del cerebro (Slotkin
et al., 1987). En el periodo postnatal temprano, la nicotina gestacional
induce la regulacién positiva de la ornitina decarboxilasa (ODC), enzima
esencial para la biosintesis durante la replicacién y diferenciacion celular.
El aumento de actividad de ODC es indicativo de la maduracién anor-
mal celular y se ha sugerido que la estimulacién temprana de nAChR con
nicotina puede desencadenar cambios aberrantes en la proliferacién y
diferenciacién neuronal (Slotkin et al., 1987).

Pese a ello, la nicotina también produce cambios en la sintesis de hormonas
gonadales y suprarrenales. Las dosis bajas de nicotina prenatal (2 mg/kg /
dia) son suficientes para causar un aumento de corticosterona en plas-
ma de fetos masculinos. Ademads, inhibe la produccién de testosterona
en hombres durante el periodo critico para el desarrollo del dimorfismo
sexual en cerebro (Sarasin et al., 2003). La nicotina también inhibe la acti-
vidad de aromatasa en la placenta humana, lo que puede interferir con la
diferenciacién sexual del cerebro en el hombre. Esta interferencia con la
diferenciacién sexual puede tener consecuencias funcionales posteriores
por ejemplo, el tratamiento con nicotina durante gestacion elimina las
diferencias de sexo en pruebas de preferencia por sacarina en ratas y se
correlaciona con alteraciones al inicio de la pubertad en hombres (Fried
etal., 2001).

La exposicion a nicotina durante gestacién aumenta la afinidad de nAChR
en cerebro de fetos y neonatos (Pentel et al., 2006). Este patrén cambia
durante el desarrollo postnatal en ratas, donde estan sobre-regulados los
sitios de unién de alta afinidad en el dia postnatal (DPN) 18, especifica-
mente en la capa 1 de la corteza somatosensorial y visual (Tizabi y Perry,



2000). En la adolescencia (DPN 35-38), se manifiesta menor expresion de
los sitios de alta afinidad en sustancia nigra, drea tegmental ventral, corte-
za prefrontal y ndcleo accumbens (Chen et al., 2005). También se disminu-
ye la expresion del nAChR a7 en la circunvolucién dentada y regién CA1
en hipocampo (Tizabi y Perry, 2000). Este patrén muestra la complejidad
del desarrollo del sistema colinérgico y el impacto que tiene la limitada
exposicién a nicotina durante el desarrollo temprano del cerebro.

Por otro lado, la nicotina también repercute sobre el sistema catecola-
minérgico, el cual estd constituido por dopamina, norepinefrina y epin-
efrina. Este sistema regula numerosas funciones neuronales integrativas
como: emocidn, motivacién, cognicion y motricidad (Nieoullon y Coque-
rel, 2003). Estas vias nerviosas son funcionales desde etapas tempranas
del desarrollo cerebral y tienen un papel importante en la maduracién
neuronal y en comportamientos criticos para la supervivencia neonatal
(Moriceau y Sullivan, 2005).

Estudios clinicos han demostrado que fumar durante el embarazo con-
duce a disfuncién de catecolaminas, lo que origina déficits neuroconduc-
tuales en nifios (Porath y Fried, 2005). La hiperactividad-impulsividad y la
conducta de oposicion estan significativamente asociadas con polimor-
fismos del transportador de dopamina en hijos de embarazadas fuma-
doras (Todd et al., 2003). La evidencia reciente sugiere que la exposicién
materna al humo de cigarro, también estd asociada significativamente
con vulnerabilidad a la externalizacién de psicopatologias en jévenes
(Gatzke-Kopp y Beauchaine, 2007).

Estudios en animales han demostrado que células catecolaminérgicas
expresan nAChRs funcionales en el desarrollo temprano (Azam et al.,
2002). Las propiedades de los nAChR en terminales dopaminérgicas es-
triatales cambian con la edad, lo que sugiere que estos receptores pue-
den tener importantes funciones en el desarrollo del sistema catecolami-
nérgico (2002). Los estudios en animales han proporcionado evidencia
experimental sobre alteraciones a largo plazo en vias catecolaminérgicas
en sujetos expuestos a nicotina durante la gestacién. Por ejemplo, los
mecanismos de recompensa que son criticamente dependientes de las
vias dopaminérgicas se alteran en los animales adolescentes o adultos
que han estado expuestos a nicotina in utero.

282 Vieyra Reyes, Jiménez Garcés, Hernandez Gonzalez y Gomez Olivan



FARMACOLOGIA DE LA NICOTINA Y SUS EFECTOS EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAI 283

Aunque hembras expuestas prenatalmente a nicotina se auto-adminis-
tran via oral cantidades similares de nicotina a hembras control, ingieren
cantidades mayores después de un periodo de abstinencia (Levin et al.,
2010). La exposicidn prenatal a nicotina también aumenta la recompensa
por cocaina en ratones machos y hembras y disminuye el impulso inicial
por obtener gratificacién a través del consumo de alimento o sacarosa.
Por lo tanto, la modificacién de los mecanismos hedénicos, como resulta-
do de interrupciones en la transmision dopaminérgica, puede ser la base
del aumento en el consumo de drogas y obesidad en hijos adolescentes
provenientes de madres fumadoras.

1.5.2. Nicotina y Esquizofrenia

Estudios epidemiolégicos han demostrado que existe alto porcentaje de
fumadores en la poblacion esquizofrénica (?0%) en comparacién con la po-
blacién general (33%) y una baja tasa de abandono del tabaquismo entre
las personas con esquizofrenia (Araki et al., 2002). Se ha sugerido que las
altas tasas de tabaquismo se derivan de los efectos de la nicotina sobre los
problemas de atencién que sufren los esquizofrénicos o es utilizada como
reductor de efectos colaterales por medicacién antipsicdtica. Por ejemplo,
la nicotina reduce la acatisia (incapacidad para mantenerse quieto) y el de-
terioro cognitivo psicomotriz asociado al tratamiento con haloperidol. Por
otro lado, los esquizofrénicos muestran déficit auditivo de respuesta evoca-
da (P50) a estimulos repetidos y la nicotina lo normaliza (Adler et al., 1992),
al igual que los movimientos oculares suaves de persecucion.

Curiosamente la clozapina, pero no los neurolépticos tipicos antidopami-
nérgicos, normalizan el déficit P50 en los esquizofrénicos que muestran
una respuesta terapéutica favorable a esta sustancia (1992). El habito de
fumar disminuye cuando los pacientes cambian los tipicos medicamen-
tos neurolépticos antidopaminérgicos a la clozapina (1995), y los fuma-
dores muestran una mayor respuesta terapéutica a la clozapina que los
no fumadores (McEvoy et al., 1995). A partir de estas observaciones, se
sugiere que la nicotina puede tener efectos terapéuticos en los pacientes
con esquizofrenia.

Recientemente se examind el efecto de la nicotina sobre la interrupcidn
de la inhibicién prepulso (PPI) de sobresalto acustico inducido por apo-
morfina en ratas. El haloperidol inhibe la interrupcion del PPl inducida
por la apomorfina. La nicotina también inhibe la interrupcién de la PP,



sin cambiar el PPI. El efecto inhibidor de la nicotina fue abolido por la ad-
ministracion de mecamilamina, pero no hexametonio. Ademas, el efecto
inhibidor de la nicotina fue antagonizado por metilcaconitina, el antago-
nista del receptor nicotinico a7, pero no dihidro eritroidina, el antago-
nista de los receptores nicotinicos a4p2. Estos resultados sugieren que
la nicotina bloquea la interrupcién del PPl inducida por apomorfina y los
receptores nicotinicos a7 estan involucrados en este fenémeno (Suema-
ru et al.,, 2004). GTS-21, un agonista selectivo del receptor nicotinico a7,
también normaliza la inhibicidn de la respuesta auditiva en ratones DBA
/ 2, una cepa que muestra a la esquizofrenia como déficit en la inhibicion
sensorial (Stevens et al., 1998). Ademas, las recientes investigaciones en
humanos y animales han sugerido una alteracion de la expresion y fun-
cién de los nAChR a7 que puede ser responsable del déficit auditivo ca-
racteristico en pacientes con esquizofrenia (Adler et al., 1998).

1.5.3. Nicotina y Depresién

Estudios clinicos retrospectivos y prospectivos reportan una relacién en-
tre el fumary la depresién mayor.

Se ha sugerido que la nicotina puede jugar un papel importante como an-
tidepresivo (Mihailescu et al., 2002; Salin-Pascual y Drucker-Colin; 1998;
Salin-Pascual et al., 1996; Semba et al., 1998). Varios estudios epidemio-
l6gicos han mostrado la existencia de una fuerte comorbilidad entre de-
presion y el fumar, en efecto, el tiempo de prevalencia de depresiéon es
directamente correlacionada con la prevalencia de dependencia a nico-
tina (Breslau et al., 1991; Breslau et al., 1998). La incidencia del consumo
de cigarro es mucho mayor en pacientes con depresiéon o cuando los
sintomas depresivos estan presentes (Breslau et al., 1998). Ademas, los
fumadores con historia depresiva tienen mas problemas para dejar de
fumar (Covey, 1999). Sobretodo cuando dejan de fumar frecuentemente
precipita sintomas depresivos (sindrome de abstinencia) que pueden ser
revertidos con la reintroduccién del fumar (Stage et al., 1996) o con el uso
de antidepresivos.

Estudios clinicos reportan que la aplicacién de parches transdermales de
nicotina mejora el estado de &nimo de pacientes deprimidos no fumado-
res e incrementa la latencia al primer periodo del suefio de movimientos
oculares rapidos (MOR) el cual esté alterado en esta patologia (Salin-Pas-
cual et al., 1995; Salin-Pascual et al., 1996).
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Sin embargo, es dificil evaluar las propiedades antidepresivas de la nico-
tina en los fumadores; debido a lo dificil que es separar el efecto antide-
presivo per se de la reduccidn de la depresidn que sigue a la abstinencia
de nicotina. En estudios de comportamiento con roedores, la nicotina
administrada crénicamente ha demostrado que tiene efectos similares
a los antidepresivos. Ademads, los estudios de comportamiento en ratas
genéticamente depresivas (linea de ratas Flinders sensibles) han marca-
do un efecto antidepresivo de la nicotina en el modelo de nado forzado,
utilizado para estudiar agudamente sustancias antidepresivas (Tizabi et
al., 2000). También se comprobd que tiene efecto antidepresivo en el
modelo animal de bulbectomia olfatoria, donde ademas se compardé su
accién con la terapia de campos magnéticos transcraneales, obteniendo
como resultado un mayor y sostenido efecto antidepresivo con la nicoti-
na (Vieyra-Reyes et al., 2008a).

1.5.4. Nicotina y Ansiedad

Varios estudios han informado una asociacién entre los trastornos de
ansiedad y el tabaquismo. Las personas con dependencia a la nicotina
tienen mayores tasas de trastornos de ansiedad, y los pacientes con tras-
tornos de pénico tienen también tasas elevadas de consumo de cigarro
(Breslau y Klein, 1999).

Sin embargo, los pacientes con trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) tie-
nen una baja prevalencia del habito de fumar (Bejerot y Nylander, 2003);
aunque la evidencia clinica sugiere que la nicotina reduce la ansiedad en
situaciones de estrés, la administracién de nicotina ha mostrado efectos
ansioliticos o ansiogénicos en algunos modelos animales. Los efectos an-
sioliticos se han reportado en varias pruebas, entre ellas el laberinto en T,
la cdmara de espejos, el cuadro blanco/negro, el paradigma de sobresal-
to potenciado y la prueba de la interaccién social. La accién ansiolitica de
la nicotina en el laberinto en T puede ser bloqueada por el antagonista de
nAChR mecamilamina pero no por hexametonio, lo que indica la partici-
pacion de receptores nicotinicos centrales (Brioni et al., 1993). En adicidn
a esta benzodiacepina, el agonista inverso flumazenil también bloquea
los efectos ansioliticos inducidos por nicotina en seres humanos y en mo-
delos animales de ansiedad. Esto sugiere que la accidn ansiolitica induci-
da por la nicotina se produce por una mayor liberacién del neurotransmi-
sor inhibitorio GABA, que actua en el complejo central de los receptores
GABA-benzodiazepinas (Paterson y Nordberg, 2000).



Por otro lado, la administracion sistémica de dosis bajas de nicotina tiene
efectos ansioliticos, mientras que dosis mas altas tienen efectos ansio-
géncios en pruebas de interaccidon social en ratas.

La administracién de nicotina directamente en el hipocampo dorsal y la-
teral produce efectos ansiogénicos en las pruebas de interaccién social,
pero la administracion de nicotina en el hipocampo dorsal tiene efectos
ansioliticos en el laberinto elevado (un modelo de fobia especifica) en
ratas (File et al., 2000).

Asi, el sistema colinérgico septo-hipocampal ha sido implicado en el con-
trol de la ansiedad, pero poco se sabe sobre los subtipos de nAChR es-
pecificos implicados en las acciones de la nicotina. Recientemente, Ross
etal.,(2000) informd que el comportamiento de los ratones mutantes ho-
mocigotos (knock-out de subunidad a4) en la prueba de laberinto eleva-
do presentaron aumento de los niveles basales de ansiedad. Lo que con-
firma el importante papel de los receptores nicotinicos en esta patologia.
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1. Introduccién

studios epidemioldgicos, han demostrado que algunas enferme-

dades cardiovasculares, el cancer, la diabetes y la artritis reumatoi-

de, entre otros padecimientos, estan asociados con la produccidn
de radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitrégeno
(ERN) (Sun et al., 2002; Aruoma 1998; Drago et al., 2006). En la dltima
década, se sugirié que el consumo de fitoquimicos presentes en frutas
y vegetales reduce el riesgo a padecer enfermedades crénicas dege-
nerativas. Estos metabolitos activos tienen la capacidad de modular la
actividad de enzimas antioxidantes, actuar como atrapador de especies
reactivas y ejercer un efecto quelante frente a la presencia de metales pe-
sados como el cadmio, cobre, fierro, mercurio y zinc (Ferrari et al., 2003;
Prochazkové et al., 2011).

Los compuestos fendlicos son metabolitos secundarios producidos por
el reino vegetal. En algunas especies son los fitoquimicos mayoritarios
que participan en diversos procesos de regulacion del crecimiento a par-
tir del control del nivel de auxina por la luz solar, asi como en la diferen-
ciacién y polinizacién debido a que este tipo de compuestos le confiere
coloracién a las plantas. Quimicamente estan conformados por anillos
bencénicos con uno o mas sustituyentes hidroxilos que les permite ac-
tuar como antioxidantes frente a radicales hidroxilo, superdxido y peroxil,
pues son capaces de donar un hidrégeno, terminando con ello la reac-
cién en cadena e inhibiendo la generacién de nuevos radicales (Manach
et al., 2004; Pereira et al., 2009). No obstante, se han identificado otros



mecanismos de accién mediante la activacion de enzimas antioxidantes
e inhibicién de oxidasas y quelacién de minerales (Gordon, 2001; Cade-
na 2002; Prochézkova et al., 2011).

El pérsimo (Diospyros kaki L.) es un fruto perteneciente a la familia de
las Ebanéceas de recién introduccién comercial a México. Se reconocen
dos variedades frutales por su grado de astringencia, esta propiedad es
conferida por la presencia de taninos que ademas de producir el efec-
to contréactil y el sabor caracteristico, provee caracteristicas antioxidantes
(Park et al., 2006), siendo las especies Rojo Brillante, Triumph, Tomatero,
y Hachiya, frutos astringentes y las Fuyu, Hana-Fuyo, Jiro, no astringentes
(Morton, 1987). Izuchi et al., (2009) identificaron compuestos polifendlicos
como la quercetina, kaempferol, 4cido galico, acido p-hidroxi-benzoico,
acido elagico y miricetina, con actividad antiradicalaria (Jang et al., 2011).

Otro fruto apreciado por su agradable sabor, aroma y propiedades farma-
coldgicas, es la fruta de la pasién o maracuya (Passiflora edulis). Existen dos
variedades de amplio consumo: la forma amarilla (P edulis var. flavicarpa) y
la forma purpura (P. edulis var. Sims). La var.flavicarpa ha sido utilizada en la
medicina tradicional Sudamericana como antiepiléptico, hipndtico, sedan-
te, antiinflamatorio y analgésico (Dhawan et al., 2004; Zibadi et al., 2004;
Rudnicki et al., 2007), atribuyendo sus efectos a la presencia de alcaloides,
terpenoides y flavonoides glicosilados (Zibadi et al., 2004).

En nuestro pais tradicionalmente se emplean los célices de la flor de Ja-
maica (Hibiscus sabdariffa L) para la elaboracién de bebidas tipicas de
las regiones sin embargo, desde la medicina alternativa prehispanica,
era utilizada por sus propiedades diuréticas, antihipertensivas e hipo-
lipemiantes (Odigie et al., 2003). En afos recientes se han identificado
algunos componentes polifendlicos activos, entre ellos la delphinidi-
na-3-glucdsido, sambubiosida, cianidina-3-sambubiosida, gosipetina e
hibiscetina, asi como &cido protecatecuico, eugenol, B-carotenos, este-
roles, acido citrico y malico, con potencial antioxidante (Marquez et al.,
2007; Sayago et al., 2007).

Es bien conocido que los frutos per se poseen ciertos metabolitos activos
con potencial antioxidante no obstante, poco se sabe del comportamien-
to de mezclas vegetales. Por esta razén el interés del presente trabajo fue
evaluar la actividad antioxidante in vitro y el efecto antioxidante in vivo de
los extractos acuosos de pérsimo (Diospyros kaki L), maracuyé (Passiflora
edulis var Sims) y flor de jamaica (Hibiscus sabdariffa L) asi como su mezcla.
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2. Material y Métodos

2.1. Reactivos

Acido L-ascdrbico (Vitamina C), dcido 2,2-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6
sulfénico (ABTS), persulfato de potasio, acido tricloroacetico (ATC), perdxi-
do de hidrégeno (H,0,), Azul G brillante y el acido tiobarbiturico (Sigma
Co. St. Louis, MO, USA). Reactivo de Folin-Ciocalteu (Merck KGaA, Darmas-
tadt, Alemania).

2.2. Obtencioén de los extractos de pérsimo, maracuya y flor de jamaica

2.2.1. Frutos

Los frutos de pérsimo (Diospyros kaki L)y la flor de jamaica (Hibiscus sabda-
riffa L) fueron adquiridos en un supermercado de la Ciudad de Toluca, mien-
tras que el maracuya (Passiflora edulis var Sims) se obtuvieron de un cultivar
de Ixtapan de la Sal, Estado de México. La flor de jamaica y el maracuya
fueron identificados y autentificados en el Herbario del Centro Médico Na-
cional del Instituto Mexicano del Seguro Social, México, D. F. Los vouchers
de los especimenes fueron depositados en esta institucion (ICN 15665 para
Passiflora edulis var Sims e ICN 15663 para Hibiscus sabdariffa L).

Los extractos acuosos de pérsimo (P) y maracuya (M) se obtuvieron pesan-
do tres muestras de 0.5, 1.0 y 2.0 g de pulpa previamente homogenizada
con un procesador de alimentos a maxima velocidad por 2 min, las cuales
se transfirieron por separado a vasos de precipitados y se afiadieron 5
mL de agua a cada uno de acuerdo los procedimientos tradicionales de
preparacién de bebidas en México. Posteriormente, las muestras fueron
filtradas y colectadas para llevar a un aforo de 10 mL con agua. La flor de
jamaica fue triturada hasta obtener un tamafio de particula de 100 mesh y
muestras de 0.5, 1.0 y 2.0 g fueron pesadas. Cada una se colocé un papel
filtro Whatman # 1y se adicionaron 5 mL de agua a 60°C hasta obtener un
filtrado que se colecté y aforé a 10 mL.

2.3. Fenoles totales

El ensayo se efectudé de acuerdo a modificaciones realizadas por Singleton
et al., (1999) del método colorimétrico de Folin-Ciocalteu. Para lo cual se



elaboré una curva patrén de acido galico. A 100 pL de extracto acuoso
de pérsimo, maracuyd y jamaica respectivamente, se le adicion$ 0.75 mL
de reactivo de Folin-Ciocalteu y fue incubada durante 5 min, posterior-
mente se agregé 750 L de solucion de Na,CO, (80 % p/v) y se mezcla-
ron durante 10s utilizando un vértex marca 2-Genie (Scientific Industries,
USA). Las mezclas se dejaron reaccionar durante 5 min, a temperatura
ambiente y en obscuridad. Posteriormente se realizo la lectura a 725 nm
empleando un espectrofotémetro marca Génesis 10 UV (Thermoelectron
Corporation, USA). Los resultados fueron expresados como equivalentes
de acido galico (EAG)/g muestra.

2.4. Actividad atrapadora del radical libre ABTS (acido 2,2"-azino-bis
(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico)

La actividad atrapadora del radical fue medida a través del ensayo ABTS
con modificaciones al método descrito por Re et al. (1999), el cual consis-
tid en la generacién del radical ABTS™* mediante la reaccion del ABTS (7
mmol) con persulfato de potasio (2.45 mmol) preparado en la obscuridad
a temperatura ambiente y con reposo de 12 a 16 h antes de ser utilizado.
Una vez generado el radical ABTS™ se diluyé con metanol hasta obtener
absorbancia de 0.70 = 0.20 a 734 nm. Ya estabilizado el radical, se tomé
una alicuota de 10 pL del extracto frutal y se mezclé con 990 pL de solu-
cién ABTS™. El registro de la absorbancia se llevé a cabo al 1°y 6° minuto
de la reaccion. Los resultados obtenidos fueron extrapolados a una curva
patron de Trolox elaborada previamente. La actividad atrapadora del radi-
cal fue expresada en pmol Trolox equivalente (TEAC)/100g muestra.

2.5. Actividad antioxidante in vivo

2.5.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones de la cepa ICR con un peso entre 20-25 g, se acon-
dicionados durante una semana en un cuarto cerrado bajo condiciones
controladas de humedad relativa (50 = 10%), temperatura (22+1 °C) y
periodos de luz-obscuridad de 12 h cada uno, de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-064-ZO0O-1999 Especificaciones técnicas para la
produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Posteriormen-
te, se distribuyeron en 10 grupos de experimentacidn con seis animales
cada uno, como se describe a continuacién: (I) control (CT), administra-
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do con el vehiculo (agua); (Il) control antioxidante (CA) administrado con
200 mg/kg de acido L-ascérbico. Los lotes Il al X fueron tratados con
dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto acuoso respectivamente, por via
intragastrica durante 30 dias; donde el lote Il y IV recibieron el extracto
acuoso de pérsimo, mientras que los grupos V y VI se trataron con el
extracto acuoso de maracuya, los grupos VIl y VIl se administraron con
el extracto acuosos de flor de jamaica y por ultimo los grupos IX 'y X re-
cibieron una mezcla de extracto acuoso de pérsimo, maracuya y flor de
jamaica como se describié con anterioridad.

Al final del tratamiento se administré una dosis Unica de tetracloruro de
carbono (CCl,) (0.7 mL/kg) y se mantuvieron en ayuno durante 12 h; in-
mediatamente los animales fueron anestesiados en una cdmara con éter
etilico y se procedié a obtener una muestra de sangre por puncién re-
troorbital, misma que fue colectada en solucién de fosfatos 50 mM a pH
7.0 (1:3 w/v) (PBS). Posteriormente, mediante eutanasia, se disectd el hi-
gado y se conservé en una solucion de PBS a -20°C hasta su andlisis.

2.5.1.1. Preparacion de las muestras bioldgicas

La sangre fue sonicada (Transsonic digital, Alemania) durante 10 minutos
para la determinacién del grado de lipoperoxidacion. Posteriormente se
centrifugaron (Eppendorf 5904 R, USA) a 3,500 rpm durante 15 min a
-4°C, donde el sobrenadante fue utilizado para determinar el contenido
total de proteina y la actividad de la enzima catalasa (CAT).

El tejido hepatico fue homogeneizado a 5,000 rpm (Pro Scientific, USA) y
centrifugados a 12,500 rpm por 15 min a -4°C. El homogenizado fue utili-
zado para la determinaciéon del grado de lipoperoxidacion, mientras que
en el sobrenadante se evalud el contenido total de proteinay la actividad
de la enzima catalasa (CAT).

2.5.2. Determinacién del grado de lipoperoxidacién

El ensayo se realizé de acuerdo al método descrito por Blege y Aust
(1978). Se tomé una alicuota de 200 pL de sangre o higado homoge-
nizado, se agregd con 800 pL de buffer de Tris HCI, pH 7.4 a 150 mM.
Posteriormente, se mezcléd con 1 mL de solucién ATB-ATC (0.375 % acido
tiobarbiturico en 15 % acido tricloroécetico). Las muestras se colocaron
en un bafio de agua caliente durante 40 min, al término del choque tér-



mico se enfriaron en un bafno de hielo; se procedié a centrifugar a 3,500
rpm por 10 minutos para realizar la lectura del sobrenadante a 535 nm. El
resultado fue calculado en nmol de Malondialdehido (MDA/mL en san-
gre) o (MDA/mg proteina en higado), usando el coeficiente de extincién
molarde 1.58 X10%cm ' M.

2.5.3. Cuantificacién de proteinas

Se tomé una alicuota de 25 plL del sobrenadante obtenido por homoge-
neizacion, adicionando 75 pL de agua destilada y 2.5 mL de reactivo de
Bradford (0.5 g de azul de Coomassie en 25 mL de etanol al 96% y 50
mL de H,PO, en 500 mL de agua desionizada). Las muestras se agitaron
durante 30 segundos y se dejaron reposar en obscuridad durante 5 min,
posteriormente se determiné la absorbancia a 595 nm (Bradford, 1976).
Los valores obtenidos se extrapolaron a una curva patrén elaborada con
albdmina bovina sérica.

2.5.4. Actividad de la enzima catalasa

La enzima catalasa (CAT) fue determinada por el método de Radi et al.,
(1991), se llevd una alicuota de 60 pL de sobrenadante a 1000 pL con
840 pL de soluciéon amortiguadora de aislamiento (0.3 M sucrosa, 1T mM
EDTA, 5 mM HEPES y 5 mM KH,PO,), se agregé 600 pL de una solucién
de H,0O, a 20 mM. Posteriormente se determiné la absorbancia a 240 nm
a los tiempos de 0y 60 s. La actividad de la CAT fue expresada en mmol
H,O,/min/mg proteina.

2.6. Anélisis estadistico
Los datos se expresaron como media*desviacién estandar (DE), se
analizaron con un anélisis de varianza (ANOVA) de una via y prueba de

Tukey-Kramer. El nivel de significancia fue de p<0.05 empleando el pro-
grama estadistico SSPS versién 18 (SPSS Inc, Chicago IL).
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3. Resultados y Discusién

3.1. Contenido de Fenoles Totales (CFT)

Estudios recientes han reconocido que la actividad antioxidante esta
determinada en gran medida por la presencia de compuestos fendlicos
presentes en frutos y vegetales (Manach et al., 2004), por lo que en la
presente investigacion se determind el contenido de CFT en pérsimo,
maracuya, flor de jamaica y su mezcla en base seca (b.s.) y base himeda
(b.h.). Los resultados muestran que la concentracién de CFT en |la jamaica
es significativamente mayor (p<0.05) (1044.82+1.70 mgEAG/100 g b.h.)
con respecto a los extractos acuosos de maracuya (38.35+0.97 EAG/100
g b.h.), la mezcla (32.8£2.24 EAG/100 g b.h.) y pérsimo (2.59+0.27
EAG/100 g b.h) (tabla 1).

Tabla 1. Contenido de fenoles totales en extractos acuosos de pérsimo, maracuya,
flor de jamaica y su mezcla

Muestra Ext. Ac. Pérsimo Ext. Ac. Maracuyd Ext. Ac. Jamaica Ext. Ac. Mezcla

(mg EAG/100g) (mg EAG/100g) (mg EAG/100g) (mg EAG/100g)
Base seca (b.s.) 13.29 £ 2.5%9a 173.06 + 3.85a 1170.14 +1.9b 75.27+5.14c
Base humeda (b.h.) | 2.59 +0.27a 38.35+0.97a 1044.82 = 1.70b 32.84 +2.24c

Media + Desviacién Estdndar (n=3) Datos analizados con ANOVA y prueba de Tukey. (p<0.05)
Diferencias significativas entre (a) Pérsimo; (b) Maracuyd; (c) Jamaica y (d) Mezcla.

Sayago et al., (2007) realizaron la determinacién de CFT en célices de Hi-
biscus sabdariffa L, donde encontraron una concentraciéon de 2.17+0.04
gEAG/100g en b.s. correspondiente a 1.85 veces mayor a la reportada
en este estudio. Vasco et al., (2008) utilizaron mezclas 50:50 v/v de meta-
nol-agua y acetona-agua para la extraccién de fenoles totales en maracu-
ya fresco, donde la cantidad encontrada fue de 61.0=32.0 mgEAG/100g
b.h, mientras que Isabelle et al., (2010) determinaron el contenido de fe-
noles totales de los extractos cetdnicos de Passiflora edulis var flavicarpa
y Diospyros kaki L., determinando concentraciones de 1.34 mgEAG/100g
b.h. de maracuyady 1.16 mgEAG/100g b.h. en pérsimo, respectivamente.
Estos resultados evidencian que la influencia del uso de solventes orgéni-
cos (etanol, metanol, acetona), son menos eficaces que las mezclas acuo-
sas (Jang et al., 2011, Mungole et al., 2011).



3.2 Actividad atrapadora del radical ABTS*

El extracto de flor de jamaica mostré una actividad antioxidante significa-
tivamente estadistica (p<0.05) (4044.0+26.87 pmolTrolox/100g b.h.) con
respecto a la mezcla pérsimo-maracuya-flor de jamaica (1419.11+50.2
umolTrolox/100g b.h.); al maracuya (627.0£12.73 pmolTrolox/100g b.h.)
y al pérsimo (464.5+13.43 pmolTrolox/100g b.h.) (Tabla 2). Estas varia-
ciones guardan una estrecha relacion con la proporcion de compuestos
fendlicos presentes en los productos naturales y de acuerdo a Celik et
al., (2008) y Chen et al., (2008) evidencian estos con las condiciones de
cultivo, suelo, humedad y variedad del fruto como variables que determi-
nan en la concentracion de los compuestos fitoquimicos con capacidad
antioxidante en los frutos.

Tabla 2. Actividad antioxidante in vitro de pérsimo, maracuy3,
flor de jamaica y su mezcla

Muestra Ext. Ac. Pérsimo Ext. Ac. Maracuyd Ext. Ac. Jamaica Ext. Ac. Mezcla
(umol Trolox/100g) (pmol Trolox/100g) (pmol Trolox/100g) (pmol Trolox/100g)

Base seca (b.s.) 2384.49 + 68.96 2559.18 £51.95 4529.06 = 1061.94 =
30.09ab 37.55ab

Base himeda (b.h.) | 464.50 = 13.43a 627.00 +12.73b 4044.00 £ 26.87c | 1419.00 = 50.20d

Media + Desviacion Esténdar (n=3). Datos analizados con ANOVA y prueba de Tukey. (p<0.05)
Diferencias significativas entre (a) Pérsimo; (b) Maracuys; (c) Jamaica y (d) Mezcla.

3.3 Actividad antioxidante in vivo

El estrés oxidativo es una condicién fisiolégica que define la existencia
de un desbalance entre las especies reactivas de oxigeno (ERO), nitroge-
no (ERN) y los mecanismos de defensa antioxidantes con los que cuen-
ta el organismo, ocasionando que los radicales libres interaccionen con
los componentes celulares de los tejidos, promoviendo de esta forma el
desarrollo de enfermedades degenerativas (Ming et al., 2009). La peroxi-
dacion lipidica se inicia cuando existe una interaccion entre las especies
reactivas oxidantes y los acidos grasos poliinsaturados de las membra-
nas bioldgicas, produciendo como residuo al malondialdehido (MDA),
considerado un biomarcador biolégico de dafio membranal. La deter-
minacién del grado de lipoperoxidacién se cuantifica mediante la reac-
cién del MDA con acido tiobarbiturico (TBA) para obtener un compuesto
croméforo (Mansour y Mossa, 2009). En el presente estudio, se empled
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como agente inductor de dafo oxidativo al tetracloruro de carbono
(CCl4) ya que promueve la formaciéon del radical triclorometilo (¢CCI3)
y triclorometil peroxilo (presencia de oxigeno) (¢OOCCI3) mediante el
proceso de biotransformacién por el citocromo CYP2E1 (Atmaca et al.,
2011; Kumar et al., 2011).

En la figura 1, se muestra el grado de lipoperoxidacion en sangre total.
Los extractos de flor de jamaica y la mezcla, ejercieron un efecto protector
frente al dafo inducido por el tetracloruro de carbono (figuras 1Cy 1D)
mostrando una disminucidn significativamente estadistica (p<0.05) de la
formacién de malondialdehido (MDA). Los resultados sugieren que a pe-
sar de observar actividad antioxidante in vitro en los extractos de pérsimo
(figura 1A) y maracuya (figura 1B), respectivamente, no se correlacioné
con el modelo biolégico empleado sin embargo, es posible que la dosis
no fue suficiente para contrarestar el dafo oxidativo del CCl,.

Figura 1. Protecciéon del grado de lipoperoxidacion en sangre bajo tratamiento

subagudo con extractos acuosos de (A) pérsimo, (B) maracuy3, (C) flor de jamaica

y (D) Mezcla de pérsimo, maracuya y flor de jamaica. Los valores son expresados

como media *+ Desviacién Estandar; n=6. Los datos fueron analizados con prueba de

ANOVA y método de Tukey-Kramer (p<0.05) Diferencias significativas entre *Grupo
control (CT); * Control antioxidante (CA).
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En la figura 2 se muestra la influencia de los extractos acuosos y su mez-
cla sobre el posible dafio hepatico producido por el tetracloruro de car-
bono. Se observé que los extractos acuosos de pérsimo, maracuya y la
flor de jamaica, asi como su mezcla ejercen un efecto protector sobre el
tejido hepético estadisticamente significativo (p<0.05) con respecto a los
grupos controles (CTy CA respectivamente) (figura 2 A-D), lo que sugiere
un efecto antioxidante debido a la presencia de compuestos fendlicos
taninos, catequinas, acido cafeico y ferulico, antocianinas, catequinas,
kaempferol presentes en pérsimo, maracuya y flor de Jamaica (Talcott et
al., 2003; lzuchi et al., 2009; Dembitsky et al., 2011).

Figura 2. Efecto subagudo de los extractos acuosos de (A) pérsimo, (B) maracuys,
(C) flor de jamaica y (D) su mezcla sobre el grado de lipoperoxidacién hepatica. Los
valores son expresados como media * Desviacion Estandar; n=6. Los datos fueron
analizados con prueba de ANOVA y método de Tukey-Kramer (p<0.05) Diferencias
significativas entre *Grupo control (CT); *Control antioxidante (CA).
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Por otro lado, la exposicion a CCl,, no solo genera peroxidacion lipidica,
sino que también ocurre la activacion de enzimas antioxidantes como la
superdxido dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GPx)
que son generalmente reconocidas como marcadores de exposicion y
de dafo causado por agentes xenobidticos (Datta et al.,, 2010). La ca-
talasa es una enzima tetramérica capaz de descomponer peréxido de
hidrégeno (H,0,) en CO, y agua a razén aproximada de 10 ’M/s y se en-
cuentra en células de 6rganos donde la demanda de oxigeno es mayor
como en el higado, rifidn y eritrocitos (Mansour et al., 2009; Goyal et al.,
2010). Los resultados mostraron que la actividad de la enzima catalasa
en sangre (figura 3) disminuyé significativamente (p<0.05) en los grupos
previamente administrados con pérsimo, flor de jamaica y la mezcla en
dosis de 500 y 1000 mg/kg (figura 3A, 3C y 3D) con relacién al grupo
control (CT) y el control antioxidante (CA), respectivamente.

Figura 3. Efecto antioxidante de los extractos acuosos de (A) pérsimo, (B) maracuy3,
(C) flor de jamaica y (D) su mezcla sobre la actividad enziméatica de la catalasa en
sangre total. Los valores son expresados como media * Desviacién Estandar; n=6.
Datos analizados con prueba de ANOVA y método de Tukey-Kramer (p<0.05)
Diferencias significativas entre *Grupo control (CT); *Control antioxidante (CA).
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En el higado, también se observé un decremento significativo (p<0.05)
en todos los grupos tratados con los frutos individuales y la mezcla, sugi-
riendo una relacidn dosis-respuesta (figura 4A, 4B, 4C y 4D).

Figura 4. Actividad enzimética de la catalasa en higado vs. extractos acuosos de (A)
pérsimo, (B) maracuy3, (C) flor de jamaica y (D) su mezcla pérsimo, maracuyay flor de
jamaica Los valores son expresados como media * Desviacién Estandar; n=6. Datos
analizados con prueba de ANOVA y método de Tukey-Kramer (p<0.05) Diferencias
significativas entre *Grupo control (CT); *Control antioxidante (CA).
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4. Conclusién

Las dosis administradas al modelo murino de 500 y 1000 mg/kg de ex-
tractos acuosos de pérsimo, maracuyé y flor de jamaica son equivalentes
a 35y 70 g respectivamente. Para consumo de un individuo de 70 kg de
peso corporal tomando en cuenta el periodo de 30 dias de tratamiento,
asi como la mezcla, se puede concluir que de acuerdo a los resultados
obtenidos en el presente estudio, la ingesta diaria podria ser beneficiosa
para la salud, ya que se observé una disminucién significativa del dafio
membranal provocado por las especies oxidantes del CCl,, asi como una
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baja actividad de la enzima catalasa, lo que denota que posiblemente
los compuestos fendlicos presentes en los extractos y en su mezcla brin-
daron cierta proteccién principalmente en el tejido hepético contra la
produccién de especies reactivas y de perdxidos.
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1. Introduccién

1.1. Radiofdrmacos

os radiofarmacos pueden ser definidos como toda sustancia que

contiene un dtomo radiactivo dentro de su estructura y que, por su

forma farmacéutica, cantidad y calidad de radiacion, pueden ser
administrados en seres humanos con fines diagndsticos o terapéuticos
(Kowalsky et al., 2004). Los primeros sirven para realizar un estudio fisiolé-
gico del érgano. Estdn compuestos por un radionuclido emisor de radia-
cién gamma procedente del nicleo del d&tomo, el cual se une a un ligante
formando un complejo estable que a su vez se une a una molécula cuyo
comportamiento bioldgico dentro del organismo es el adecuado para el
estudio (Fini et al., 2001). Los radiofdrmacos de diagndstico utilizan emi-
siones de rayos gamma con una energia entre 0.1 y 0.2 Megabequereles
(MeV) que permiten su deteccion externa (Burke, 2001). Una vez adminis-
trados, los radiofarmacos de terapia, la radioactividad se acumula sobre el
tejidoy ejerce un efecto terapéutico, generalmente los radiontclidos esco-
gidos transmiten una radiacidén no penetrante emisién beta () que por lo
general se emplean radionuclidos con una energia maxima de 1y 2 MeV,
los cuales penetran unos milimetros al tejido maligno (Welch et al., 2003).



1.1.1. Radiofarmacos segun su especificidad

Actualmente los radiofarmacos estan teniendo mayor relevancia médica
y con el tiempo han evolucionado, debido a esto se han clasificado se-
gun la generacion a la que pertenecen:

Los de primera generacién marcan compuestos que pueden ser captura-
dos por un érgano determinado sin receptor especifico, donde se admi-
nistran radioparticulas captadas aprovechando procesos fisiolégicos que
se llevan a cabo normalmente en el cuerpo (Anderson et al., 1982).

Los de segunda generacidn son el resultado del desarrollo de compues-
tos de coordinacién bien caracterizados, donde un metal se une a un
ligando en una geometria bien definida (Ferro et al., 2006).

Los radiofdrmacos de tercera generacion se emplean en medicina nu-
clear para obtener imagenes de blancos moleculares especificos y son
Unicos en su capacidad para detectar in vivo sitios bioquimicos tales
como, receptores y enzimas. Se compone de tres partes: el radiontclido,
el agente quelante o bifuncional (BFCA), y el fragmento bioactivo (Vera,
1998; Verdera, 2007).

Uno de los radiofdrmacos de tercera generacion, es el “mTc-N_S,-TAT(49-
57)-Lys®*-BN cuya estructura se muestra en la figura 1, tiene una pureza
radioquimica mayor al 90%, alta estabilidad en suero humano y rapida
internalizacién en células PC-3 en comparacién con otros péptidos radio-
marcados anélogos a la bombesina. Se han realizado las pruebas de bio-
distribucién en ratones, a los cuales se les administré el radiofarmaco y
demostrd que este se excreta por via renal y en un lapso de 24 horas es
eliminado totalmente del organismo (Ferro et al., 2006; Santos et al., 2009).
Este radiofarmaco tiene un peso molecular de 3779.5 g/mol y su férmula
es: C‘|51 H261 N63 O41 S4'
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Figura 1. Estructura del radiofarmaco Tc-N,S,-TAT (49-57)-Lys3-BN
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Se estima que el radiofdrmaco **"Tc-N,S,-TAT (49-57) Lys*-BN podria per-
mitir la proyeccién de imagen clinica especifica de tumores de pecho
y prostata debido a los receptores y a los componentes que contiene
(Ferro et al, 2006). Los receptores del péptido liberador de la gastrina
(GRP-r) se encuentran distribuidos en muchos érganos, pero se sobre ex-
presan en la membrana de las células malignas, especialmente en las de
cancer de mama y préstata (Gugger et al., 1999; Varvarigou et al., 2002;
Varvarigou et al., 2004). Los GRP-r se unen especificamente a la bombesi-
nay este fuerte enlace es el fundamento para marcar la bombesina (BN)
con radiondclidos emisores de radiacién gamma, para la obtencién in
vivo de imagenes de receptores GRP por técnicas de medicina nuclear
molecular (Scopinaro et al., 2003).

Es importante sefalar que después de la interaccién receptor-ligando
(GRP-r-BN), el compuesto queda anclado en la membrana celular (Reubi,
2003; Lin et al., 2005; Nock et al., 2003; Nock et al., 2005). Por otro lado,
se sabe que el dominio basico de la proteina TAT del HIV-1, es decir el
TAT (49-57), es un péptido que penetra o atraviesa facilmente la membra-



na celular por lo que, conjugado a diferentes farmacos, proteinas, pépti-
dos y nanoparticulas, acta como un “caballo de Troya” al incrementar de
forma significativa la internalizacion celular de los diferentes farmacos o
biomoléculas (Dietz et al., 2004).

En las cinéticas de induccién de dafio al ADN, el efecto genotdxico, pro-
ducido por el péptido TAT-BN, estd dado por la capacidad que tiene
la proteina TAT de penetrar al nucleo celular, esto fue reportado en las
investigaciones realizaron por Green y Frankel (1988), quienes observa-
ron que un péptido de 86 aminoécidos del virus de inmunodeficiencia
humana tipo 1 (HIV-1) llamado TAT penetraba a las células y activaba la
transcripcidn. Subsecuentemente, encontraron que una region basica de
la proteina en los residuos 49-57, era la responsable de la habilidad de
penetrar a las células. Por otro lado, Futaki (2005) realizé una revision de
cémo actla el TAT en la internalizacion celular y concluyd que el segmen-
to de la proteina TAT en los residuos de 48-60 contiene seis argininas y
dos lisinas, las cuales son responsables del caracter hidrofilico y natu-
raleza basica del péptido, y que conjugandose a proteinas de fusion se
internalizan eficientemente en las células y existe una influencia en las
funciones de la célula, como es la duracién del ciclo celular.

1.2. Ensayo cometa

La técnica de electroforesis de células Unicas o ensayo cometa es una de
las pruebas capaces de detectar dafios en el ADN. Se caracteriza por ser
un método sensible, rdpido, sencillo, de bajo costo y aplicable a varios
tipos de células. La version de Singh et al. (1988), bajo condiciones de
lisis y electroforesis alcalina (pH >13), permite analizar la migracién del
ADN debido a rupturas en la hebra simple del ADN y sitios alcali labiles.
El ensayo cometa se utiliza ampliamente para detectar en células indi-
viduales, el dafio in vitro o in vivo causado por agentes genotdxicos, ya
sean quimicos o fisicos. Con algunas modificaciones pueden evaluarse la
induccion de enlaces cruzados, los mecanismos de reparacion celular y
de apoptosis (Singh et al., 1988; Singh et al., 1994).

1.2.1 Fundamento del ensayo cometa
Esta técnica consiste en embeber células en agarosa para darles soporte

sobre una laminilla. Posteriormente, las células se sumergen en una solu-
cién de lisis, la cual tiene un alto contenido de detergentes y sales para
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lisar la membrana celular. Consecutivamente, las laminillas se sumergen
en una solucidén amortiguadora por un determinado tiempo para per-
mitir que se desenrolle la doble hélice del ADN. Al término de este pro-
ceso, las laminillas se exponen a una corriente eléctrica y dependiendo
del grado de dafio o fragmentacién del ADN, se observara una mayor o
menor migracién del mismo. Después de exponer las laminillas a una co-
rriente eléctrica, se neutraliza la laminilla con una solucién amortiguado-
ra de pH 7.5. Finalmente la laminillas se tifien con un fluorocromo, como
el bromuro de etidio para poder analizarlas en el microscopio de fluores-
cencia (Speit et al., 1999).

El ADN fragmentado migra al ser expuesto a la corriente eléctrica, por
ello las células al ser observadas al microscopio, semejan un cometa con
cabeza altamente fluorescente (ADN enrollado) y una cola (ADN frag-
mentado) que incrementa su longitud dependiendo del dafo (Singh
etal., 1994).

1.2.2. Aplicaciones y ventajas de la utilizacion del ensayo cometa

La técnica de ensayo cometa se utiliza ampliamente para evaluar el poten-
cial genotdxico de diversas sustancias quimicas, se aplica in vivo e in vitro,
detecta niveles bajos de dafio, emplea pequefias cantidades de mues-
tra, evalla el dano en células que no se encuentran proliferando, detecta
rompimiento de cadenas sencillas y doble, sitios alcali labiles y sitios de
reparacion por escisién de bases nitrogenadas, ademéas de que permite
el anélisis del dafno genético a nivel de células individuales (1994).

El ensayo cometa se puede aplicar a diferentes tipos celulares, con lo cual
permite su uso en diferentes estudios, tales como de genotoxicidad, re-
paracién, biomonitoreo ambiental, biomonitoreo humano y en la clinica
(1994).

1.3. Ensayos de internalizacién

Una de las técnicas que se utiliza para evaluar la internalizacién celular en
medicina nuclear es el conteo de radioactividad, el cual consiste en in-
cubar células a diferentes tiempos con un radiofarmaco. Posteriormente,
las células son lavadas por varias ocasiones, enseguida se le afiade una
solucion de NaOH para lisar las células y se realiza el conteo radiactivo



por medio de un detector de centelleo. Los resultados se expresan en
porcentajes de actividad (Ferro et al., 2006; Santos et al., 2009).

Otra forma para realizar estudios de internalizacion es con técnicas de
genotoxicidad, por medio de los cuales se evallua el dafio al ADN, ejem-
plo de esto es el ensayo cometa. Por tal razén el objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto del TAT sobre la cinética de internalizacién a la
célula del #"Tc-N,S,-TAT(49-57)-Lys*-BN, medido a través de la induccion
de dafio al ADN con el ensayo cometa en sangre periférica.

2. Metodologia

2.1 Obtencidn de la muestra

Se extrajeron de 2 a 3 mL de sangre periférica de 3 individuo clinica-
mente sanos, por puncion venosa en un tubo con 0.1 mL de heparina
por cada mL de sangre. Se realizaron 3 réplicas del ensayo cometa por
actividad radiactiva. Se sometieron a los siguientes tratamientos: a) pép-
tido TAT-BN; b) ”™Tc-BN; c) " Tc-TAT-BN y d) sin tratamiento, el cual fue
tomado como grupo control.

2.2. Marcado de Radiofarmacos

Preparacién de 7" Tc-N,S,-TAT (49-57)-Lys®-BN o (*’"Tc-TAT-BN): en un vial
se colocd 1 mg de N,S,-TAT (49-57)-BN disuelto en 1 mL de solucién sali-
na.A 10 pL de esta solucidn se le adicionaron 4 pL de buffer de tartrato de
sodio (50 mg/mL de tartrato de sodio en NH,OH/NH,CH,COOH 0.1 M,
pH 9.5), 4 L de solucién SnCl, (10 mg de SnCl, en 10 pL HCl concentrado
diluido en 10 mL de agua inyectable) y 25 uL de pertecneciato de Sodio
(*""TcO,Na). Finalmente, se mezclé y se dejo incubar durante 15 minu-
tos a temperatura ambiente. Las actividades empleadas para el marcado
fueron 2.9, 6.6, 9.0y 14.8 MBq. La pureza radioquimica fue evaluada por
cromatografia de capa fina (ITLC).

Preparacién del radiofarmaco ?"Tc-EDDA/HYNIC-Lys®*-BN o (*"Tc-BN):
se realizd colocando 1 mg de HYNIC-BN en 200 pL de etanol al 10%, y
800 pL de agua inyectable previamente nitrogenada. A 20 pL de esta so-
lucion se le adicionaron 500 pL de una solucién EDDA/TRICINA (30 mg
de 4cido N, N'-etilendiaminodiacetico y 60 mg de tricina en 3.0 mL buffer
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de fosfatos 0.2 M, pH 7) 500 pL de pertecneciato (*"TcO,Na) y 20 pL de
solucion de SnCl, (10 mg de SnCl, en 10 uL HCl concentrado diluido en
10 mL de agua inyectable), y se colocd en bafio seco a 90°C durante 15
minutos. Las actividades empleadas para el marcado fueron 2.9, 6.6,9.0y
14.8 MBq. La pureza radioquimica fue evaluada de la misma manera que
el radiofarmaco con TAT-BN.

Se aplicé la prueba de Kruscal-Wallis con una p < 0.05, para la busqueda
de diferencias significativas entre los tratamientos y el control, con el pa-
quete Sigma Stat 3.5.

3. Resultados

3.1. Evaluacion de la pureza radioquimica de los radiofarmacos *™Tc-
TAT-BN y ?*Tc-BN por cromatografia de capa fina (ITLC)

La pureza radioquimica de *"Tc-TAT-BN y ?"Tc-BN (Tabla 1), se presentan
los promedios obtenidos con actividades 2.9, 6.6, 9.0 y 14.8 MBq por
triplicado.

Tabla 1. Purezas radioquimicas de los radiofarmacos con cromato-
grafia de capa fina (ITLC)

Actividad 99mTc-TAT-BN 99mTc-BN
(MBq) Pureza Radioquimica Pureza Radioquimica
(%) (%)
2.9 98.61 96.9
6.6 98.52 95.7
9.0 99.67 95.4
14.8 98.83 96.0

3.2. Cinética de internalizacién del radiofarmaco

Se observaron nudcleos redondos y bien definidos en los controles (A),
mientras que en presencia de los radiofdrmacos, hubo dafio a diferente
grado, lo que se evidencia por la migracién de los fragmentos del ADN
fuera del ntcleo, como se muestra en la figura 2 B,C,D.



Figura 2. Células con diferente grado de dafio al DNA

Los resultados no mostraron diferencias al ser evaluado el dafio con la
longitud de la cauda y el Tail Moment, por lo cual se decidié presentar los
datos de las cinéticas evaluadas con este uUltimo. El dafio al ADN por los
diferentes tratamientos en los linfocitos con una actividad de radiacién
de 2.9 MBq hasta los 15 min fue homogéneo, sin diferencia significativa
entre los mismos. Hubo un incremento significativo por los dos radiofar-
macos y el péptido a los 30 y 60 min (tabla 2).

B
J
s

Tabla 2. Cinética de induccion de dafio al ADN con el ensayo cometa
con una actividad de 2.9 MBq

Tiempo  Control TAT-BN “mTc-BN “mTc-TAT-BN

(min) X X X X
0 0.12 0.05 0.01 0.02
5 0.13 0.06 0.05 0.15
10 0.14 0.16 0.06 0.31
15 0.13 0.17 0.15 0.37
30 0.14 0.41 0.50 1.1
60 0.10 0.81 0.89 0.27

Se buscaron diferencias entre los tratamientos y tiempos, para ello se
aplicé Kruscal-Wallis sequida de método de Dunn’s, con p < 0.05, y se
encontraron significativas al minuto 30, como se muestra en la figura 3.
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Para la actividad de 6.6 MBq, se encontraron incrementos discretos a lo
largo de todos los tiempos en la cinética, llamando la atencidn el TAT-
BN, en donde el incremento mayor fue a las 30 minutos, con respecto al
99mTc-TAT-BN. Se observé un incremento del dafio conforme transcurrié
el tiempo, llegando al maximo a los 30 minutos y un decremento muy
importante a los 60 minutos, posiblemente, debido a una mayor interna-
lizacion al nucleo celular y por la emision de electrones Auger (tabla 3).

Figura 3. Resultados del analisis estadistico a los 30 min
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Tabla 3. Cinética de internalizacion de los diferentes tratamientos con

6.6 MBq
Tiempo CoEtrol TAT-BN "9"‘T£-BN 99"‘Tc-'I;AT-BN
(min) X X X X
0 0.63 0.25 0.65 0.18
5 0.63 0.28 0.22 0.40
10 0.64 0.31 0.28 0.48
15 0.42 0.36 0.26 0.85
30 0.70 0.50 0.22 0.88
60 0.60 0.26 0.17 0.33

El anélisis estadistico mostré diferencia significativa a los 30 minutos en-
tre TAT-BN, #"Tc-TAT-BN, respecto al control, ver figura 4.



Figura 4. Comparacién del dafio al ADN con los diferentes
tratamientos y 6.6 MBq a los 30 min.
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* Diferencia significativa vs control

Con una actividad de 9.0 MBq, se incrementé el tiempo de la cinética de
internalizacién hasta 90 min, para determinar si se mantenia el dafio o
existia un proceso de reparacion. El radiofarmaco ?"Tc-TAT-BN indujo un
incremento desde el minuto 5 hasta el 30, en comparacién de los otros
tratamientos. Los tratamientos con el péptido TAT-BN y “"Tc-TAT-BN
mostraron diferencia significativa con respecto al control desde el min 5
hasta alcanzar el valor maximo de dafio a los 30 minutos sin embargo, al
minuto 60 hubo una disminucion del efecto genotdxico, pero continud
siendo diferente significativamente, hasta llegar el min 90, donde ya no
lo fue. Cabe destacar que el dafio inducido por el radiofdrmaco ?"Tc-BN
durante los primeros 15 minutos no fue diferente con respecto al control,
pero comenzd a incrementar el dafio a los 30y 60 minutos, donde alcanzé
su punto maximo y después disminuyd a los 90 min (Ver tabla 4).

Tabla 4. Cinética de dafio al ADN con los diferentes los tratamientos a 9.0 MBq

Tiempo  Control TAT-BN 99mTc-BN 99mTc-TAT-BN

(min) X X X X
0 0.84 0.30 0.19 0.46
5 0.85 0.43 0.26 2.88
10 0.98 1.32 0.40 3.71
15 0.85 2.58 0.55 6.11
30 0.80 3.28 2.17 7.00
Continda...
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Tiempo  Control TAT-BN 99mTc-BN 99mTc-TAT-BN

~

(min) X X X X
60 0.87 2.73 3.15 3.94
90 0.79 0.43 1.12 0.38

En la figura 5 se muestran los resultados de la comparacién de los trata-
mientos en la induccién de dafio al ADN con un actividad de 9.0 MBq a
los 30 min.

Figura 5. Comparacién del dafio al ADN a los 30 min con

9.0 MBq
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*Diferencia significativa vs control

Los resultados de la cinética de internalizacién con 14.8 MBg se muestran
enlatabla 5, alos 15 min mostraron un comportamiento homogéneo. Se
encontré un incremento del dafio al ADN por **"Tc-N,S,-TAT (49-57)-BN y
99mTc-BN a los 30 y 60 min. Por otro lado, con ?™Tc-TAT-BN, existié mayor
dafio al ADN, ocasionado por la internalizacion del TAT y por la emisidn
en mayor numero de electrones Auger del #mTc.

Tabla 5. Cinética de internalizacién de los 3 tratamientos con 14.8 MBq

Tiempo  Control TAT-BN 99mTc-BN 99mTc-TAT-BN

(min) X X X X
0 0.93 1.42 0.57 1.04
5 0.97 1.45 0.79 2.45
10 0.70 2.45 1.24 3.98

Continda...



Tiempo  Control TAT-BN 99mTc-BN 99mTc-TAT-BN

~

(min) X X X X
15 0.71 2.64 1.43 4.49
30 0.73 1.60 3.44 5.79
60 0.82 1.99 1.21 12.61

De acuerdo a Kruscal-Wallis, todos los resultados obtenidos con los tres
tratamientos a los 30 minutos, mostraron una diferencia significativa res-
pecto al control p < 0.05 (ver figura 6).

De manera integral, se encontré que la molécula completa del radioféar-
maco ocasiona el mayor dafo al ADN a los 30 min, con las diferentes
actividades de radiacién probadas. En la figura 7 se muestra la cinética
de internalizacién del radiofarmaco "Tc-TAT-BN con las diferentes ac-
tividades, encontrando equivalencias del dafio al ADN, a tiempos muy
cortos y actividades mayores. Como se observa con 2.9 MBq, con un tra-
tamiento durante 30 min, se obtiene el mismo dafo que con 14.8 MBq
en el tiempo 0. Se observé que a los 60 min el dafio al ADN con las dife-
rentes actividades probadas disminuye, excepto con 14.8 MBg en donde
este aumenta.

Figura 6. Resultados del dafio al ADN a los 30 minutos

con 14.8 MBq
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*Diferencia significativa vs control
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Figura 7. Dafo al ADN por el radiofarmaco “""Tc-N,S,-TAT
(49-57)-Lys®-BN con las diferentes actividades de radiacion
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4. Discusion

Existen diversas formas para la evaluacion del dafio al ADN, en esta in-
vestigacion utilizamos el ensayo cometa que fue descrito primeramente
por Singh (1988), por ser una técnica que permite detectar de manera
facil y répida el dafio genotdxico que puede existir en el ADN a nivel de
células individuales, el cual fue evaluado con el Tail Moment. Los radiofar-
macos han adquirido gran importancia en la practica clinica sin embargo,
son pocas las investigaciones que han empleado el ensayo cometa para
conocer su accién. En este estudio, evaluamos la incorporacién del radio-
farmaco 99mTc-N2S2-TAT (49-57) Lys3-BN al nucleo celular, midiendo la
internalizacién al ndcleo y como consecuencia la fragmentacion del ADN
con esta técnica.

Pedraza et al. (2001), evaluaron el efecto genotdxico inducido por la in-
corporacion de los radiofarmacos de ™ Tc en la célula, determinado por
el ensayo cometa en linfocitos de ratén in vitro, utilizando ™ Tc-HMPAO y
99mTc-gentisico con una actividad de radiacién de 15.9 MBq déndoles un
pulso de 10 min, lo cual indujo 98% y 94% de células con dafio al ADN res-
pectivamente. Concluyen que el dafio fue producido por la accién de los
electrones Auger, producto del decaimiento de " Tc depositando toda la



energia en la célula, donde "Tc-HMPAO se incorporé en el citoplasma, y
99mTc-gentisico se unid a la membrana celular. Por lo tanto, los electrones
Auger pueden causar dafio importante al ADN cuando el radionutclido se
incorpora en el radio de accién de algunos micrones del nucleo. En este
estudio, tras la exposicion de los linfocitos a los radiofarmacos ?"Tc-BN y
9mTc-TAT-BN demostramos una induccién de dafio al ADN con el ensayo
cometa, utilizando cuatro actividades de radiacién, asi como varios tiem-
pos, el cual fue evaluado con el TM. Ambos trabajos estan indicando un
efecto positivo, sobre la internalizacion de los radiofarmacos dado por la
presencia del #“mTc.

Con relacion al #"Tc-BN sin TAT, Ferro et al. (2006) realizaron un ensayo
de internalizacién de este radiofarmaco utilizando células PC-3, las cuales
dividieron en dos grupos: a) con receptores GRP bloqueados; y b) sin
receptores bloqueados. Las células fueron expuestas a "Tc-EDDA/HY-
NIC-BN en diferentes tiempos de incubacion, midieron la actividad inter-
nalizada, obteniendo el 8% a las 2 h; y el 11.5% a las 4 horas en el grupo
sin bloquear, mostrando diferencia significativa en comparacién con las
bloqueadas. Nuestros resultados muestran la mayor internalizacién del
radiofarmaco a los 30 minutos medido con el ensayo cometa a las condi-
ciones probadas, estos resultados sugieren que este biomarcador puede
ser una mejor estrategia para detectar la internalizacién celular al nicleo.

Con relacién a el efecto de los electrones Auger, Faraggi et al. (1994),
probaron que el ""'In emite 14.7 electrones Auger por decaimiento con
una energia de 6.75 KeV, y que la radiacién de dosis absorbida en el nu-
cleo es de 2 a 35 veces del doble o mayor del decaimiento en el nicleo,
comparado con el decaimiento ocurrido dentro del citoplasma o en la
membrana celular. Estas propiedades hacen que el "''In y otros emisores
de electrones Auger, sean altamente citotéxicos y dafien al ADN cuando
decaen cerca del nicleo de la célula, haciéndolas altamente selectivas
para matar a las células cancerosas.

Buchegger et al. (2006), reportaron que la doble hélice de ADN presenta
un didmetro aproximado de 2 nanémetros, y que en un decaimiento tipi-
co de la radiacién de los electrones Auger, la energia mas alta ocurre en
rangos de 1y 2 nandmetros. Esto significa que la energia local calculada
por un emisor de electrones Auger incorporado al ADN, afecta a la doble
hélice con una energia de 1.6 MGy o mas; esta energia de radiacion es
en gran parte, suficiente para dafar a la doble hélice del ADN sobre las
distancias de varios nucledtidos.
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Volkert et al. (1991), demostraron que la incorporacién de los electrones
Auger dentro del ntcleo de las células producen una alta radiotoxicidad.
Esto, debido a la deposicidn de una gran cantidad de energia emitida en
forma de lluvia por los electrones Auger, en un volumen extremadamen-
te pequeno dentro del nicleo celular, ellos sugirieron que los agentes
radioterapéuticos basados en emisores de electrones Auger, requieren
de la incorporacion del radiofarmaco en toda la poblacién de células del
tumor y que por ello, la busqueda de métodos que permitan selectiva-
mente incorporar estos radionuclidos en el ndcleo de las células tumora-
les tienen una importancia relevante porque pueden producir una mayor
eficacia terapéutica.

Constantini et al. (2008), propusieron el mecanismo a través del cual atra-
viesa el TAT la membrana celular y transporta su carga dentro de la célula.
Hipotetizaron que existe una interaccidn inicial de la carga entre los gru-
pos catidnicos de la guanidina y residuos de arginina con las proteinasy
fosfolipidos de la célula de superficie, que estan cargados negativamen-
te por los grupos fosfato y sulfato. Con relacién al #"Tc-TAT-BN, el mayor
efecto se produjo a los 30 min con todas las actividades empleadas en
esta investigacion, debido a la internalizacién del TAT al ndcleo celulary
posiblemente por la emisién de electrones Auger producidos por 7™ Tc.

Los hallazgos en esta investigacion destacan por un lado, la evidencia de
la fragmentacién del ADN con diferentes actividades de radiacidn oca-
sionando un efecto genotdxico en el linfocito. Estos resultados sugieren
que el radiofdrmaco podria ser Gtil en el diagndstico. Por otra parte, con
relacion a la actividad empleada para su administracién en un estudio
diagndstico, esta puede variar entre 37-370 MBq por via endovenosa, lo
cual esta en relacién al peso (Casado et al., 2004). Nuestros resultados
sugieren que para fines diagndsticos se puede emplear una actividad de
2.9 MBqg en 30 min de exposicién. Por lo tanto, en esta investigacion, de
acuerdo a los resultados obtenidos y segun lo reportado en la literatura,
existe una mayor internalizacién del radiofarmaco *"Tc-N,S_-TAT (49-57)-
BN al ndcleo celular por los diferentes componentes que tiene, uno es
la penetracion, favorecida por la accion del TAT y posiblemente por la
emision de electrones Auger de baja energia.

Es conveniente evaluar el efecto genotodxico en células cancerosas y de-
terminar el dafio al ADN, ya que las células poseen receptores GRP en la
membrana y esto puede permitir que exista una mayor internalizacién al



nucleo y aunado a la emision de los electrones Auger, se lisen las células
cancerosas mas eficientemente, proponiendo entonces que sea una op-
cién para el diagndstico y posiblemente el tratamiento en un futuro.

5. Conclusiones

Se demostré que el ensayo cometa es una alternativa para evaluar la ci-
nética de internalizacién mediante el dafio producido al ADN.

Por otro lado, el radiofarmaco ?"Tc-TAT-BN se internalizd eficientemente
en los linfocitos al min 30 con todas las actividades probadas, medido
por el dafio al ADN.

El radiofarmaco "Tc-TAT-BN produjo el mayor dafio al DNA y este fue di-
ferente significativamente respecto al control, al #"Tc-BN y al TAT-BN. El
dafno al ADN en linfocitos producido por el radiofarmaco mTc-TAT-BN
estd dado por la internalizacién favorecida por el TAT al nucleo celular
y posiblemente por la emision de electrones Auger producto del decai-
miento del "Tc. Se evalud la internalizacién del radiofarmaco N,S,-TAT
(49-57)-Lys3-BN en linfocitos, con la técnica del ensayo cometa, buscan-
do con ello su posible empleo en el diagndstico de cdncer de mama, ya
que el uso de radiofdrmacos especificos reducirad en un futuro el nimero
de biopsias y si su farmacocinética es adecuada, podrian marcarse con
un emisor de radiaciones beta, y utilizarse en la radioterapia de blancos
moleculares.
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1. Introduccién

1.1. Técnicas de PCR

as técnicas de biologia molecular son herramientas que se poseen

actualmente para estudiar el acido nucleico de cualquier ser vivo,

se emplea desde la extraccién de tal molécula hasta la identifica-
cién de bases nitrogenadas especificas, tales como Adenina, Guanina,
Citosina, Timina, Uracilo -por la técnica de secuenciacion-, pasando por
la amplificacién o reaccion en cadena de la polimerasa (PRC).

La reaccién en cadena de la polimerasa, cuyas iniciales en inglés son PCR
“polymerase chain reaction”, es una técnica desarrollada por Kary Mullis
a mediados de los afnos 80. Con esta metodologia se pueden producir
en el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico,
incluso en presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su
nombre indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa,
que es capaz de fabricar una cadena de ADN complementaria a otra
ya existente. Sus Unicos requerimientos son que existan nucledtidos en
el medio que son la materia base para fabricar el ADN (nucledtidos de
adenina, timina, citosina y guanina), y una pequefia cadena de ADN que
pueda unirse a la molécula que queremos copiar para que sirva como
cebadora (el cebador, en inglés “primer”).

La sensibilidad de la técnica de PCR es muy alta, pero presenta algunos
inconvenientes, como son que no es una técnica cuantitativa y tiene una



relativamente alta probabilidad de obtener falsos positivos por contamina-
cién. Para solventar este Gltimo problema se ha de optimizar la secuencia
de los cebadores, asi como la temperatura precisa, para que estos se unan
al ADN en la localizacidn correcta y realizar una adecuada manipulacién
de los reactivos. Para solucionar el problema de la cuantificacion se han
generado variaciones sobre el esquema inicial de la PCR, dando lugar a lo
que se conoce como PCR cuantitativa o PCR en tiempo real.

La clave en la PCR cuantitativa es la posibilidad de detectar en tiempo
real la amplificacion de nuestro genoma de interés. Para llevar a cabo
esta deteccion existen varios métodos, pero casi todos basados en la uti-
lizacién de otro fragmento de ADN (sonda) complementario a una parte
intermedia del ADN que queremos amplificar. Esta sonda lleva adherida
una molécula fluorescente y otra molécula que inhibe esta fluorescencia
“quencher”, de tal forma que sélo cuando la sonda es desplazada de su
sitio por accién de la ADN polimerasa, la molécula fluorescente se libera
de la accién del "quencher” y emite fluorescencia al ser iluminada con
un rayo laser. La cuantificacion de la fluorescencia, emitida durante cada
ciclo de la PCR, sera proporcional a la cantidad de ADN que se estd am-
plificando. En general, para que sea valida esta técnica requiere realizar
en paralelo una curva patrén en las mismas condiciones, para conocer la
cantidad total de ADN que se estd amplificando.

1.2. Leucemia Aguda

La leucemia aguda se ha clasificado en linfoblastica (LLA) y mielobastica
(MLA), cada una con sus diferentes subtipos; afecta a niflos y adultos. Se
ha documentado la predisposicién a leucemia aguda por exposicidn a sus-
tancias quimicas como el benceno y algunos agentes quimioterapéuticos.

La LLA es la consecuencia de la transformaciéon maligna de una célula
progenitora linfoide inmadura, que tiene la capacidad de expandirse y
formar un clon de células progenitoras idénticas bloqueadas en un punto
de su diferenciacién.

La LLA comprende el 80% de todas las leucemias agudas en edad pe-
didtrica y, aunque la etiologia es todavia incierta, se han descrito algu-
nos factores predisponentes tales como genéticos, virales y ambientales.
Las manifestaciones clinicas suelen ser la consecuencia de la ocupacion
de la médula dsea por las células malignas ocasionando anemia, trom-
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bocitopenia y leucopenia. El diagnédstico se realiza mediante el anélisis
morfoldgico, citogenético y molecular del aspirado de médula ésea. El
tratamiento dura aproximadamente dos afios. El prondstico de los nifios
con LLA ha mejorado espectacularmente en las Ultimas décadas debido
a los nuevos farmacos y en los Gltimos afios a un tratamiento adaptado al
riesgo de los pacientes. En la actualidad, la tasa de curacién global de las
LLA es de aproximadamente el 75% de los pacientes.

Sin embargo, existen efectos asociados con el tratamiento y con la en-
fermedad, ya que no siempre el paciente responde de igual manera
(Seedhouse y Russell, 2007), lo que invita al estudio de genes de suscep-
tibilidad, tales como los relacionados con el metabolismo de farmacos,
entre ellos los genes GSTT1y GSTM1, que se encuentran ubicados en las
familias teta y mu respectivamente de la GST.

1.3. Genes de la Glutation S- transferasa

Las glutation S-transferasas GST, son una familia de multigenes que co-
difican enzimas citosdlicas y membranales que participan en la biotrans-
formacion, haciendo que los compuestos téxicos sean menos dafinos.
Esta desintoxicacion celular estd mediada por la catalizacién de la con-
jugacién del glutation, tiol tripeptlidico (gamma-glutamil-cisteinilglicina)
con una amplia gama de compuestos enddgenos y exdgenos electrofili-
cos, incluyendo xenobidticos ambientales como los hidrocarburos poli-
ciclos arométicos y humo del tabaco; cancerigenos y farmacos como los
agentes alquilantes y antraciclinas, indicados en la quimioterapia, produ-
ciendo una disminucién de la inactivacién de las especies reactivas de
oxigeno, que generan estrés oxidativo con las macromoléculas celulares
convirtiéndolos a acidos mercapturicos para su facil excrecién. Desde su
descubrimiento, a principio de 1970, se ha descrito la estructura, funcién
y significado toxicolégico de las GST (Arruda et al., 2001; Aydin-Sayitoglu
etal., 2006; Crump et al., 2000; D" Alo et al., 2004).

El primer polimorfismo que fue determinado es de la clase mu, constitui-
do por al menos 5 genes: GSTM1, M2, M3, M4, M5, dos genes codifican
para la isoforma GSTM1 y el polimorfismo presenta 4 variantes alelicas,
GSTM1*A, GSTM1*B, GSTM1*C y GSTM1*0. El primer par no presenta
diferencia aparente para la especificidad del sustrato. La variante alelica
nula del homocigoto nulo GSTM1*0 determina la actividad enzimatica.



Cerca del 50 % de la poblaciéon caucasica presenta actividad de GSTM1.
La ausencia de la forma M de la GST esté asociada a una reducida eficien-
cia sobre la conjugacién del xenobidtico. Los genes de esta enzima se
encuentran ubicados en el cromosoma 1p13.3 (Laborde, 2010).

Recientemente, se han identificado los genes T1 de la GST, estos genes
se encuentran ubicados en el cromosoma 22g11.2. La clase theta incluye
GSTT1 y GSTT2, los cuales comparten 55% de la secuencia idéntica de
bases nitrogenadas y ambos tienen un importante papel en la carcinogé-
nesis(Sasai et al. 1999; Alves et al., 2002; Barnette et al., 2004).

Los primeros polimorfismos de GSTM1y GSTT1, como factores de riesgo
para leucemia aguda, fueron reportados en 1997 por Chen y colabora-
dores. Desde entonces un nimero creciente de estudios han confirmado
o refutado una asociacién entre los polimorfismos de GST y el riesgo de
leucemia aguda (Basu et al., 1997; Krajinovic et al., 1999; Lemos et al.,
1999; Saadat et al., 1999; Sasai et al., 1999; Crump et al., 2000; Davies et
al., 2000; Naoe et al., 2000; Rollinson et al., 2000; Woo et al., 2000; Allan
etal., 2001, Arruda etal., 2001; Alves et al., 2002; Davies et al., 2002; Haa-
se etal., 2002; Balta et al., 2003; Barnette et al., 2004; Canalle et al., 2004;
D’Alo et al., 2004; Seedhouse et al. 2004; Joseph et al., 2004, Pakakasa-
ma et al., 2005; Aydin-Sayitoglu et al., 2006; Haranatha et al., 2006; Eyada
etal., 2007; Pigullo et al., 2007; Gra et al., 2008; Han et al., 2008; Majum-
dar et al., 2008; Muller et al., 2008). Existe controversia en los resulta-
dos, la cual puede deberse a la fuerza insuficiente de algunos estudios:
diferencias entre los tipos de cancer, el tipo de poblaciones y disefio del
estudio. El objetivo de esta investigacion fue conocer la frecuencia de los
polimorfismos de GSTT1y GSTM1 en pacientes leucémicos mexicanos y
su respuesta al tratamiento.

2. Metodologia

Se obtuvo muestra de sangre periférica de 18 pacientes con leucemia
aguda y se realizé la genotipificaciéon de GSTM1 y GSTT1. Se hizo extrac-
cién de ADN con el Kit para extraccién y purificacién de DNA gendmico
ZR GENOMIC DNA I, se realizé la amplificacion de las regiones flanquea-
das por los iniciadores de los 3 genes cuya secuencia se muestra abajo
(Abdel-Rahman et al., 1996), mediante PCR mudltiple.
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Gen Secuencia (5-3") Amplicon

GSTT1(f) | 5TTCCTTACT GGT CCT CACATCTC-3 480 pb
GSTT1(r) = 5TCA CCG GAT CAT GGC CAG CA™-3

GSTM1 (f) | 5"GAA CTC CCT GAAAAG CTAAAGC-3  215pb
GSTM1 (r)  5'GTT GGG CTC AAATAT ACG GTG G-3

CYPT1A(f)  5'GAACTG CCACTTCAGCTGTCT-3 312 pb
CYP1A(r) | 5'CAG CTG CATTTG GAAGTG CTC™-3

Se realizé la identificacion de los polimorfismos con una electroforesis en
gel de agarosa al 2%, tefiido con bromuro de etidio y por comparacion
con un marcador de peso molecular de 100pb.

3. Resultados

3.1. Genotipificacion en nifios con leucemia aguda en el Estado de México

Se realizé la genotipificacién en 18 muestras de las cuales 6 fueron nifios y
12 adultos, 96% tuvieron LLA 'y el 4% LMA. Una vez obtenidos los produc-
tos de amplificacion, se realizé la electroforesis para identificar los genes
en estudio. La presencia de la banda de 312 pb corresponde a CYP1A1y
muestra que la amplificacion se llevd a cabo de manera regular. La banda
de 480 pb indica la presencia del gen GSTT1 y en su ausencia nos dice
que la muestra de ese paciente tiene deletada la regidon que se amplifica
por PCR. De forma anéloga la presencia de GSTM1 fue determinada por
una banda de 215 pb y la ausencia indicé el polimorfismo nulo para este
gen. Se obtuvieron los siguientes resultados: GSTM1 nulo 50%, GSTT1
nulo 27.77%. Por genotipos de ambos genes se tiene: GSTM1 - /GSTT1 -
enel 11.11%; GSTM1 +/GSTT1 + en el 33.33%; GSTM1 -/GSTT1 + en el
38.88% y GSTM1 + /GSTT1 - en el 16.67%. Se muestra un gel que ejem-
plifica los resultados (figura 1).



Figura 1. Resultados de un gel en el que se identifican los
genes GSTT1, GSTM1 y CYP1A1. W, Q, M, O, A fueron muestras
de pacientes en el estudio
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3.2 Respuesta al tratamiento y su asociacidn con los polimorfismos GTS

En latabla 1, se puede observar la distribucién del tipo de leucemia y ge-
notipo encontrado, no hubo una asociacién significativa entre ambos. El
41% de los adultos presentaron un genotipo GSTM+/GSTT+, el genotipo
GSTM1-/GSTT1+ predomind en el 50% de los nifios, el tipo de leucemia
fue de células B, y la morfologia tipo L1 o L2, la asociacidon que se en-
contré fue que un genotipo GSTM1-, podria conferir susceptibilidad de
desarrollo a la enfermedad y al tipo de leucemia.

Tabla 1. Respuesta al tratamiento de pacientes segun tratamiento y genotipo

Clave Tipo de Tratamiento Genotipo Factor de riesgo Evolucién
leucemia (semanas)
M1 T1
NINOS
A LLA-preB,L1 | 18 - + Infiltracién a SNC Desfavorable
E LLA - L2 28 - + Edady Ph + Desfavorable
F LLA-preB,L2 | 20 - + Edad Favorable

Continta...
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Clave Tipo de Tratamiento Genotipo Factor de riesgo Evolucién
leucemia (semanas)
M1 T1

aH LLA b + - Edad b

| LLA-B, L2 35 - - Edad Favorable

J LLA-B, L1 40 + + 7 ciclo de Qx, RC Favorable

ADULTOS

L LLA-T 42 + - Tipo de leucemia, Infil- | *Desfavorable
tracién a SNC, Leuco-
citosis

M LLA-T 23 + + Evolucionando Favorable

O LLA-L2 3 + | + | Choque séptico, Ph + *Desfavorable

LLA-B, L2 56 + + Recaida Desfavorable

Candidato atransplante,
Ph+

2Q LLA-B 25 - + RC Favorable

R LLA - L2 12 + + 2°Ciclode Qx, Ph +,RC | Favorable

S LLA 75 - - Evolucionando, Micosis. | Favorable

aT LLA-L2 46 - + 3 ciclo de quimiotera- = Favorable
pia, RC

U LLA-B 12 - + Probable toxicidad con | *Desfavorable
tratamiento

ay/ LMA - M6 85 + - Tipo de leucemia *Desfavorable

W LMA - M4 39 - + inv(16), RC, Sepsis, Do- | *Favorable

sis mas toxica
Y t- LMA 4 + + Edad, Tipo de leucemia | *Desfavorable

a Sexo femenino, b=Tratamiento desconocido, *Fallecio, M1 = GSTM1, T1 = GSTT1, Qx = Quimio-
terapia, RC = Remisién Completa, CHasta el momento que se elaboré este reporte Agosto 2009.

4. Discusion

Estudios epidemioldgicos previos sugieren que la exposiciéon ambiental
influye de manera diferente en el riesgo para LMA y LLA, motivo por el
cual podria ser esperado que la susceptibilidad genética también sea
diferente. Tal es el caso de la asociacion del genotipo nulo GSTM1- pero
no del genotipo GSTT1 con LMA, que podria ser una indicacién de la
especificidad por el sustrato de GSTM1 en el metabolismo de agentes



involucrados en la etiologia de M4, como nuestro estudio lo mostré en el
caso W de LMA-M4, el cual tiene un genotipo GSTM1 nulo /GSTT1 pre-
sente (Woo et al., 2000).

Al considerar laraza de los pacientes en este estudio, todos mestizos mexi-
canos, observamos que las dosis estandarizadas internacionalmente para
el tratamiento de las leucemias tanto LLA como LMA pueden ser tdxicas
incluso letales para algunos pacientes. En el caso de los adultos, cuando
se utilizaron dosis menores a las recomendadas internacionalmente, la so-
brevida aumentd; a diferencia de los niflos en los que la dosis utilizada en
los protocolos mundiales no parece afectar sustancialmente al paciente.

5. Meta anélisis

El término meta andlisis fue utilizado por primera vez por GV Glass en
1976 para referirse al “andlisis estadistico de una serie de resultados ob-
tenidos en ensayos clinicos individuales con la finalidad de integrarlos”.
El meta anélisis es la sintesis formal, cualitativa y cuantitativa, de diferen-
tes investigaciones, que poseen en comun una misma intervencién, un
mismo punto final de resultado y que se agrupan con la intencién de sin-
tetizar la evidencia cientifica, con respecto a la direccidn del efecto pro-
ducido por la intervencién en anélisis. Expresado de otra manera, el meta
analisis es un estrategia de revisidn sistemética que pretende responder
a diversas cuestiones y que es especialmente Gtil cuando los resultados
de varios estudios son discordantes con respecto a la magnitud de la
direccidon de un efecto, cuando los tamanos muestrales de los estudios
individuales es demasiado pequefo para detectar dicho efecto como
significativo o cuando una investigacidén de gran tamafo es demasiado
costosa en términos econdmicos o de tiempo. El meta anélisis es un pro-
cedimiento de investigacién que mejora la calidad de las revisiones bi-
bliograficas ya que provee los elementos para realizarlas metédicamente
y arrojar resultados claramente interpretables.

El meta anélisis es una aproximacion mas estructurada a la revisién de la
literatura de lo que lo son las revisiones tradicionales y en esta medida
pueden ser de mas ayuda para establecer principios cientificos. Los re-
sultados del meta anélisis permiten planificar futuras investigaciones so-
bre temas similares, ya que proporcionan la evidencia de los efectos que
se pueden esperar de una intervencién, permitiendo por ello mejores
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calculos del tamafio muestral; aportan también elementos de juicio para
generar nuevas hipdtesis o decidir si hacen falta nuevas investigaciones
sobre el tema.

Los meta anélisis pueden ser utilizados en la aprobacion del uso de in-
tervenciones por parte de organismos reguladores y en la docencia, ya
que posee la capacidad de mostrar sintéticamente la evidencia cientifica
disponible (Borenstein et al., 2009).

5.1. Elaboracion del Meta-anélisis en leucemia aguda y los polimorfis-
mos de GSTM1 y GSTT1, como factores de riesgo

Para ejemplificar los conceptos antes mencionados y su interrelacion con
el propdsito de la evaluacion de riesgo, realizamos un meta-analisis de
estudios reportados de leucemia aguda y genes de susceptibilidad es-
pecificamente GSTM1y GSTT1, con la informacién obtenida de las bases
de datos, con los criterios que se comentan a continuacion.

Buscamos y seleccionamos los articulos publicados desde enero de 1997
hasta diciembre 2008, identificando aquellos que contuvieran informa-
cién de GSTM1 y/o GSTT1 y riesgo de leucemia aguda de las siguientes
bases electronicas: MEDLINE (Biblioteca Nacional de Medicina, Washing-
ton, DC, EE UU)y EMBASE (Elsevier Science, New York, EE UU), usando los
términos de busqueda "GSTM1” 0 “GSTT1" y “leucemia aguda”.

Los criterios fueron:

1. Los articulos deberian ser estudios con disefio caso-control
y proveer suficiente informacion para calcular un efecto de
muestra.

2. Estudios con diferentes grupos de poblaciones se conside-
raron dentro del andlisis (Rollinson et al., 2000; Woo et al.,
2000; Balta et al., 2003).

3. Investigaciones con diferentes tipos de leucemia (LLA y
LMA) fueron tratados como estudios independientes.

Excluimos aquellos estudios que contuvieran informacién de leucemia
crénica, dado que nos enfocamos a leucemia aguda.



La aplicacién de estos criterios proporciond 42 estudios caso-control.
Para la realizacién del meta analisis se utilizé la razén de momios de leu-
cemia aguda asociada con polimorfismos de GST, la cual fue re-calcu-
lada para cada estudio con su correspondiente intervalo de confianza
del 95% (IC) estimado por el método de Mantel-Haenszel (Bewick et al.,
2004; Sterne et al., 2001; Borenstein et al., 2009). Es posible que nuestros
resultados no sean exactamente los reportados en algunos estudios, por
los diferentes criterios utilizados para el anélisis estadistico, lo ideal es
que se disponga de los datos crudos de cada uno de los autores y solici-
tar su aprobacién para realizar el andlisis. La estadistica se realizé de los
porcentajes de prevalencia de alelos nulos de GTSM1 y GSTT1 de cada
estudio. El genotipo de bajo riesgo fue presencia de GTSM1 o GSTT1,
empleado como la linea de base para el célculo de la RM. Para tomar en
cuenta la posibilidad de heterogeneidad entre los estudios se empled la
prueba estadistica de Chi cuadrada, un valor de p<0.05 sugirié pérdida
de heterogeneidad. La mayoria de los estudios contribuyeron a la hete-
rogeneidad con valor de p=0.000.

Para el meta-analisis se usé el modelo de efectos fijos y efectos aleato-
rios. El modelo de efectos fijos asume que no hay heterogeneidad signi-
ficativa cuando se suman los resultados de estudios individuales, mentras
que el modelo de efectos aleatorios toma en cuenta tal heterogeneidad
y adiciona un estimado empirico de variancia entre los estudios y de la
variancia dentro del estudio. Reportamos resultados del modelo de efec-
tos fijos, si la heterogeneidad entre los estudios era observada.

Para estratificar la poblacion de nifios y adultos, la leucemia aguda lin-
foblastica es mas comuin en nifios y la edad fue definida como indivi-
duos menores de 18 afios y sobre el tiempo de diagndstico. Se evalué el
potencial de publicacion via forest plot (gréfica en la que se muestra el
numero de veces que aumenta el riesgo de una variable en estudio). Los
resultados de estudios con mayor nimero de casos fueron més amplia-
mente diseminados en el forest plot, respecto a los de menor nimero.
La mayoria de los estudios fueron evaluados por el efecto conjunto de
genotipos nulos para GSTM1 y GSTT1 en el riesgo de leucemia aguda.
La presencia de ambos genotipos GSTM1 y GSTT1 fue usada como con-
trol de referencia para cada estudio. Todos los anélisis fueron realizados
usando STATA 10.1"R (Borenstein et al., 2009).
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De los 42 estudios caso-control seleccionados para el anélisis, la mayoria
tenia suficientes datos informativos para generar el estudio estadistico.
Todos ellos utilizaron la PCR para amplificar las regiones de ADN co-
rrespondientes a los genes en estudio. La mayoria de los autores utilizd
controles para la PCR. Se analizaron también los estudios que contenian
en sus resultados reportes de genotipo GSTM1 nulo y GSTT1 nulo y fue-
ron considerados como ambos genes nulos. El nimero de estudios que
reportan esta Ultima caracteristica fueron 12 con un aproximado de ca-
sos-control de 4500; 7 estudios fueron de LLA; 4 de LMAy 1 de t-LMA.
También se clasificaron de acuerdo al grupo de edad, en el que, 9 estu-
dios fueron en nifios y 3 en adultos (datos no mostrados).

5.2. Lo que se obtuvo de este analisis

Los resultados del meta-anélisis fueron los siguientes: Se identificaron 42
estudios, que dan aproximadamente 20,900 individuos en relaciéon con
los polimorfismos de GST. Veintiin estudios fueron realizados en ciuda-
des europeas; 9 en americanas; 11 asiaticas y uno en Africa. En 8 se utili-
zaron como grupo control individuos del hospital, el detalle de los datos
se resumen en las Tablas 2 a la 5. El nimero de individuos por estudio
varié considerablemente, de un rango de 24 a 1436. Las frecuencias de
los genotipos en los grupos control fluctué de la siguiente manera, para
GSTM1 nulo en leucemia aguda: fue de 24.8 a 59.7% en asiéticos, en
europeos de 44.1 a 57.8% y de 37 a 54.5% en americanos. La frecuencia
del genotipo GSTT1 nulo en leucemia aguda fue de 8.02 a 54.0% en asia-
ticos; de 8.0 a 25.5% en europeos y de 15 a 22% en americanos.

Se realizé el meta-analisis por cada gen nulo para riesgo de desarrollo de
cada tipo de leucemia aguda, para GSTM1 en LLA fueron 20 y para LMA
22 estudios caso-control; mientras que para GSTT1 en LLA fueron 18y
para LMA 20. De los cuales se reportaron en nifos 21 estudios caso-con-
trol para el gen GSTM1 y 18 para el GSTT1. En adultos, 21 fueron para el
gen GSTM1 y 20 para GSTT1.

Para todos los grupos de estudio se obtuvo un forest plot en el que se
muestra un efecto protector, cuando la razén de momios fue menor a 1,
y un aumento de riesgo cuando este valor fue mayor a 1, utilizando un in-
tervalo de confianza del 95%. También se muestra la contribucién de cada
uno de los estudios en el anélisis representado por el tamafio de la caja,
solo se muestra el gréfico de genotipos con ambos genes nulos (figura 2).



Figura 2. Forest plot de la razén de riesgos (RM) de GSTM1 nulo y GSTT1 nulo en
el riesgo de desarrollo de LA. Estudios estratificados por tamafio de muestra y LLA
fueron graficados de acuerdo a la variancia del log (RM), cada caja representa la RM
estimada y su area es proporcional a la contribucién para el estudio. El estudio mas
pequefio tenia un tamafo de muestra de 149, mientras que el mas grande de 1384
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Las distintas maneras en las que se pueden asociar las variables tales
como sexo, edad, tamafio de muestra y grupo étnico, entre otras, de los
estudios con los polimorfismos de GSTM1 y GSTT1, mostraron heteroge-
neidad significativa entre ellas.

En todos los estudios fue calculada la razon de momios total por el méto-
do de Mantel-Haenszel y la heterogeneidad del estudio. Uno de los estu-
dios(Eyada et al., 2007) tuvo una RM extrema de 11.14 (IC 95% 0.70-178),
pero no fue excluido del meta andlisis ya que no afectd significativamente
(tabla 2).

La RM total en leucemia aguda, asociado con genotipo GSTM1 nulo LLA
y en LMA fue 1.11 (95% IC 1.06-1.16) (Tabla 2) y 1.14 (95% IC 1.09-1.19)
(tabla 3) respectivamente. GSTT1 nulo en LLA y LMA fueron 1.07 (95% IC
0.98-1.17) (tabla 4) y 1.23 (95% IC 1.13-1.33) (tabla 5) respectivamente.
Para ambos genes nulos en LLA y LMA fueron 1.38 (95% IC 1.16-1.64,
p=0.002)y 2.30 (95% IC 1.67-3.12 p= 0.026) respectivamente.
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En varios estudios se analizaron los genotipos de acuerdo a la region
geogréfica, etnicidad, tipos de cancer, tamafio de muestra y proceden-
cia de los controles (Chen et al., 1997; Davies et al., 2002) y observaron
diferencias entre los grupos étnicos. En este estudio no se consideraron
aparte, ya que se analizé la asociacién de polimorfismos de GST con la
susceptibilidad a desarrollar leucemia aguda, considerando a todas las
etnias en un mismo grupo.

En los andlisis aqui realizados se observé heterogeneidad significativa
(tablas 2 a 5), resultando para LLA y LMA una p=0.000.

Los polimorfismos de la GST (M1 y T1) han sido evaluados como factores
de riesgo en varios tipos de cancer. Estudios de epidemiologia molecular
indican que individuos con pérdida de los genes GSTM1 y GSTT1 son
mas susceptibles a desarrollar cancer a diferencia de los que si tienen
estos genes.

Los resultados de este meta-analisis de 42 estudios caso-control, sobre
GSTM1 y GSTT1, muestran un modesto incremento en el riesgo de leuce-
mia linfoblastica y mieloblastica aguda sin embargo, al tener un genotipo
nulo para ambos genes, el incremento de riesgo es mas considerable
para el caso de LMA en el adulto. Esto es compatible con la propuesta
de que GSTM1 y GSTT1 podrian jugar un papel importante en la leuco-
mogénesis (Seedhouse y Russell, 2007). Hubo heterogeneidad entre los
estudios, principalmente aquellos estudios cuya RM fue superior a 1 (Bar-
nette et al., 2004; Sasai et al., 1999; Eyada et al., 2007; Arruda et al., 2001),
esto podria ser por el tipo de poblacidn y por las caracteristicas clinicas
de los pacientes, ya que la gran mayoria de ellos estuvieron expuestos a
agentes ambientales, sustancias quimicas y forma de vida distinta (Pigu-
llo et al., 2007).

La heterogeneidad también se puede explicar por variables no controla-
dasy que son inherentes al disefio de cada estudio ya que algunos tenian
sesgos importantes por ejemplo, el tamafio de muestra, que en algunos
fue pequefia(Sasai et al., 1999; Eyada et al., 2007) y dos estudios que uti-
lizaron muestras altamente heterogéneas por el origen étnico (Arruda et
al., 2001; Eyada et al., 2007). Generalmente, la heterogeneidad produce
una sobre estimacion de la verdadera asociacion sin embargo, en este
analisis, los estudios que contribuyeron a la heterogeneidad, no altera-
ron significativamente el valor estimado de la RM.
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Para aclarar la asociacién entre los genotipos y riesgo de leucemia, el ta-
mafio de muestra es considerado un factor crucial en el disefio de estu-
dios caso-control. Los estudios con tamafio de muestra menor de 100 ca-
sos-controles parecen sobreestimar la verdadera asociacion, debido a que
la cantidad de individuos con genotipo nulo, no tienen la fuerza suficiente
para detectarlo como una asociacién, aunque es bien conocido que un es-
tudio pequefio bien definido puede proveer una evaluacién mas precisa
de riesgo, que un estudio con muchos casos pobremente disefiado. Sin
embargo, muestras de gran tamafo con adecuada fuerza es uno de los fac-
tores importantes para el disefio de estudios caso-control y reflejaria mejor
la asociacién entre genotipos y riesgo de leucemia (Naoe et al., 2002).

Algunos de los estudios analizados fueron basados en comparacién con
casos de otro tipo de cancery controles de poblacién del hospital (Davies
et al., 2002; Balta et al., 2003; Haranatha et al., 2006; Pigullo et al., 2007,
Gra et al., 2008; Davies et al., 2000). Si bien es cierto que los genes GSTM1
y GSTT1 podrian conferir susceptibilidad a enfermos que no tienen cén-
cer, las frecuencias de sus genotipos podrian ser diferentes entre con-
troles basados en la poblacién y controles de poblacién y pacientes del
hospital no enfermos de céncer, y esto puede introducir heterogeneidad
entre los estudios. El uso de controles de poblacién diferente a la de un
hospital, es mas apropiado en los estudios de asociacion.

La asociacion entre leucemia y un sitio polimérfico en particular, en una
poblacién podria ser de valor limitado como un biomarcador para cancer
en otra poblacién.

5.3. Logros del Meta-analisis

Los resultados de este meta-analisis mostraron la asociacién entre los po-
limorfismos de GST y el riesgo de leucemia aguda, particularmente para
la LMA en adultos. Lo que significa que es conveniente seguir haciendo
la genotipificacién en poblaciéon sana como grupo de comparacion, y por
otro lado, el consenso en el disefio de los estudios, para obtener resulta-
dos homogéneos y comparables.

6. Conclusiones

Ademas de todas las herramientas que se comentaron en este trabajo
de investigacién, para realizar el diagndstico y elegir un tratamiento mas



adecuado para cada paciente, es necesario implementar en las unidades
hospitalarias en las que se da el servicio de hemato-oncologia a la comu-
nidad, el laboratorio de biologia molecular, en el que se debe confirmar
por técnicas de RT - PCR la cantidad de copias de ADN de la alteracidn
cromosdmica que se identifico.

Asimismo, identificar alteraciones cromosdémicas por bandas GTG y FISH
para la identificacién més precisa de estas alteraciones. Queda como un
importante reto para la farmacogenética el que se enfoquen los trata-
mientos personalizados en la terapéutica del cdncer, haciendo uso de los
genes de susceptibilidad.
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1. Antecedentes

1.1. Hidruros de aluminio

a su importancia en una variedad de aplicaciones, incluyendo sin-

tesis organica y procesos cataliticos industriales (Roesky, 2004). Los
hidruros de aluminio normalmente presentan estructuras oligoméricas en
fases condensadas. No obstante, se ha demostrado que utilizando ligan-
tes voluminosos o multidentados, se pueden obtener pequefos agrega-
dos de hidruros de aluminio e incluso arreglos discretos, tales como los
dihidruros monoméricos "LAIH, (L = HC{(CMe)(NAr)},; Ar =2,6-Pr,C,H.)
(I) (Cui, et al, 2000) y (Pr,ATHAIH, (II) (Dias, et al., 1995) (Figura 1.1).

L os hidruros de aluminio han sido ampliamente estudiados debido

Figura 1.1
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En este sentido, algunos tipos de hidruros de aluminio se han detectado
en superficies durante el crecimiento de peliculas delgadas de compues-
tos de aluminio. En principio, los compuestos de aluminio conteniendo



grupos hidruro monoméricos podrian ser modelos Utiles para entender
con mayor profundidad las reacciones quimicas que ocurren en la super-
ficie de los grupos AlH .

1.2 Reduccién de moléculas orgénicas

La hidroaluminacién en una reaccién importante tanto a nivel industrial
como en el laboratorio y aunque ésta es ampliamente utilizada, solamente
un numero reducido de informes en la literatura tratan sobre los interme-
diarios en la reaccién de hidroaluminacion ya que en muchas reacciones
los compuestos organicos son liberados por hidrélisis. Algunos ejemplos
interesantes de la aplicacién de hidruros de aluminio en sintesis orgénica
incluye la reduccién diasteroselectiva de hidrazonas derivadas de ceto-
nas proquirales e hidrazinas quirales con LiAlH, (Bataille et al., 2000).

Asimismo, el agente organometalico més poderoso para la reduccién de
las lactonas en lactoles es el hidruro de diisobutilaluminio (DIBAL-H), el
cual fue desarrollado durante la sintesis estereoespecifica de las prosta-
glandinas (Cook y Twine, 1968; Corey et al., 1969).

Se han descrito otros métodos utilizando hidruros organometalicos, in-
cluyendo la reduccién de piranonas y cumarinas. Igualmente, las oximas
pueden reducirse a aminas primarias utilizando LiAIH, aunque algunas
del tipo ArCH,CR=NOH producen aziridinas. Sin embargo, cuando el
agente reductor es DIBAL-H, el producto de reducciéon son aminas se-
cundarias a partir de una transposicién mientras que los isocianatos e
isotiocianatos pueden ser reducidos a metilaminas con LiAIH, (Smith y
March, 2001).

En este trabajo se informa sobre el estudio de hidroaluminacién de iso-
tiocianatos e isocianatos selectos con dos dihidruros de aluminio estéri-
camente impedidos en distintas relaciones molares.

2. Resultados y discusion
2.1. Preparacién de los hidruros ™SLAIH, (1) y MeLAIH, (2)
La reaccidon del bis(N-trimetilsililiminodifenilfosforanil) metano ™SLH

(™MSLH = [H,C{P®,(NSiMe,)},]) con el AIH3-NMe3 en tolueno a temperatu-
ra ambiente produjo el dihidruro 1 con un rendimiento del 84 % (Esque-
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ma 2.1). Por otra parte, la preparacion de MLAIH, (L = [H{(CMe)(NAn)},]-,
Ar = 2,4,6-Me,C,H,) (2) se hizo de acuerdo al método informado en la
literatura (Gonzélez-Gallardo et al., 2007).

Esquema 2.1. Preparacién del dihidruro de
aluminio ™sLAIH, (1)

La caracterizacién de 1 se realizd mediante técnicas espectroscdpicas
comunes (IR, RMN de 'H, "*C{'H}, ’Si{"H}, 3'P{"H}, 2’ Al{"H}), espectrometria
de masas con ionizacidn por impacto electrénico (IE) y por estudios de
difraccién de rayos X de monocristal. El espectro de IR exhibe bandas
caracteristicas del estiramiento asimétrico y simétrico correspondiente al
grupo AlH, en 1827 y 1768 cm™', respectivamente. El espectro de RMN
de 'H presenta una sefial ancha alrededor de 8 4.80 correspondiente a
los dos protones del grupo AlH, y una sefal triple en 8 1.79 ppm corres-
pondiente al protdn del metino, el cual presenta un acoplamiento a dos
enlaces con los dos dtomos de fésforo, 2J,,, = 3.86 Hz. El espectro de
RMN de #’Al{"H} presenta una sefial en § 129 ppm (w,, = 3570 Hz) corres-
pondiente a un &tomo de Al tetracoordinado mientras que en el espectro
de RMN de #Si{’H} se observa una sefial sencilla en 3.7 ppm. El espectro
de RMN de *'P{'H} exhibe una sefal sencilla en 8 29.1 ppm, la cual se
encuentra desplazada sensiblemente a frecuencia maés alta con respecto
al ligante ™SLH (cf 8 6 ppm) (Appel y Ruppert, 1974). La evidencia espec-
troscopica anterior sugiere que el compuesto 1 se encuentra en forma de
hidruro monomérico en disolucién. Por otra parte, el espectro de masas
(IE) exhibe un pico con m/z 585 correspondiente a [M*-H], caracteristica
de los hidruros de aluminio.



Se obtuvieron cristales incoloros de calidad suficiente para realizar estu-
dios de difraccién de rayos X de monocristal, a partir de una solucion sa-
turada de 1 en pentano a -32 °C. El compuesto 1 cristalizé en un sistema
monoclinico con un grupo espacial P2, con dos moléculas cristalogréfi-
camente independientes en la celda unitaria. La estructura cristalina de
1 muestra una molécula discreta con un dtomo de aluminio tetracoordi-
nado, semejante a lo observado en solucién (figura 2.1). Los pardametros
geomeétricos selectos y los datos cristalograficos més importantes sobre
la solucién y refinamiento de 1 se encuentran enlistados en las tablas 2.1
y 2.2, respectivamente.

Figura 2.1. Proyeccién ORTEP de la molécula
A del compuesto 1 con elipsoides térmicos
al 50 % de probabilidad en los heteroatomos

I

Tabla 2.1 Parametros geométricos (A, °) selectos para las moléculas
Ay B del compuesto 1

Molécula A Molécula B
Al(1)-H(1) 1.56(1) Al(2)-H(3) 1.58(1)
Al(1)-H(2) 1.58(1) Al(2)-H(4) 1.56(1)
Al(1)-N(1) 1.912(2) Al(2)-N(3) 1.930(2)
Al(1)-N(2) 1.918(2) Al(2)-N(4) 1.920(2)
P(1)-N(1) 1.625(2) P(3)-N(3) 1.628(2)
P(2)-N(2) 1.631(2) P(4)-N(4) 1.623(2)
H(1)-Al(1)-H(2) 110(2) H(3)-Al(2)-H(4) 112(2)
Contintia...
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Molécula A Molécula B
N(1)-Al(1)-N(2) 110.4(1) N(3)-Al(2)-N(4) 107.9(1)
N(1)-Al(1)-H(1) 106(1) N(3)-Al(2)-H(3) 115(1)
N(1)-Al(1)-H(2) 108.0(1) N(3)-Al(2)-H(4) 107(1)
N(2)-Al(1)-H(1) 107(1) N(4)-Al(2)-H(3) 111(1)
N(2)-Al(1)-H(2) 116(1) N(4)-Al(2)-H(4) 104(1)
P(1)-C(1)-P(2) 123.5(2) P(3)-C(23)-P(4) 122.6(2)

Tabla 2.2 Datos cristalogréficos y de refinamiento del compuesto 1

Formula

Peso molecular
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
Temperatura, K

A A

a, A

b, A

¢, A

Volumen, A3
V4
Pestcutager 9°CM™

w, mm-'

F(000)

Intervalo 0, recoleccién datos

Indice de intervalos

Reflexiones colectadas

C,H,,AIN,P,Si,
586.76
Monoclinico
P2,

100(2)
1.54178
11.813(1)
20.347(1)
14.760(1)

90

112.89

90

3268(1)

4

1.192

2.335

1248
3.25a58.68°

-12<h<12
21<k=<21
-16<l<16

13553

Continua...



Reflexiones independientes (R ) | 8393 (0.0261)

int

Datos/restricciones/parametros 8393/11/710

GoF en F? 1.038
R12, wR2> (I > 20(l)) 0.0294,0.0741
R12, wR2P (datos totales) 0.0306,0.0750

Parrdmetro de estructura absoluta = 0.48(1)

Pico/hueco restante més grande, 0.492/-0.288
eAs

*R1=Z||F,|-|F.|| /2 |F,).> wR2 = [SW(F ? - F 2)2/Sw(F 2)?]"2

El dtomo de aluminio presenta una geometria tetraédrica ligeramente
distorsionada mientras que las distancias de enlace Al-H (1.56(2), 1.58(2),
1.56(1), 1.58(1) A) son similares a las encontradas en otros compuestos
semejantes L*AIH, (L* = HC{(CMe)(NMe)},  (1.53(4) A)) (Kuhn et al., 2000)

o

y PLAIH, (L = HC[{(CMe)(NAr)}LT; Ar =2,6-Pr,CH.) (1.51(2) A) (Twamley
et al., 2001; Cui, et al. 2000). Los &ngulos de enlace H-Al-H (110(2)° y
112(2)° son comparables con aquéllos de los compuestos antes men-
cionados (111.3(8) y 113.2(11)°), ademas el anillo CP,N Al presenta una

conformacién en forma de bote.
2.2. Reacciones de hidroaluminacidon

Se estudiaron las reacciones de hidroaluminacién utilizando 1 con metil-,
tertbutil- y fenilisotiocianato en relaciones molares 1:1y 1:2. Con ambas
relaciones estequiométricas se obtuvieron los mismos productos corres-
pondientes a la hidroaluminacién de una sola molécula del isotiocianato
respectivo (Esquema 2.2.).

Las reacciones de 1 con el metil-, fenil y terbutilisotiocianato en tolue-
no a temperatura ambiente, tanto con una relacién molar 1:1 como 1:2
produjeron el mismo tipo de compuestos correspondientes a los com-
puestos 3, 4 y 5, respectivamente. De forma general, los tres compues-
tos anteriores presentan estructuras correspondientes a productos de
una monohidroaluminacién con la reduccion selectiva de los grupos
isotiocianato generando los grupos tioamido respectivo. El compuesto
™S AIH{x2-N,S-[CH(S)NMe]} (3) se obtuvo con un rendimiento del 50 %
mientras que ™SLAIH{k2-N,S-[CH(S)N®]} (4) y ™SLAIH{k-N- [CH(S)N*Bul}(5)
se obtuvieron con 69 %y 75 %, respectivamente. Todos los compuestos
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fueron caracterizados por métodos espectroscépicos (IR y RMN de 'H,
2ZIA{TH}, 2°Si{"H}, 3'P{"H}) y espectrometria de masas (IE).

Esquema 2.2. Reacciones de hidroaluminaciéon de isotiociantos selectos con 1

PN ¢ ! \
PRNPTY _en=c=s —P7NP-®  MeN=C=9 ‘“_:/_\P_“’
Me;{SJ/N‘:i-‘[I/NgT%]M% Me_-;Si/N‘:Al\’N”“SiMeG Me.Si” \Af o SiMes
H/N\\ H H Zk
() m [3]

BuN=C=5
0o p
(13—||:‘ \Z P

Los espectros de IR exhiben las bandas de estiramiento correspondiente
a los grupos C=S del tioamido (NC(S)H) en la regién de 1250 a 1260 cm™”
(Pertsch et al., 2000). Ademés, los compuestos también exhiben la banda
de vibracién correspondiente a Al-H alrededor de 1775 cm-1. Los espec-
tros de masas de los compuestos 3 - 5 no exhiben los iones molecula-
res. Sin embargo, se observan algunos fragmentos caracteristicos, tales
como m/z 494 y 416 correspondientes a los fragmentos C,,H;,N,PSiAIS
y C,cH,N,P,Si,Al en 5, respectivamente. Los compuestos 3 y 4 muestran
un mismo fragmento en m/z 585 correspondiente a la pérdida del grupo
tioamido [M*- RNC(S)H]. Los espectros de RMN de 'H, "*C{'H}, *'P{'H} y
29Si{"H} para 3, 4 y 5 exhiben las sefiales caracteristicas del anillo inorga-
nico. Asimismo, los espectros de 'H exhiben ademas sefiales sencillos en
5 8.85,8.78 y 8.72 ppm, correspondientes al protén del grupo tioamido
(NC(S)H) de 3, 4,y 5, respectivamente.

La relacidn entre la integracion de estos protones y los protones & (CH)
del anillo CHP,N,Al sugiere la existencia de productos de monohidro-
aluminacién. Esto también se confirma por la presencia de una sefal an-
cha en 8 4.87 ppm correspondiente al protén de AlH. Los espectros de
BC{'H} de estos compuestos exhiben un sefal aproximadamente en §
160 ppm correspondiente al grupo tioamido.



Por otra parte, los espectros de RMN de ¥Al{'H} exhiben diferente com-
portamiento en solucidn. En el caso del compuesto 3 se observa una se-
fial sencilla en 8 56 ppm (w,,, = 153 Hz) correspondiente a un dtomo de
aluminio pentacoordinado en disolucién. Por otra parte, el compuesto 4
exhibe dos sefales en § 107 ppm (w,, = 1350 Hz) y en 8 62 ppm (w,,, =
125 Hz) lo que sugiere la existencia de un equilibrio en disolucién entre
especies tetracoordinadas y pentacoordinadas. Este equilibrio no se ob-
serva en el espectro de 'H. Finalmente, el compuesto 5 exhibe una sefial
sencillaend 119 ppm (o,,, = 1090 Hz).

Adicionalmente se estudié la reactividad del compuesto 1 como agente
reductor del fenilisocianato con relaciones molares 1:1y 1:2 y en ambos
casos se obtuvo el mismo compuesto, ™SLAIH{k?-N,S-[CH(S)N®]} (6) (Es-
quema 2.3).

Esquema 2.3. Reaccién de hidroaluminacién del fenilisocianato con 1

i) th
\ /
fT\> ;Ti (b—P//\“\P—(h
AN i | |
e—f7Npme 2eN=C=Q 6N e, + PN=C=0
N _N tolueno 3 Pl
Me,Si~ SAIT “SiMe, H Li&
H/ \H P
D H
(6)

(1

El compuesto 6 se obtuvo con 53% de rendimiento y fue caracterizado
por los métodos espectroscopicos comunes. El espectro de IR muestra
la sefial de estiramiento correspondiente al carbonilo del grupo amido
N(C=0O)H en 1693 cm™". El espectro de "H muestra una sefal sencillaen 8
9.29 ppm N(C=O)H con una relacién similar a la de los grupos AlH (86 4.78
ppm)y CH (8 1.80 ppm). Esto sugiere la existencia de un producto de mo-
nohidroaluminacién en disolucién, similar a lo observado en #’Al, donde
se presenta una sefal sencilla en 8 56 ppm correspondiente a un dtomo
de aluminio pentacoordinado. Ademas, el espectro de masas exhibe un
pico con m/z 704, correspondiente a [M*-H].

Por otra parte, se estudié también la reactividad del dihidruro de aluminio
Mel AIH, (MeL = [H{(CMe)(NAN}]-; Ar = 2,4,6-Me,C,H,) (2) con metil-, fenil-
y terbutilisotiocianato en una relacion 1:1y 1:2. Independientemente de
la relacién molar utilizada se obtuvieron productos correspondientes a
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una doble hidroaluminacién para el metilisotiocianato y para el feniliso-
tiocianato. Sin embargo, en el caso del terbutilisotiocianato la reaccion
no procede, aislandose solamente las materias primas (Esquema 2.4).

Esquema 2.4. Reacciones de hidroaluminaciéon de isotiocianatos selectos con 2

o A
N S H YY N s H
( jt\l’;Y 2BN=C=8 7 2MeN=C=8 ( }t\/Y
TN N - /N_\ ,N\ - . |<THN
N s AT AT A N/ N\
Ar N H TH Arf/NiK Me
@ H (2) Me .
(8) @)

Los compuestos MeLAKk?-N,S-[CH(S)NMel}2 (7) y MeLAl{x2-N,S-[CH(S)
N®]}2 (8) se obtuvieron con 67% y 74% de rendimiento, respectivamen-
te. Los espectros de IR en estado sélido de 7 y 8 exhiben la presencia de
bandas de estiramiento para el grupo tioamido C=Sen 1245y 1260 cm™',
respectivamente. Ademas, no se observa evidencia de la banda de vibra-
cién Al-H en la regién de 1700 - 1800 cm™, lo que confirma la sustitucidn
completa de los hidruros unidos al &tomo de aluminio. Los espectros de
masas muestran picos en m/z 434 y 496 correspondientes a los fragmen-
tos [M*-R] (R = Me (7), ® (8)). La estructura de los compuestos 7 y 8 en
disolucién se elucidé mediante espectroscopia de RMN de 'H, "*C{"H}
y ZAl{'H}. Los espectros de 'H muestran las sefiales caracteristicas del
ligante ademas de una sefal sencilla en § 5.09 (7) y 5.23 ppm (8) corres-
pondiente a los protones g con una relacién semejante a las sefiales sen-
cillasen 8 8.08 (7)y 8.56 ppm (8) correspondientes a los grupos tioamido
(C(S)H). Los espectros de RMN de *C{'H} de 7 y 8 muestran también la
sefal caracteristica de los grupos tiocarbonilo en 8 183.7 y 186.1 ppm,
respectivamente. Por otra parte, los espectros de RMN de 2’Al{"H} mues-



tran sefiales sencillasen 8 15 (7)y 8 ppm (8), confirmando la existencia de
compuestos de aluminio hexacoordinados en disolucién.

Se obtuvieron cristales incoloros de calidad suficiente para realizar es-
tudios de difraccion de rayos X de monocristal, a partir de una solucion
saturada de 8 en una mezcla de CH,Cl2/hexano a -5 °C. El compuesto 2
cristalizé en un sistema monoclinico en el grupo espacial P2,/n con una
molécula en la unidad asimétrica (Figura 2.2). Los pardametros geométri-
cos selectos y los datos cristalograficos sobre la solucién y refinamiento
de 8 se encuentran enlistados en las tablas 2.3 y 2.4.

La estructura molecular de 8 exhibe un dtomo de aluminio hexacoordi-
nado con una geometria octaédrica distorsionada con los dtomos de S
coordinados de manera anti. Las distancias de enlace Al-S con 2.418(1)
y 2.491(1) son mayores que aquéllas observadas en LAI(SH)? (2.223(1),
2.217(1)) (Jancik et al., 2003).

Figura 2.2. Proyeccién ORTEP del compuesto

8 con elipsoides térmicos al 50 % de proba-

bilidad en los heterodtomos y los dtomos de
C24yC31

Tabla 2.3. Pardmetros geométricos selectos (A, °) para el compuesto 8

Al(1)-N(1) 1.961(2) N(1)-Al(1)-N(2) 92.6(1)
Al(1)-N(2) 1.960(2) N(3)-Al(1)-N(4) 83.2(1)
Al(1)-N(3) 2.095(2) N(1)-Al(1)-N(4) 162.6(1)
Al(1)-N(4) 2.052(2) N(3)-AI(T)-N(1) 93.0(1)
Al(1)-S(1) 2.418(1) N(3)-Al(1)-N(2) 168.0(1)
Continda...
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Al(1)-S(2) 2.491(1) N(4)-Al(1)-N(2) 94.5(1)
C(24)-5(1) 1.694(2) N(3)-C(24)-5(1) 117.5(2)
C(31)-5(2) 1.697(2) N(4)-C(31)-5(2) 117.3(2)

Tabla 2.4. Datos cristalogréficos y de refinamiento del compuesto 8

Formula C,H,AIN,S,

Peso molecular 632.84

Sistema Cristalino Monoclinico

Grupo Espacial P2./n

Temperatura, K 173(2)

Tamanfo del cristal mm? 0.44x0.44x0.29

A A 0.71073

a, A 10.996(2)

b, A 15.678(3)

c A 19.928(3)

a, ° 90

B, ° 104.49

Y, °© 90

Volumen, A3 3326(1)

4 4

Pesiculadar 9'CM™ 1.264

w, mm-™' 0.219

F(000) 1344

Intervalo 0, recoleccidon datos 3.25a558.68°

indice de intervalos -13<h=<13
-18<k<18
-23=<1<23

Reflexiones colectadas 27338

Reflexiones independientes (R, ) 6069 (0.0414)

Datos/restricciones/pardmetros 6069/0/408

GoF en F? 1.031

Continua...




R12, wR2® (I > 20(1)) 0.0417,0.0977

R12, wR2P (datos totales) 0.0417,0.1020
Pico/hueco restante més grande,  0.358/-0.203
e A3

=3 ||F|-|F]|/Z|F|.> wR2 = [Sw(F.2 - F 22 /Sw(F 2}]"2

La reaccién de 2 con el fenilisocianato tanto en una relacién molar 1:1
como 1:2 en tolueno a temperatura ambiente dio el compuesto 9 con un
rendimiento del 60% (Esquema 2.5).

Esquema 2.5. Reacciones de hidroaluminacidon del fenilisocianato con 2

A Ar

DN=C=5 N

3 W 24 —\|

2 %C\ AI\ HE/ 2(I1N c= 5 2 N N 1|]‘%H)O AI/ x /
wll \ TR

/TN H AT AL A " bH Ho

Ar H H r

(9] 2)

H
O
o]

Ar =

El espectro de IR muestra la sefal caracteristica del grupo C=0O en
1693 cm™ mientras que el espectro de RMN de "*C{'H} exhibe la sefal
correspondiente al grupo C=0 en & 178.0 ppm. El espectro de RMN de
'H muestra una sefial que corresponde al protén del grupo H(CO) en §
9.49 ppm. Por otra parte, en el espectro de RMN de #Al{"H} se observa
una sefial sencilla en & 35 ppm correspondiente a un dtomo de aluminio
pentacoordinado. Las evidencias espectroscdpicas anteriores sugieren
entonces la existencia de un centro metalico de aluminio pentacoordina-
do con coordinacién bidentada a un grupo amido producto de la reduc-
cién del isocianato.

Por otra parte, la reaccion de 2 con dos equivalentes de fenilisocianato en
presencia de 1.5 equivalentes de H,O produjo el sistema cocristalino [V
LAI(OH)],(u-O)2[®NHC(O)H],, formado por una molécula de alumoxa-
no con grupos terminales OH y dos moléculas de la N-fenilformamida
®NH(CO)H. La ruta mas probable de formacion del sistema [MeLAI(O-
H)],(u-O)*2[®NHC(O)H], se propone en el esquema 2.6.
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El sistema cocristalino fue caracterizado por estudios espectroscépicos
de RMN de 'H, IR y espectrometria de masas, ademas de estudios de di-
fraccién de rayos X de monocristal. El espectro de RMN de ,H del sistema
presenta una sefal sencilla que integra para dos atomos de hidrégeno
en 8 4.82 ppm correspondiente a los protones del esqueleto del ligante
B-dicetiminato. Ademas, se observa una sefal sencilla en 8 -0.64 ppm
que corresponde a los dos protones del grupo OH.

Esquema 2.6. Ruta propuesta para la formacién del sistema [MeLAI(OH)],(u-
O)e2[®NHC(O)H],

A

r

N O H

2 W 2(bN=C=8S ( N\/\Y
— 2 A

N_ -
ATAT A N

s
N \
H it H

0

2)

Por otra parte, en este espectro también se observan las sefiales corres-
pondientes a las dos moléculas de N-fenilformamida en 8 8.01y 8.35 ppm
correspondientes a los protones de los grupos CHO y NH, respectivamen-
te, integrando cada uno para dos protones. Ademas, el espectro de IR del
sistema exhibe las bandas de estiramiento simétrico para el grupo car-
bonilo en 1696 cm™'. El espectro de masas presenta un pico con m/z 121
correspondiente a la molécula de N-fenilformamida del cocristal.

El sistema cocristalino cristalizé a partir de una solucién saturada de to-
lueno/hexano a -5 °C, en un sistema triclinico con un grupo espacial P-1
(Figura 2.3). Los detalles cristalograficos més importantes sobre la solu-
ciény refinamiento del sistema cocristalino [MeLAI(OH)],(u-O)*2[®NHC(O)
H], se encuentran enlistados en la tabla 2.5.



Figura 2.3. Proyeccion ORTEP del sistema
cocristalino [MeLAI(OH)](u-O)«2[®NHC(O)H],
con elipsoides térmicos al 50% de probabi-
lidad para los heteroatomos y C(53) y C(60)

La estructura cristalina de la molécula de [MLAI(OH)],(u-O) contenida en
el sistema cocristalino exhibe un angulo Al(1)-O(1)-Al(2) correspondiente
a 137.7(2)° lo que representa valores ligeramente menores a aquéllos in-
formados para los compuestos anédlogos [FLAI(OH)],(u-O) ('L = [HC{(C-
Me)(NAn},]- Ar =2,6-Pr,C,H;) (143.8(2)°) (Bai et al., 2003) y [PLAI(OH)
(u-O)AIPL(OCH=N'BuU)] (147.8(1)°) (Peng, et al., 2004). Los centros meta-
licos de aluminio estédn coordinados a un grupo OH con un dtomo de
oxigeno puente. Las distancias de enlace Al(1)-(u-O) y Al(2)-(u-O) con
1.692(3)y 1.701 (3)A, respectivamente, son similares a las informadas para
compuestos analogos con la unidad Al-O-Al (1.698(3), 1.694(3), 1.699(2)
y 1.706(2) A). Asimismo, las distancias de enlace Al-OH con 1.738(3) y
1.719(3) A son comparables con aquéllas de los compuestos anteriores;
1.738(3), 1.741(3), 1.739(2) y 1.727(2) A. Sin embargo son mayores que
aquéllas existentes en el compuesto monometalico [F'LAI(OH),] (1.710(2)
y 1.695(2) A) (Cui, et al., 2000). Ademas, los angulos de enlace (u-O)-Al-
(OH) con 113.9(1)°y 112.9(1)°, son semejantes a los informados para los
compuestos antes mencionados.

Por otra parte, el sistema cocristalino también contiene dos moléculas
del N-fenilformamida ®NH(CO)H. Estas moléculas se encuentran enlaza-
das a la molécula de alumoxano [MLAI(OH)],(u-O) a través de puentes de
hidrogeno entre el &tomo de H del grupo NH de la N-fenilformamida y
los &tomos de O de los grupos OH del alumoxano.
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Tabla 2.5 Datos cristalogréficos y de refinamiento del compuesto 9

Formula

Peso molecular
Sistema Cristalino
Grupo Espacial
Temperatura, K
Tamafo del cristal mm?3
A

a A

b, A

c A

a, °

B, °

7.°

Volumen, A

V4
Peslculadar 9'CM™

w, mm-’

F(000)

Intervalo 0, recoleccién datos

Indice de intervalos

Reflexiones colectadas

Reflexiones independientes (R. )

int

Datos/restricciones/pardmetros

GoF en P?
R12, wR2 (I > 20(l))
R12, wR2P (datos totales)

O DE
PROTEGIDOS C

O

HIDRUROS DE ALUMINIO ESTERICAMENTE
ON MOLECULAS PEQUENAS INSATURADAS

C,HAIZN,O,,@ 2(CH,NO)
1013.21

Triclinico

P-1

173(2)

0.29x0.19 x 0.05

0.71073

12.904(4)

13.738(5)

18.068(5)

90.21(
91.77(
115.25(4)
2895(2)

2

1.162

0.102

1084

2.26 2 46.62°

-14<h<14
-15<k<15
20<1<20

26817

8332 (0.0806)
8332/370/782
1.000

0.0658, 0.1423
0.1203, 0.1660

4)
4)

Pico/hueco restante mas grande, | 0.309/-0.211

e-Ad

*R1=%||F,|-|F] | /= |F.> wR2 = [Sw(F 2 - F 22 /Zw(F 2}2]"2
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1. Introduccién

ciéon en medio acuoso han incrementado su importancia debido

a la naturaleza y bajo costo que presenta el agua como disolven-
te, asimismo los complejos de metales de transicién solubles en agua
pueden ser utilizados como modelos para sistemas bioldgicos (Lippert,
1999). Se han realizado muchos trabajos relacionados con el desarrollo
de ligantes hidrofilicos, los cuales pueden ser capaces de coordinarse
con algunos metales de transicion, estratégicos para ser utilizados como
precursores cataliticos en solucién, aplicados a reacciones donde un al-
queno es el sustrato. Tal es el caso de las reacciones de hidroformila-
cién (Deshpande et al., 1996); hidrogenacién (James, 1973); alquilacién
(Amatore et al., 1995); substitucidn alilica (dos Santos et al., 1998); isome-
rizacién (Henry, 1973); y carbonilacion (Kiji et al., 1988), etc.

I as transformaciones orgénicas catalizadas por metales de transi-

En los ultimos afios ha sido de considerable interés la catélisis homogé-
nea en fase acuosa con metales de transicién (Kuntz, 1987). Los ligantes
frecuentemente utilizados para este tipo de reacciones son triarilfosfinas
funcionalizadas con grupos hidrosolubles (Kuntz, 1987; Bonaplata et al.,
1995; Cornils et al., 1995; XiaoZhong et al., 2003; Kalck y Monteil, 1992).
Las trialrilfosfinas son buenos donadores s que estabilizan al complejo
metalico. Sin embargo, reportes recientes han mostrado que las estibi-
nas, también funcionan como buenos ligantes en los procesos ya men-
cionados (Sharmaetal., 1999; Gédmezetal., 2001; Cabreraetal., 2004). Las
fosfinas sulfonadas son eficientes ligantes en la reaccién de hidroformila-
cion (Deshpande et al., 1996), los grupos sulfénicos y sus sales proveen



un alto grado de solubilidad en agua y ofrecen ventajas inherentes al
proceso.

Dado lo anterior, resulté muy interesante el tratar de sintetizar ligantes
sulfonados a base de antimonio, los cuales podrian ser utilizados como
ligantes hidrosolubles; ademé&s de probar su reactividad en la reaccion
de amidocarbonilacién. En dicha reaccién se ha comprobado que los
ligantes estibinicos son mas selectivos y dan mejores resultados que las
fosfinas correspondientes (Gémez et al., 2001; Cabrera et al., 2004).

2. Parte experimental

En un matraz Erlenmeyer de 50 mL se colocé trifenilestibina (1 g) en te-
tracloruro de carbono (0.5 mL). Se adiciond &cido sulfirico fumante (33
% de SO, libre) (1 mL) controlando la temperatura (menor a 40°C) en
agitacién constantemente durante 45 minutos. Posteriormente se adicio-
no agua fria, formando un sélido blanco, que se filtré al vacio. El sélido
formado se neutralizé con una solucién de NaOH al 50%. Finalmente, se
filtrd, obteniéndose un sélido blanco, el cual se disolvié en metanol para
su posterior recristalizacién.

Esquema 1. Propuesta mecanistica del polimero de poli[[u-oxo-
bis(trifenilstibina)]-u-sulfato-O,0'] (1)
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3. Resultados

La reaccidn de trifenilestibina, bajo condiciones de sulfonacién (Kuntz,
1987), proporciond un sélido blanco, el cual se cristalizo de metanol. Este
proceso dio dos diferentes productos, los cuales fueron identificados por
rayos X: el obtenido al cristalizar a temperatura ambiente presento una
estructura polimérica poli[[u-oxo-bis-(trifenilstibina)]-u-sulfato-O,0] (1) y
el otro compuesto, obtenido a baja temperatura fue el dimero bis-[(u-me-
toxi)-(u-oxo)-bis-(trifenilantimonio(V)] (2). Conociendo el caracter oxidan-
te del trioxido de azufre, se propone los siguientes mecanismos de reac-
cién para la formacién de las estructuras 1y 2 (esquemas 1y 2).

Esquema 2. Propuesta mecanistica del dimero de bis[(u-metoxi)-
(u-oxo)-bis-(trifenilantimonio(V)] (2)
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4. Estudios de difraccién de rayos X

Los compuestos 1y 2 se obtuvieron como cristales incoloros que se mon-
taron en una fibra de vidrio y fueron analizados a temperatura ambiente
en un Difractdmetro Siemens P4/PC equipado con radiacion de Mo (Ka
=0.7107 A) o Cu (Ko = 1.5418 A). El decaimiento se considerd insignifi-
cante en ambas muestras. Los datos mas importantes de los anélisis se
resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Datos cristalinos y detalles de refinacion de los compuestos 1y 2

Compuesto 2

Formula C41 H46 O5 Sb2

FW 862.28

Sistema Cristalino Ortorrémbico

Grupo espacial Pnma

Temp, K 293

r A 0.71073

a, A 10.972(1)

b, A 20.919(3)

c A 16.637(2)

a, grados 90.0

B, grados 90.0

y, grados 90.0

v, A 3818.58

V4 4

F(000) 1698

Tamano del cristal, mm?3 0.006

Rango de indices -9<h<?9
9<k<9
-10<1<10

No. reflns colectadas 4506

No. reflns independientes (R,,) 4506

386

Compuesto 1
C36 H31 O5.5SSb2
827.17
Monoclinico
P21/c
298
1.54178
12.251(2)
14.849(1)
18.140(1)
90
101.88
90
3229.26
4
1636
0.008
-8<h<8
11 <k< 11
-15<1<15
4542
4306
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Compuesto 2 Compuesto 1
No. datos / restricciones / 4506 /07225 4306 /07407
parametros
GoF on F? 1.012 1.202

Las estructuras fueron resueltas por métodos directos. La refinacién de
la estructura anisotrépica fue llevada a cabo por técnicas matriciales de
minimos cuadrados para todos los dtomos diferentes a hidrégeno. La so-
lucién de las estructuras y la refinacion de las mismas se realizaron con
el programa SHELXTL versién 6.10. La descripcion de cada una de las
estructuras se desarrollara a continuacién de forma independiente.

4.1. Estructura cristalina del compuesto poli[[u-oxo-bis(trifenilestibi-
na)]-u-sulfato-O,0']1 (1)

La estructura del compuesto 1 se establecié completamente por los ana-
lisis de Difraccién de rayos-X de monocristales obtenidos de la evapora-
cién lenta de una soluciéon metandlica del compuesto a temperatura baja
(-20°C). La vista ORTEP del compuesto 1 se representa en la figura 1. Dis-
tancias y angulos de enlace seleccionados se resumen en las tablas 2, 3y 4.

Figura 1. Vista ORTEP de la estructura

monomérica del polimero lineal 1. Los

dtomos de hidrégeno fueron omitidos para
mayor claridad

| /Y
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2t C7 | ¥
v \ Moo N\ Ao
‘J \Uf”/ t\A'c») s
) N\ A TN
\ T v\‘ L — _'\-- I



La unidad baésica del polimero es la estructura representada en la figura
1. En dicha estructura dos dtomos pentacoordinados de antimonio estan
puenteados por una unidad sulfato y se enlazan a otra unidad monoméri-
ca a través de un puente oxo. El &tomo de antimonio con un core SbC,O,
estad ligeramente distorsionado de una geometria bipirdmide trigonal.
Los &tomos de carbono arométicos estan localizados en las posiciones
ecuatoriales de dicha geometria, mientras que los dtomos de oxigeno
estén en las posiciones apicales. Las distancias de enlace Sb-C estan en
el rango de 2.08 a 2.14 A. Los enlaces Sb-O son diferentes entre ellos. El
valor del enlace Sb-O-Sb se encuentra alrededor de 1.95 a 1.99 A, similar
al enlace Sb-O de una estructura Sb,0O, (1.977 A) repoortada (Svensson,
1975). El enlace Sb-O-S es aproximadamente de 2.20 Ay es ligeramente
mas largo que el enlace Sb-O-Sb. Los dngulos de enlace C-Sb-C tienen
valores de 131.1, 115.5y 112.5° alrededor del 4&tomo Sb1, mientras que
para el dtomo Sb2, dichos dngulos son de 123.3, 117.5y 117.7°. Es im-
portante resaltar que el angulo C-Sb-C de mayor valor es aquel localiza-
do del mismo lado del fragmento SO,. Los &ngulos de enlace (Sb)O-Sb-
O(S) tienen valores de 176.3y 178.1° correspondientes a los centros Sb'1
y Sb2, respectivamente. El dngulo de enlace O-Sb-O presenta una ligera
distorsién de la geometria ideal de bipirdmide trigonal, pero puede con-
siderarse muy cercano a la linealidad. La geometria del fragmento SO,
es muy cercana a la tetraédrica, por el valor de los angulos alrededor del
adtomo de azufre. Las longitudes de enlace S-O tienen valores que estén
entre 1.44 - 1.51 A, los cuales son mas largos que los que presenta el an-
timonio (Sb1-O1y Sb2-02).

Tabla 2. Distancias (A) y angulos (°) de enlaces seleccionados de la estructura
cristalina del compuesto 1

o o

Enlace A Angulo Angulo
Sb1 O5 1.995(19) O5Sb1C13 | 90.4(11) C19Sb2C31  117.7(13)
Sb1C13 | 2.08(3) O5Sb1 C7 90.9(10) O5Sb202 178.1(9)
Sb1 C7 2.09(4) C13Sb1C7 | 131.1(12) C25Sb2 02  87.0(10)
Sb1 C1 2.14(3) O5Sb1 C1 99.4(10)  C19Sb202 | 84.9(10)
Sb1 O1 2.20(2) C13Sb1C1 | 115.5(12) C31Sb2 02 | 85.9(10)
Sb2 O5 1.95(2) C7 Sb1 C1 112.5(12) H O45103 115.2(17)

Continda...
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o o

Enlace A Angulo Angulo

Sb2 C25 | 2.10(3) O5Sb1 O1 176.3(9) 045102 109.5(14)
Sb2 C19 | 2.11(3) C13Sb10O1 | 86.6(11) | O3S102 108.7(14)
Sb2 C31 | 2.12(3) C7 Sb1 01 89.5(10) 045101 109.3(14)
Sb2 O2 2.22(2) C1Sb101 83.8(10) | 035101 106.9(16)
S104 1.44(2) O5Sb2C25 | 91.1(11) | O2S101 107.0(14)
S103 1.45(3) O5Sb2C19  95.6(10)  S10O1Sb1 133.2(13)
S102 1.48(2) C25Sb2C19  117.5(13) S102Sb2 160.7(16)
S101 1.51(2) O5Sb2 C31  95.5(11) | Sb20O5Sb1 | 144.3(12)
O5 Sb1 1.995(19) C25Sb2C31  123.3(11)

La estructura polimérica tiene una conformacién zigzag que se evidencia
por el andlisis de los angulos de enlaces S-O-Sb, los cuales tienen dife-
rentes valores. El angulo de enlace S1-O2-Sb2 presenta un caracter muy
cercano a la geometria lineal (160.7°) mientras que el dngulo S1-O1-Sb1
tiene un valor méas cercano a una geometria tetraédrica (133.2°), ademas
de ser similar al valor del angulo Sb2-O5-Sb1 (144.3 °). Los dtomos O1,
Sb1, O5, Sb2 y O2 se encuentran entre planos que se intersectan en el
centro O5. Los planos de este fragmento tienen un dngulo de torsion de
85.5" a lo largo de la cadena polimérica. Los grupos fenilos que contie-
nen los dtomos de carbono C13 y C25 presentan un empaquetamiento
n entre ellos, propuesto a partir de las distancias presentadas entre los
centroides de cada grupo fenilo (3.92 A). El arreglo angular del plano
que incluye los dtomos O1-Sb1-0O5-Sb2-O2 puede deberse a la simetria
tetraédrica del fragmento SO, y al empaquetamiento x de los anillos aro-
maticos (figura 2). La estructura de la cadena polimérica tiene un arreglo
periddico a través de toda la celda cristalina.



Figura 2. Vista de la cadena principal del polimero. Para
mayor claridad, solo se muestran los grupos fenilos que
presentan empaquetamiento-xt

En la estructura cristalina se observa una molécula de agua de cristali-
zaciéon por cada unidad monomérica. Dicha molécula de agua presenta
puente de hidrégeno con el &tomo de oxigeno O3 (tabla 4 y figura 3).

Tabla 3. Distancias (A) y angulos (°) de enlace del puente de H con moléculas
de agua, en la estructura cristalina del compuesto 1
O-H H-O 00 OHO angulo
06 H6A O3 0.86 2.00 2.85(9) 1771

Figura 3. Puente de hidrégeno presente en el compuesto 1
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4.2. Estructura cristalina del compuesto bis[(u-metoxi)-(u-oxo)-bis-(trife-
nilantimonio(V)] (2)

De manera similar al compuesto 1, la estructura del compuesto 2 fue es-
tablecida completamente por anélisis de difraccién de rayos-X de mo-
nocristal. Monocristales adecuados para difraccion se obtuvieron a partir
de la evaporacidn lenta de una solucion etandlica de dicho compuesto
a baja temperatura. La estructura del complejo, representada en su vista
ORTEP, se muestra en la figura 4. Distancias y angulos de enlace repre-
sentativos se resumen en la tabla 4.

Figura 4. Representacién ORTEP del com-
puesto 2. Los dtomos de hidrégeno no es-
tén representados, para mayor claridad

Los andlisis de Difraccidn de rayos-X del compuesto 2 muestran una es-
tructura molecular con dos dtomos de antimonio, cada uno de ellos hexa-
coordinado a tres dtomos de carbono de anillos aromaticos que ocupan
posiciones terminales y a tres atomos de oxigeno conformados por un
puente oxo y dos puentes metoxilo entre ambos nicleos de antimonio.
La distancia de enlace Sb-C tienen valores alrededor de 2.14 A. Las dis-
tancias de enlace O-Sb son diferentes: aquellas que tienen al puente me-
toxilo tienen valores de 2.20 A aproximadamente, mientras que la distan-
cia O-Sb del puente oxo es ligeramente méas corta que la primera (1.98 A)
y su valor es similar a la observada en la estructuras del tipo Sb,0, (1.977



A) (Svensson, 1974). El &tomo de antimonio muestra una geometria oc-
taédrica distorsionada principalmente por los dngulos de enlace O-Sb-O
que contienen los puentes oxo y metoxi. De forma similar a lo descrito,
los &ngulos de enlace C-Sb-C presentan diferencias, dependiendo de su
conformacion: aquellos que estan del mismo lado de los puentes me-
toxilo (99.20 y 99.08°) son ligeramente més cortos que el que se encuen-
tra del mismo lado que el puente oxo (102.46°). El valores de los dngulos
de enlace Sb-O-Sb que incluye a los puentes metoxilo son menores (88.9
y 89.9°) en comparacién al que contiene el puente oxo (102.4°).

Tabla 4. Distancias (A) y angulos de enlace (°) representativos del compuesto 2

o

Enlace A Angulo Angulo
Sb1 O1 1.988(4) O15Sb1C1 93.2(3) C15Sb1C7 102.1(3)
Sb1 C1 2.137(8) O1Sb1C7 93.2(3) C1Sb1C13 | 99.2(3)
Sb1 C7 2.149(7) O1Sb1C13 | 160.3(3) | C7Sb1C13 | 99.1(3)
Sb1C13  2.155(9) C1Sb1 02 92.4(3) 0O15Sb102 72.2(3)
Sb1 02 2.192(5) C13Sb102 | 92.0(3) O15Sb103 75.0(2)
Sb1 O3 2.213(6) C7Sb1 02 160.1(2) | O2Sb103 69.6(2)
Sb1Sb1" | 3.0978(10)  C1Sb103 160.6(3)  Sb1 01 Sb1 102.4(3)
C7Sb1 03 93.9(3) Sb1 02 Sb1 89.9(3)

C13Sb1 O3 | 88.8(3) Sb1 O3 Sb1 88.9(3)

(
(
(
(
(
(

Por otro lado, es importante resaltar que el angulo de enlace O-Sb-O
que incluyen el puentes metoxilo (69.60°) es méas corto que aquellos que
incluyen al puente oxo (72.17 y 74.98°). La alta densidad electrénica que
presenta el puente oxo puede ser la causa de la apertura del angulo de
enlace C1-Sb1-C7 y el cierre del angulo O2-Sb1-O3. Este hecho puede
confirmarse por la presencia de un puente de hidrégeno con una molé-
cula de etanol presente en la celda cristalina (tabla 5).

Tabla 5. Distancias (A) y angulos de enlace (°) de los puentes
de hidrégeno del compuesto 2

O--H H-O O--0 Angulo OHO
04 H4A O5 0.85 1.88 2.73(3) 175.4
O5 H5A O1 0.85 1.88 2.734(15) | 179.4
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El puente de hidrégeno que forma el puente oxo hace que dicho &to-
mo de oxigeno presente angulos de enlace H-O-Sb (125.5°) y O-Sb-O
(102.4°) méas cercanos a una geometria trigonal que a una tetraédrica, lo
que hace suponer una hibridacion sp? para dicho d&tomo de oxigeno y
con ello un orbital p puro que forma una interaccién p_ -d_en ambos enla-
ces O-Sb. Por otro lado, los puentes metoxilo presentan dngulos de enla-
ce alrededor del &tomo de oxigeno de 123.1°, para los angulos Sb-O-Cy
para el angulo Sb-O-Sb un valor cercano a 90°. Esto nos lleva a proponer
un caracter mas tetraédrico y con ello una hibridacién sp® para el 4tomo
de oxigeno puente, que presenta un par de electrones de no-enlace.

El arreglo cristalino del compuesto 2 presenta moléculas de agua de
cristalizaciéon. Se pueden distinguir dos tipos diferentes de moléculas de
agua, en relacidén al grado de distorsion que muestran. En la molécula de
agua mas distorsionada no se observd interaccidn alguna con la molécu-
la del compuesto 2, mientras que para la otra molécula de agua pueden
identificarse tres interacciones: un puente de hidrégeno con el dtomo
de oxigeno del puente oxo y al mismo tiempo dos interacciones de tipo
CH-n entre el grupo CH, del etanol con la nube n del grupo fenilo unido
a un dtomo de antimonio. La distancia entre el centroide del anillo fenilo
y el dtomo de H es de 2.857 A, que se encuentra dentro de las distancias
observadas para este tipo de interacciones (Desiraju, 2002). Asi también,
las distancias entre los 4tomos de carbono del fenilo con el dtomo de
hidrégeno del CH, presentan una distancia promedio de 3.17 A con una
desviacion estdndar de 0.08 A, lo que indica que el &tomo de hidrégeno
se encuentra aproximadamente al centro del anillo aromatico. Este mis-
mo comportamiento se observa entre el otro dtomo de hidrégeno del
mismo grupo CH, con el otro anillo aromético. Con ello puede llegar a
suponerse cierto grado de reconocimiento de la molécula de etanol (por
el fragmento -CH,OH) en el fragmento PhSbOSbPh.

5. Conclusiones

Se obtienen dos estructuras cristalinas diferentes al tratar de cristalizar
el compuesto sulfonado de la trifenilestibina por dos diferentes méto-
dos, uno a temperatura ambiente (compuesto 1), siendo este un poli-
mero con estructura en zigzag, donde este tipo de enlace O-Sb-O no es
muy poco comun, lo cual hace relevante la obtencion de este polimero
de antimonio. La otra estructura cristalina obtenida a baja temperatura



fue un dimero de la trifenilestibina, donde se observa en la estructura
cristalina disolvente de cristalizacién (metanol) con puentes entre las dos
moléculas de trifenilestibina.
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1. Introduccién

| Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) es un problema

grave de salud publica que aqueja a mas de 35 millones de per-

sonas en el mundo, y dadas las propiedades de los virus de poder
mutar, hace que los farmacos usados para el combate contra el VIH pier-
dan su efectividad con el tiempo. Es el caso del farmaco, conocido como
azidovudina o AZT (1) y el carbovir (2) cuyos efectos laterales empiezan a
predominar sobre los beneficios (De Clercq, 2009). Ante esta situacidn se
hace necesario contar con nuevos compuestos con actividad antiviral. Para
eso se disefd la sintesis de un compuesto analogo que cumpliera con los
requisitos minimos necesario que marca la relacién estructura actividad,
partiendo de la lactona 3y a través de una sintesis de siete pasos se obtuvo
el producto 9.

Figura 1. Férmulas estructurales del derivado carbociclico 8 de la azidovudina 9
sintetizado a partir de la lactona de Corey 1
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Los andlogos de nucledsidos del tipo carbociclico, son conocidos como
C-Nucleésidos, en este tipo de compuestos, se reemplaza el dtomo de
oxigeno en la molécula del tetrahidrofurano, por un grupo metileno
(Bondeiteich, 1987). Esta modificacién estructural ha mostrado un rango
amplio de actividad biolégica y ha atraido la atencién como una alterna-
tiva para el disefio de agentes antitumorales y antivirales, debido a las
ventajas potenciales en el uso terapéutico de este tipo de compuestos,
ya que poseen una mayor estabilidad metabdlica y en algunos casos se
ha reportado un incremento en la actividad biolégica en comparacién
con los nucleésidos normales (Ferrero y Gotor, 2000; Pathack, 2002).

O
HO_ = © </N | NH
: 0 _,\\N\H,NH N N//I\NH
H 2
! -
N 1 ,

2. Materiales y métodos

Para llevar a cabo exitosamente esta sintesis, se emplearon compuestos
grado reactivo provenientes de la compaiia Aldrich Co., los disolventes
se secaron bajo técnicas convencionales (Chai, 2009). Se utilizé nitréoge-
no para crear atmésfera inerte en las reacciones que asi lo requirieron.
La identificacion inequivoca de los compuestos se llevd a cabo por mé-
todos espectroscépicos tales como infrarrojo (IR), resonancia magnética
nuclear de hidrégeno RMN 'H a 300 MHz y 500 MHz) y de carbono (RMN
3C a 75.4 MHzy 125 MHz), anélisis bidimensional como COSY o Correla-
ted Spectroscopy (Espectroscopia de correlaciéon "H-"H) y HETCOR o He-
teronuclear Correlation (Correlacidén Heteronuclear 'H-"3C) , experimen-
tos especiales de "*C como APT o Attached Proton Test (Experimento de
union a hidrégeno), DEPT o Experimento de trasferencia de polarizacién
desacoplada, NOE o Efecto Nuclear de Overhauser, espectrometria de
masas (EM) de baja y alta resolucidon. El material de vidrio se secé a 120°C
por 2 h previo a su uso.
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3. Resultados y discusién

El compuesto 10 anélogo del nucledsido 9 fue sintetizado a partir de
un derivado de la lactona de Corey 3 a través de una serie de pasos in-
volucrando reacciones de reduccion, proteccion de grupos funcionales,
reaccién de tosilacidn, y sustitucién nucleofilica (esquema 1).

Dicha sintesis fue ideada y estructurada de acuerdo a la relacion existen-
te entre las estructuras quimicas de otros antivirales con eficaz accion far-
macoldgica. El trabajo se inicié con la purificacion de la materia prima 3,
ya que el anélisis de cromatografia en capa fina (ccf) mostré un producto
mayoritario acompanado de tres impurezas. El método de purificacion
elegido fue el de cromatografia en columna, recobrandose 80% del ma-
terial inicial. El espectro de radiacién infrarrojo (IR), mostré la presencia
del carbonilo de la lactona en 1765 cm”, confirmado por la vibracién del
enlace C-O en 1170 cm”, por otro lado la olefina se presenta como una
banda de poca absorcién en 1610 cm™.

Esquema 1: Sintesis del derivado del AZT 10

Q
o— OH OH
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El anélisis del espectro de RMN-'H mostré la presencia de dos sefales
multiples en la zona de las olefinas (5.89-5.77 y 5.61-5.57 ppm) integran-
do cada una para un hidrégeno y que corresponde al doble enlace del
ciclo, enseguida se aprecia en 5.13 ppm al hidrégeno del metino, base
del oxigeno de la lactona como un doble de triple con constantes de
acoplamiento (J) de 5.4 y 0.6 Hz, producto del acoplamiento con el me-
tileno (H-5) y el hidrégeno del metino de H-2. A campo més alto se ve
una sefal multiple (3.56-3.49 ppm) que corresponde al hidrégeno del
metino 2°; en tanto que el metileno alfa al carbonilo se observa como
dos sefales dobles centradas en 2.79 y 2.40 ppm integrando cada una
para un hidrégeno y con una J = 9.2 Hz. Finalmente se aprecia una sefal
multiple de 2.72 a 2.67 ppm que integra para dos hidrégenos y que se
asignaron al metileno H-5.

Por otro lado, el anélisis del espectro de RMN-'3C, muestra siete sefiales
que corresponden a otros tantos carbonos y que fueron asignados de
la siguiente manera: en 176.7 ppm se aprecia el carbonilo de la lactona,
131.3 ppm, el carbono olefinico C-4, en tanto que C-3 se ve en 129.5
ppm. El carbono, base del oxigeno, se observa en 83.0 ppm ademas se
puede inferir que el carbono 2a, al estar fuertemente impedido, se des-
plaza hasta 45.5 ppm. En tanto que el metileno de la posicion dos se
aprecia en la posicion normal de 39.4 ppm. Finalmente el metileno C-5
se encuentra en 33.2 ppm.

Este anélisis, demuestra con precision la estructura del derivado de la
Lactona de Corey, materia prima para esta sintesis.

De acuerdo con la sintesis propuesta para la obtencion del diol 4, es de-
cir, la apertura de la lactona, se eligié la alternativa del uso de hidruro de
litio y aluminio en solucién de THF anhidro, bajo ambiente de nitrégeno
a 0°C, ya que es conocido que estas condiciones no afectan al doble en-
lace presente (Carey y Sundberg, 2007). Esta metodologia proporciond
un aceite amarillo transparente en 63% de rendimiento y, de acuerdo a
los andlisis efectuados, corresponde al diol deseado 4.

El espectro de infrarrojo muestra la desaparicion de la banda del carbo-
nilo en 1765 cm™ y en cambio de observa una banda ancha correspon-
diente al grupo hidroxilo en 3440 cm™ confirmandose con la aparicién de
dos bandas en 1255y 1088 cm™.

Gonzalez Calderdn, Gonzalez Gonzalez, Fuentes Benites,
402 . . .
Cuevas Yanez, Corona Becerril, Gonzalez Romero



SINTESIS DE UN ANALOGO DE AZT, UN COMPUESTO ANTI-HIV 403

En lo que respecta al analisis del espectro de RMN-"H se observa que los
hidrégenos vinilicos permanecen sin cambio. Por otro lado, el hidrégeno
del carbono, base del alcohol secundario (H-1), se ha desplazado a cam-
po alto, apareciendo ahora en 4.48 ppm como un triple dobleteado por
la interaccion de los hidrégenos del metileno 5 y los del metino 1. Los
hidrégenos del metileno 7 aparecen ahora como dos sefiales multiples
de 3.87a3.80yen 3.71 a 3.66 ppm debido a su vecindad con el alcohol
primario y dos centros quirales.

En el espectro de RMN-"C se aprecia la desaparicion del carbono carbo-
nilico C-1, desplazandose aproximadamente 10 ppm hacia campo alto
(72.3 ppm); en tanto que los carbonos vinilicos se mantienen alrededor
de la misma posicién. Por otro lado el metileno C-7, al ser base de un
alcohol primario se desplaza hasta 61.9 ppm. En lo que respecta a las
tres sefales restantes, se empled una técnica de RMN-'*C para poder
diferenciar entre los carbonos secundarios (CH,) y terciarios (CH) de la
estructura conocida por las siglas APT (Attached Proton Test) (figura 2), en
el que definitivamente se ve que C-2 se encuentra en 49.6 ppm, en tanto
que en 41.8 se observa C-5 y finalmente C-6 estd en 38.2 ppm.

Figura 2. Experimento APT del diol 2
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Finalmente, el espectro de masas confirmé la estructura de la molécula
en andlisis ya que mostré el ion molecular en 128 u.m.a. el cual corres-
ponde al peso molecular.

El producto presenté actividad éptica con una rotacion relativa de -14.21°.

Una vez completamente identificado y caracterizado el diol 4, se proce-
dié a la proteccidn selectiva del alcohol primario.

En la literatura se describen infinidad de grupos protectores para alcoho-
les, entre los que destacan los sililos, el THP (tetrahidropiranilo), el MOM
(metoximetilo), el MEM (2-metoxietoximetilo), bencilo, etc. eligiéndose
como alternativa la proteccién del alcohol con un grupo sililo. Ahora
bien, de este grupo aldn hay mas alternativas para proteger al grupo hi-
droxi, entre las que destacan el ter-butildimetilsililoxi (TBDMS o TBS), el
trimetilsililoxi (TMS), el tri-isopropilsililoxi (TIPS), entre otros mas sofistica-
dos. De los tres primeros, es conocido que el mas versétil es el ter-butil-
dimetilsilil-oxi, por lo que se optd por usar este reactivo, empleando las
condiciones descritas por Corey (Corey y Venkateswarlu, 1972; Green
y Wuts, 2006), es decir, 1.2 equivalentes de CITBS, 2.5 equivalentes de
imidazol por un equivalente del alcohol materia prima a 0°C en solucién
de dimetilformamida o DMF (2.0 mL/ g del diol). Ahora bien, bajo estas
condiciones, se esperaba que sdlo se protegiera selectivamente el alco-
hol primario sobre el secundario, sin embargo se observé que pese a la
baja temperatura, se iba formando el producto deseado maés otro pro-
ducto (Factor de retencion o R_= 0.81 Hexano-Acetato de Etilo 95:5) me-
nos polar que, presumiblemente, es el compuesto doblemente protegi-
do en el hidroxilo primario y secundario (segun se mostré en el espectro
de infrarrojo, desapareciendo la banda en 3440 cm™) quedando materia
prima sin reaccionar. Ante este hecho, se optd por detener la reaccién,
obteniéndose 50% del diol monoprotegido 5 deseado y recuperando
32% de materia prima 4.

El andlisis exhaustivo del espectro de IR, mostré una banda ancha (aun-
que no tanto como en el caso del diol) en 3440 cm™, atribuidas al grupo
OH; ademas se ven las bandas fuertes de C-Sien 1255y 1089 cm™.

Por otro lado, el espectro de masas mostré un fragmento en 243 (M*+1)
y el ion molecular en 242 M*, el cual corresponde al peso molecular del
producto deseado.
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El espectro de RMN-'H, mostré gran complejidad para la asignacion de
los hidrégenos, debido a la presencia de dos centros estereogénicos,
por lo que se recurrié a los anélisis bidimensionales de RMN-COSY vy
HETCOR.

El experimento de COSY (correlacion espectroscépica 'H-"H) fue de gran
ayuda ya que permitié establecer la conectividad existente entre los ato-
mos de hidrégeno presentes en esta molécula.

El andlisis muestra, por ejemplo que partiendo de la sefial multiple que
aparece de 4.47 a 4.42 que integra para un hidrégeno, atribuida a la base
del alcohol debido a la influencia del grupo OH y que es conocido que se
desplazan hasta esa region, tiene conectividad con el hidrégeno del gru-
po hidroxilo, con H-5a (véase que con H-5b no hay interaccién porque
ambos estan antiy su angulo diedro estad a 90°) y con H-2.

Por otro lado H-2 muestra también conectividad con H-3, H-1y H-6.

Por otro lado H-3, estd conectado con H-2 y H-4; enseguida se aprecia
que H-4 tiene interaccion con H-3 y H-5b, esto significa que no hay lugar
a dudas sobre el desplazamiento de ambos hidrégenos.

Para H-6 se observa que tiene conexién con H-7 y H-2. Finalmente, H-7 se
aprecia que tiene como vecino a H-6 (Figura 3).

Para corroborar el anélisis anterior, se recurrié a otro experimento bi-
dimensional de RMN, conocido como HETCOR (Correlacién heteronu-
clear), el cual permite establecer la asignacion de los hidrégenos con su
respectivo dtomo de carbono dentro de la molécula.



Figura 3. Experimento bidimensional COSY del compuesto 5
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De tal manera que en el espectro se aprecia con claridad que C-5, C-6y
C-7 son metilenos con hidrégenos quimicamente iguales pero magnéti-
camente diferentes, lo que hace que los hidrégenos de cada uno de estos
carbonos aparezca a desplazamientos quimicos diferentes, por ejemplo,
obsérvese que C-5 tiene correlacién con H-5a, el cual aparece centrado
en 2.68 ppm y con H-5b cuyo centro esta en 2.38 ppm (figura 4).

Figura 4. Experimento bidimensional HETCOR del compuesto 5
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Es interesante observar que tanto los carbonos vinilicos, como sus co-
rrespondientes hidrogenos, los cuales fueron correctamente asignados a
través del experimento COSY H-H’, mantienen una relacién inversa entre
sus desplazamientos, o sea que C-3 aparece a campo mas bajo que C-4,
en tanto que H-4 se encuentra a campo mas bajo que H-3.

Finalmente, el producto presenté actividad éptica con una rotacidn rela-
tiva de -6.27 ° (C=0.7, CHCL,).



El siguiente paso del esquema sintético propone que el grupo hidroxi-
lo se transforme en un excelente grupo saliente sin perder la configura-
cién relativa de C-1, por lo que se optd por la transformacién al grupo
p-toluénsulfonato (conocido comidnmente como tosilato). Esto se llevé a
cabo bajo las condiciones clasicas de disolver el alcohol 5 en una mezcla
de diclorometano-piridina anhidros, agitar por 30 min, enseguida adicio-
nar el cloruro de p-toluénsulfonilo disuelto en diclorometano anhidro, se
agitd hasta agotar la materia prima, entonces se vertié sobre una solu-
cién de sulfato de cobre acuoso para eliminar la piridina, evitando el uso
de soluciones acidas por el peligro de hacer reaccionar el doble enlace.
Es bien conocido que por lo general, tanto los tosilatos como los mesi-
latos son inestables -situacién que fue confirmada en este caso-, pues
se obtuvo un aceite café que no soporté la temperatura ambiente (debe
mantenerse a 0°C) y menos a las condiciones de purificacién a través de
cromatografia en columna de gel de silice, alimina o florisil, por lo que
debe ser usado sin purificacién y de ser posible de forma inmediata.

El analisis del espectro de IR del tosilato 6 mostré la desaparicion de la
banda ancha del OH en 3440 cm™, y apareciendo en cambio en 1464
cm™y 1362 cm”, las bandas atribuidas al enlace C-S y S-O.

Una vez obtenido el tosilato 6, se procedié a someterlo a una reaccidn
S\2 utilizando un exceso de azida de sodio en soluciéon de DMF (disol-
vente aprético polar) por 12 h a 0°C y luego 48 h a 40°C hasta observar
la desaparicién de la materia prima y obtencién de la azida 7. Después
del trabajo normal de aislamiento y purificacion por cromatografia en co-
lumna se obtuvo un aceite transparente, ligeramente amarillo en 63% de
rendimiento en los dos pasos (Corey, E. J., 2000) y cuyos analisis espec-
troscopicos mostraron que es el producto azido 7 deseado.

El anélisis del espectro de IR mostrd la desaparicidn de las sefiales del
tosilato (en 1464 cm™y 1362 cm), apareciendo en cambio una banda
fuerte y fina en 2096 cm™, atribuida a la vibracién del enlace de la azida.

El espectro de RMN-"H, permite visualizar que los dos hidrégenos vinili-
cos estan desplazados en una sefial multiple entre 5.75y 5.66 ppmy que
H-1 se ha desplazado aproximadamente 0.8 ppm a campo alto, apare-
ciendo ahora en 3.69 ppm como un aparente triplete, pues estd enmas-
carado con una sefial multiple correspondiente al metileno H-7, dichos
desplazamientos pueden ser atribuidos a la influencia del sustituyente de

Gonzalez Calderdn, Gonzalez Gonzalez, Fuentes Benites,
408 N . )
Cuevas Yanez, Corona Becerril, Gonzalez Romero



SINTESIS DE UN ANALOGO DE AZT, UN COMPUESTO ANTI-HIV 409

C-1, pues el grupo hidroxi es méas electronegativo que el grupo azida, en
tanto que los demas hidrogenos se mantienen, aproximadamente en la
misma zona.

En cuanto al espectro de RMN-3C se observa nuevamente el patrén
mostrado en el correspondiente espectro de RMN-'H, es decir el des-
plazamiento de C-1y C-7 a campo alto, apareciendo ahora 65.8y 61.4
respectivamente, por la misma razén atribuida a los desplazamientos del
espectro de RMN-H. El producto presenté actividad éptica con una ro-
tacién relativa de -6.0° (C=1, CHCL,). Finalmente, el espectro de masas
mostré un fragmento en 238 (M*-N_-1) y otro en 180 M*. En este espectro
no se alcanza a ver el ion molecular, debido, probablemente a la inestabi-
lidad de grupo azido a la temperatura, pues la técnica empleada es a tra-
vés de cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas.

En el esquema sintético se muestra que el siguiente paso es la desprotec-
cién del grupo sililo para la obtencién del alcohol primario 8, para lo cual
se tienen gran cantidad de métodos, entre los cuales se puede elegir el
uso de HF acuoso/acetonitrilo, fluoruro de tetrabutilamonio, PPTS, y otros
(Kuranaga, et al., 2010; Shah et al., 2009; Wang et al., 2010; Yoshimura et
al., 2011) sin embargo, bajo cualquier condicion de éstas, el doble enla-
ce puede verse afectado, por lo que se decidié emplear la metodologia
descrita por (Tan et al., 2000) el cual emplea catélisis de cloruro clprico
hidratado en acetona-agua a reflujo por 48 h. Después de purificacion
por cromatografia en columna, se obtuvo un aceite transparente café cla-
ro en 85% de rendimiento, el cual es estable a temperatura ambiente y
del que se obtuvieron sus constantes espectroscdpicas cuyo andlisis de-
termind que corresponden al alcohol primario 8 deseado.

El espectro de IR mostré la presencia de una banda ancha en 3341 cm”',
indicio claro de la eliminacién del grupo sililo, y apareciendo por con-
secuencia el grupo hidroxilo, ademéas continia manteniéndose en
2095 cm la banda fina y fuerte del grupo azido.

En el espectro de RMN-'H se aprecia la desaparicién del grupo ter-bu-
tilo y metilo del TBDMS, pareciendo consecuentemente una sefial an-
cha atribuible al grupo hidroxilo en 2.4 ppm, no mostrando otro cambio
apreciable.

En cuanto al anélisis del espectro de RMN-"3C se ve la desaparicién de
tres sefales a campo alto correspondiente a los tres tipo de carbono del



grupo sililoxi (metilo, ter-butilo y cuaternario) y comparando el desplaza-
miento con el diol 4, se visualiza que C-1 se desplazé 5.5 ppm a campo
alto en el alcohol 8.

El producto presentd actividad éptica con una rotacion relativa de -16.9°
(C=0.7, CHCI,).

Ya obtenido el alcohol-azida 6, se procedié a la conversién del alcohol
primario a un grupo saliente muy efectivo, en forma anéloga al tosilato 4,
por lo que se empled la misma metodologia, obteniéndose un aceite
café oscuro, inestable, por lo que se identificd Unicamente por IR el cual
mostré la desaparicion de la banda del grupo alcohol, manteniéndose
en 2097 cm™ la banda fuerte y fina de la azida y apareciendo en 1448 cm™,
1362 cm™y 1177 cm™, las bandas del tosilato 9.

Finalmente, el tosilato 9 se hizo reaccionar con timina en medio bésico
en solucion de DMF por 40 h a temperatura ambiente (no mayor a 30
°C). Al agotarse la materia prima se observé por cromatografia en capa
fina, la apariciéon de dos productos menos polares que la materia prima.
De los dos productos obtenidos, el menos polar se obtuvo en 80% de
rendimiento como un sdlido blanco de p.f.= 185°C, cuyo andlisis de la es-
pectroscopia obtenido indicd que es el producto final deseado 10. Cabe
destacar que la temperatura de reaccién en el experimento es crucial;
ya que a temperaturas mayores de los 30 °C se obtiene como producto
mayoritario el subproducto 11 de la reaccién.

El espectro de IR del carbociclo 10, mostré una banda ancha y corta en
3479 cm’, debido a que existe tautomeria entre la forma ceto y endlica
del fragmento de la timidina, ocasionando este tipo de banda, también se
aprecia la aparicion de dos bandas en 1698 cm™ y 1665 cm™, pertenecien-
tes a los carbonilos, permaneciendo intacta la banda del grupo azida.

Estas observaciones fueron confirmadas por la espectroscopia de RMN-
'H, en donde se aprecia la apariciéon de una sefal ancha y corta en 8.72
ppm que integra para un hidrégeno y por el tipo de sefal se asignd al
grupo NH, otra sefal mdltiple que no se aprecia muy bien en 7.02 ppm
perteneciente al hidrégeno del doble enlace de la timina y que integra
para un hidrégeno. La multiplicidad de esta sefial es debido al acopla-
miento vinilico. Continuando con el anélisis, se ve otra sefial nueva en
1.93 ppm, en forma de doble con una J = 1.2 Hz la cual integra para tres
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hidrégenos y que esté acoplada con el hidrégeno vinilico de la timina y
se asignd al metilo de la timina.

En cuanto al resto de las sefales, corresponden en forma general a las ya
descritas anteriormente.

Al analizar el espectro de RMN-"3C, se observa la apariciéon de nuevas se-
fales, tales como en 164.0 ppmy 150.6 ppm, las cuales fueron asignadas
alos carbonos carbonilicos de la timina, en 110.9 ppm se aprecia la sefal
del carbono cuaternario, base del metilo, en cuanto al resto de los car-
bonos hidrogenados, se pudieron asignar gracias al experimento DEPT
en donde se pueden diferenciar los metilos de los metileno y metinos
(Figura 5); asi se puede apreciar que el metilo (CH,) aparece en 12.3 ppm
(parte superior del espectro), los metilenos (CH,) se aprecian en la parte
inferior del espectro y los metinos (CH) en la parte media.

En cuanto al producto 11 menos polar, se determind que es el compues-
to doblemente sustituido en los dos nitrégenos de la timina. Este hecho
pudo ser corroborado al analizar la espectroscopia de IRy RMN de hidro-
geno y carbono, COSY-HETCOR y DEPT.

Figura 5. Experimento DEPT del producto final 10
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De esta manera, se dio por concluido el trabajo experimental relativo a
esta serie, obteniéndose un compuesto andlogo de nucledsido que cum-
ple con las caracteristicas minimas necesarias para ser un posible farmaco
con propiedades antiviales.
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1. Introduccién

La quimica verde consiste en el desarrollo de metodologias que modifi-
quen la naturaleza de los productos o procesos para reducir los riesgos
que estos representan para la salud y el ambiente (Cornils, et al., 1996). El
disefo de productos y procesos ambientalmente amigables debe guiar-
se con los principios de la quimica verde (De Mejeire, et al., 1994), que se
basan en: 1) prevencién de la creacién de residuos; 2) maximizacion de
la economia atdémica; 3) uso de metodologias que generen productos
con toxicidad reducida; 4) generar productos eficaces pero no toxicos; 5)
reducir el uso de sustancias auxiliares; 6) disminuir el costo energético; 7)
utilizacion de materias primas renovables; 8) potenciacidn de la catélisis;
9) generar productos biodegradables; 10) desarrollar metodologias ana-
liticas para la monitorizacién en tiempo real; y 11) minimizar el potencial
de accidentes quimicos.

Desde este punto de vista, el uso de la radiacién de microondas (Miyaura
y Suzuki, 1995) ha jugado un papel relevante en la sintesis de un amplio
rango de moléculas orgénicas, cumpliendo con varias premisas de la qui-
mica verde, ya que en principio disminuye el costo energético, emplea la
utilizacion de catalizadores y minimiza los residuos; por lo cual la sintesis
orgénica asistida con microondas se ha convertido en una disciplina reco-
nocida en el ambito del desarrollo de métodos de la quimica moderna.

Adicionalmente, se pueden encontrar en la literatura gran nimero de
ejemplos que implican el uso de la catélisis homogénea/heterogénea-ra-



diacion microondas en la formacién de enlaces carbono-carbono catali-
zadas por paladio, como son las reacciones tipo Heck (De Mejeire et al.,
1994), Suzuki (Miyaura y Suzuki,1995) y Stille (1986), demostrando cla-
ramente que la transformacion quimica puede disminuir los tiempos de
reaccion hasta en un orden de 103 veces en comparacién con las reaccio-
nes catalizadas por metales de transiciéon conducidas bajo condiciones
tipicas (calentamiento en un bafo de aceite alrededor de 60-120 °C en
un periodo de horas o dias), lo cual disminuye de manera dréastica el gas-
to energético.

1.1. La reaccién de Heck: Acoplamiento carbono-carbono catalizado por
complejos de Paladio

Mizoroki y Heck, descubrieron, independientemente, que las reacciones
1y 2 (Esquema 1), llamadas actualmente “Olefinacion de Heck” o “Reac-
cion de Heck”, se llevan a cabo con cantidades cataliticas de complejos
de paladio (Cornils et al., 1996).

Esquema 1. Olefinacion de Heck (Cornils, 1996)

X
R\’

= Pd AF

R— | + %\R- + B _..._l ! [ | + I HB] X (1)
o S = "R

Haluros de arilo estirenos

R = | Pd] ] (2)

\fxx =g o+ B — . R“‘/\“‘/\R' + |HB X

Haluros de vinilo dienos

X=1, Br, N;BF4, C(=0)Cl, CF3;S0O5;
[Pd] complejos de Pd0-fosfina
B= base: NR3, K;CO3;, NaOAc

El término “"Reaccion de Heck”, resume los procesos cataliticos de acopla-
miento C-C; que inicia con el reemplazo de un hidrégeno vinilico por un
grupo vinilo, o arilo; este ultimo grupo se introduce a partir de un halo-
genuro o un compuesto precursor relacionado (Esquema 2). El paso final
que involucra la eliminacién de un halogenuro de hidrégeno, requiere
una base para atrapar el acido. El paladio es practicamente el Unico cata-
lizador metélico utilizado como agente de la reaccién de Heck, en forma
de Pd® o sales de Pd" o complejos de éstos, normalmente se utiliza de
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1-5% en moles de catalizador (Cornils et al., 1996). El alqueno también
puede reaccionar con sales de diazonio, triflatos de arilo o compuestos
de yodo hipervalentes. Los productos que se obtienen principalmente
de estas reacciones son los 1,3-dienos y estirenos.

Esquema 2. Reaccién de Heck (Cornils, 1996)

RX + §=< cat, §=< + HX
H R

R= vinilo, arilo
X=grupo anionico saliente

1.2. Condiciones de reaccién

Los catalizadores tipicos en la reacciéon de Heck son los complejos de
Pd?-fosfina, por ejemplo: Pd[PPh,], o catalizadores generados in-situ,
tales como: Pd(OAc),/ PPh,. Heck y Spencer notaron que las fosfinas son
necesarias para que de algun modo estabilice al catalizador (Cornils et
al., 1996); por otro lado, las aminas (como NEt,) son las bases més co-
munes, pero también se usan K,CO,, NaHCO, y NaOAc. En cuanto al
catalizador que se usa con mas frecuencia es, una combinacion in-situ
de Pd (OAc), y PPh..

Las reacciones de Heck se llevan a cabo en disolventes polares apréticos
o disolventes del tipo donador g, tales como: acetonitrilo, sulfoxido de
dimetilo (DMSO) o dimetil acetamida. La temperatura y tiempo de reac-
cion, dependen de la naturaleza del haluro orgénico para ser activado y
del limite de estabilidad del catalizador. Los disolventes polares como
lo son la DMF, DMAc y NMP (N-metil pirrolidona) en combinacién con
NaOAc como base, son buenos en todos los casos, y aiin en condiciones
suaves de transferencia de fase en un sistema sélido/liquido empleando
Pd(OAc), (sin ligantes de fosfinas) (Cornils et al., 1996).

Se han informado reacciones de Heck tanto intra- como inter- molecula-
res. En cuanto a las olefinas monosustituidas pobres en electrones, son
mas reactivas que las olefinas ricas electronicamente disustituidas o cicli-
cas. Varios grupos funcionales son compatibles con las condiciones de
Heck, dando como resultados compuestos de carbono y heterociclicos,
incluyendo isomerizaciones de enlace (Esquema 3), precursores de pro-
ductos naturales.



Esquema 3. Reaccién de Heck para la ciclacién intramolecular
CO,Me CO,Me

Br Pd(0)

125°C

OMe OMe

Debido al descubrimiento de la nueva generacidn de catalizadores, la
reaccion de Heck, ofrece una oportunidad excelente para su aplicacién
industrial, aun ante la baja reactividad de los cloruros de arilo. Otra gran
demanda en esta area es el disefio de nuevos catalizadores quirales Uti-
les para el acoplamiento de Heck estereoselectivo.

Adicionalmente, esta metodologia puede llevarse a cabo en medio
acuoso o incluso realizarse sin el uso de disolventes, lo cual hace que el
proceso quimico y residuos que se generan en la reaccion sean mas lim-
pios; ofreciendo una nueva perspectiva en la disminucién de disolven-
tes de alto punto de ebullicién que generalmente se requieren en éste
tipo de reacciones por los métodos convencionales y que son dificiles
de eliminar. Asi, el acoplamiento de halogenuros de arilo con diferentes
compuestos a, B-insaturados en medio acuoso han sido explorados bajo
radiacién microondas (MW) en un rendimiento que va de moderado a
buenoy con una disminucion de 16 horas a 6 minutos de reaccién (ejem-
plos 2, 4 y 6, esquema 4) (Garg et al., 1998, Villemin y Nechab, 2000;
Diaz-Ortiz et al., 1997).

Otro aspecto importante es que la radiacién por microondas mantiene
la quelatacion controlada y por tanto la regioselectividad que se observa
en reacciones de Heck convencionales. Asi la sintesis del éter vinilico 8
mostré la misma selectividad tanto por condiciones térmicas como por
radiacién microondas (Esquema 4), (Larhed y Hallberg, 1996).
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Esquema 4. Aplicaciéon de la radiacion de microondas en la reaccion de Heck

Q 0
EtO EtO
\b 4 \AOCHa S0CH,
Br T
Pd(PPh3),Cly,
Pd(AcO),, PPh; bromuro de tetrabutil 8

i-PryEtN, H,0, DMF
3 A Rendimiento
16 h, 100°C, 66%
MW 6 min, 30 W, 69%

OTf \
Pd AcO), PPh3
Pd(AcO

F’(O Tol)s Et3N DM

amonio, H;0, KzCO3 My 10 min, 375 W, 92%

NMe

Rendimiento Rendimiento

A 22 min, 160°C, 39% A gh, 60°C, 76%
MW 22 min, 30 W, 78% MW 7 min, 35 W, 58%

Existen nuevos materiales no téxicos como son las resinas de polieti-
lenglicol (PEG), los cuales se han utilizado en la sintesis de inhibidores de
proteasas de HIV-1 (esquema 5) (Blettner et al., 1999). Las resinas de PEG
proceso, conocidas como sintesis en fase sélida, no solamente facilitan
el proceso de purificacion, sino que también ayudan en la solubilidad de
los reactivos y estabilizan el catalizador de paladio en la ausencia de li-
gantes de fosfinas. Las reacciones concluyen en un tiempo de 2 minutos,
mientras que las técnicas estandar requieren de 2 horas para finalizar la
reaccidn. La estrategia de doble acoplamiento tipo Suzuki también fue
utilizada para sintetizar un inhibidor C2-simétrico de proteasas HIV (es-
quema 5) (Schaal et al., 2001).

Esquema 5. La reacciéon de Suzuki en la obtencién de inhibidores de HIV-1

o
OAc)z, K,CO, S
+ (HO),B Qo OCH,

15 MW, 2 min 75W

S\ BOH),
T
_—

Pd(PPh,),

PhO' “’OPh MW , 4 min, 45W
48%

\

W
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La gran versatilidad que presenta esta metodologia se muestra en la fa-
cil obtencién de una variedad de sistemas heterociclicos como son los
indoles (Olofsson et al., 1997, Namboodiri y Varma, 2001), pirimidinas
(Villemin et al., 2001), lactamas (Besson et al., 2001), pirazoles (Kidwai et
al., 2000, Bentiss et al., 2000), triazoles (Kidwai et al., 2000, Bentiss, et al.,
2000), quinazolina (Besson et al., 2000), benzodiazepina (Santagada et al.,
2001), piridinas (Alajarin et al., 1992), cumarinas (Besson et al., T. 2001) y
quinolinas (Ranu et al., 2000) a partir de materias comerciales disponibles.

1.3. Resultados

El presente trabajo de investigacién partié del antecedente de la utiliza-
cién de la reaccion de Heck para la formacién de enlaces carbono-car-
bono, tomando esta premisa el primer estudio traté sobre la formacion
de derivados cominmente denominados chalconas, o sistemas a,B-insa-
turados a partir de la reaccidén de Heck entre un halogenuro aromético y
un alqueno deficiente de electrones. El segundo estudio de este tipo de
reacciones se centro en la formacion de sistemas heterociclicos a través
de una reaccién de Heck intermolecular. En los péarrafos siguientes se
describen estos procesos.

1.3.1. Generacién del compuestos a,p-insaturados

1.3.1.1. Reacciéon de Heck del 3-bromobenzoato de metilo y acrilato de
metilo

El primer estudio de la reaccién de Heck que involucra la formacién de
los compuestos a, B-insaturados se realizé para la reaccién del 3- bromo-
benzoato de metilo (21) con acrilato de metilo (22) (esquema 6), utilizan-
do dos metodologias diferentes las cuales se resumen en la tabla 1.

Esquema 6. Reaccién de Heck en tubo sellado a presion

COOMe o COOMe
“\“)‘o’ 22
Br Método A y B para Z O\
la reaccion de Heck
21 23 O
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La reacciones de Heck, en ambas metodologias, fueron purificadas por
cromatografia en columna de Silica-Gel en un sistema de elucién hexa-
no-acetato de etilo (9:1), obteniéndose el 3-(3'-carbometoxi-1-fenil) acri-
lato de metilo (23) como un sélido de color blanco con un punto de fu-
sién de 137-138 °C.

De los resultados observados en la tabla se puede concluir que la prime-
ra metodologia es més eficiente en comparacion con la segunda, ya que
se obtiene mayor rendimiento en el mismo tiempo de reaccién, quizas
esto se deba a que en la primera metodologia la ausencia de disolvente
promueve que las moléculas se encuentran en mayor contacto y por lo
tanto haya mayor interaccion entre ellas, en comparacién con la segun-
da metodologia donde las moléculas se encuentran en solucién y por lo
tanto estan mas dispersas en el medio.

Tabla 1. Reaccién de Heck por los métodos Ay B

Método Algueno Condiciones de reacciéon Rendimiento
(equivalentes) (%)
A 22 Pd(OAc), (0.01 equivalentes), tri-o-tolil- |~ 41
(1.25) fosfina (0.02 equivalentes), Et;N (1 equi-

valente), tubo sellado, sin disolvente, 3
dias en calentamiento.

B 22 PdCI, (0.05 equivalentes), PPh, (0.01 | 10
(1.1) equivalente), Et,N (3 equivalentes), Cul
(0.05 equivalentes, DMF (5 mL, disolven-
te), 3 dias a reflujo.

El compuesto 3-(3'-carbometoxi-1-fenil) acrilato de metilo (23) (figura 1),
fue caracterizado por técnicas espectroscdpicas de resonancia magnética
nuclear de hidrégeno y carbono-13 (RMN "H y RMN '3C) e infrarrojo (IR).

Figura 1. Benzoato 23
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El espectro de infrarrojo muestra sefiales caracteristicas de los grupos
funcionales presentes en el compuesto 23, asi en 2953 cm™ se observan
las bandas de los metilos, en 1729 cm™ y 1749 cm™ las bandas de los
carbonilos de los éster de metiloy en 673y 749 cm™ las bandas corres-
pondientes a un sistema aromatico disustituido.

Figura 2. Espectro de RMN 'H del benzoato 23
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La estructura del producto o,p-insaturado 23 se corroboré a través del
anélisis de su espectro de RMN-"H (V. figura 2), el cual muestra la presen-
cia de los metilos de ésteres, como una sefal simple para tres hidrége-
nos en 3.94 ppm que corresponde a H-11, y la sefial del metilo H-12 que
se presenta como una sefial simple que integra para tres hidrégenos en
3.82 ppm. Ademas, el alqueno se presentan como dos sefiales dobles en
6.5 ppmy 7.71 ppm que integran cada uno para un hidrégeno con una
constante de acoplamiento de 16 Hz; esta constante de acoplamiento
indica una geometria trans del alqueno. En la regién de los hidrégenos
arométicos encontramos la sefial del hidrégeno H-8 en 7.47 ppm como
un doble de dobles con constantes de acoplamiento ambas de 8 Hz, en
7.69 ppm aparece la sefial doble que integra para un hidrégeno con
constante de acoplamiento de 8 Hz que fue asignada al hidrégeno H-9;
el hidrégeno H-7 se presenta como una sefial doble en 8.05 ppm con
constante de acoplamiento de 8 Hz, finalmente a campos mas bajos en
8.21 ppm se presenta el hidrégeno H-5 como una sefal simple.
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El experimento de RMN-C (Figura 3) confirma la presencia del producto
a partir de los desplazamientos quimicos de sus carbonos, los cuales se
resumen a continuaciéon: 132 (C-1), 132.5(C-2), 122. 4 (C-3), 135.8 (C-4),
129.9 (C-5), 128.1 (C-6), 165.7 (C-7), 52.3 (C-8) ppm.

Figura 3. Espectro de RMN "3C del benzoato 23
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1.3.1.2 Reaccidn de arilamidas y acrilato de metilo

La generacién del compuesto o,p-insaturado para la segunda serie de
ejemplos, se realizé utilizando las arilamidas 24a-b y su reaccién con acri-
lato de metilo (22) (esquema 7), a través de la reaccién de Heck. La me-
todologia empleada en esta parte utilizé a la radiacion de MW como una
fuente alternativa de energia; la cual tiene como finalidad disminuir los
tiempos de reaccion y aumentar los rendimientos de la reaccién. El pro-
cedimiento para esta reaccién se describe a continuacién: en un vial; que
contiene las especificaciones para someterlo a radiacién de microon-
das, se disolvié la amida correspondiente (24a-b) en dimetilformamida
(DMF), utilizando como catalizador Pd(OAc), (0.01equiv) y como ligante
a la tri-o-tolilfosfina (0.02 equivalentes), como base K,CO, (1 equivalente)
y como grupo vinilico se utilizé al acrilato de metilo (1.25 equivalentes),
el vial de reaccién se sometié a radiacién de microondas en un equipo



Anton-Paar Synthos 300, bajo las siguientes condiciones de reaccién: un
potencial de 600Watts, a 120°C y 20 minutos. Después de la purificacion
por cromatografia en columna, se obtuvieron sélidos de color blanco en
ambas reacciones, en un rendimiento del 41% y 52% respectivamente
para los compuestos 25ay 25b.

Esquema 7. Reaccién de Heck llevada a cabo en Microondas

OMe
|
OCH,CH-
45‘Tr 3 o 0
0 22
R Pd{Ac);. p(o-tel), R
K2COs
24ab O W 25a-b

-~

oy
P
w0 e
AN r )
{a) ~== (b}

El compuesto 25a (figura 4) fue caracterizado por técnicas espectroscé-
picas de resonancia magnética nuclear de hidrégenoy carbono-13 (RMN
"Hy RMN "3C).

Figura 4. Ester-amida 25a

17 15 12
16
wQ/N .
19 55 21 13'\/Nm o
14 7
8 6

g 5
4

AN

1
07 “OCHs
22

El espectro de RMN-"H del producto 25a (figura 5) fue fundamental para
su caracterizacién; encontrando que los hidrogenos aromaticos se pre-
sentan como un sistema AB como dos sefales dobles en 7.8 ppm (H-6;
H8) y 7.4 ppm (H-5; H-9) con constantes de acoplamiento de 8 Hz; los
hidrégenos vinilicos H-2 y H-3 se asignaron a las sefiales en 6.4 ppm vy
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7.6 ppm respectivamente, que forman otro sistema AB con constantes
de acoplamiento de 15 Hz, lo cual indica una geometria de tipo trans
sobre el doble enlace; en 3.8 ppm se observa una sefal simple que inte-
gra para tres hidrogenos que corresponde al metilo del éster (H-22). Las
sefiales de la piperazina se asignaron como a continuacion se describe
en 3,7 y 3.2 ppm dos sefales amplias que integra para cuatro hidrége-
nos correspondientes a H-11, H-14, dos sefales amplias que integra para
cuatro hidrégenos en 2.46 y 2.33 ppm asignada a los hidrégenos H-13,
H-12. Las sefales para el anillo del ciclohexilo se asignaron de la siguien-
te manera; en 1.5 ppm una sefial mdultiple se asigné al hidrégeno H-16,
las sefiales de los metilenos 17 al 21 se asignaron a las sefiales multiples
centradas en 0.78ppm que integra para dos hidrégenos (H-17a; H21-a),
1.2 ppm que integra para dos hidrégenos (H-18a; H-20a), 1.57 ppm que
integra para seis hidrégenos (H-17b; H21-b; H-18b; H-20b, H-19), y en
2.15 ppm una sefial doble que integra para dos hidrégenos correspon-
dientes al metileno H-15.

Figura 5. Espectro de RMN "H del éster-amida 25a
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Por otro lado, el espectro de RMN de "*C (V. figura 6), muestra dos sefales
en 169.6 ppm (C-10) y 167.3 ppm (C-1), que corresponden a los carbo-
nos de los carbonilos de amida y éster respectivamente; en 143 ppm
(C-3)y 119 ppm (C-2) se asignaron las sefales para los carbonos del al-



queno, las sefales para el anillo de benceno se asignaron a las siguientes
sefales: 137.7 ppm (C-4), 135.4 ppm (C-7), 128.3 ppm (C-6),y 127.9 ppm
(C-5), finalmente se puede apreciar el metoxilo del éster acrilato en 78
ppm (C22) (figura 9). Las sefales para los carbonos de la pirazina fueron
asignados en los siguientes desplazamientos: 54.2 ppm (C12; C-13) y
35.2 ppm (C-11; C-14). El carbono del metileno C-15 fue asignado a la
sefal de 65.6 ppm. Finalmente, los desplazamientos para los carbonos
del ciclohexilo corresponden a las siguientes sefales: 32 ppm (C-16),
31.1 pm (C-17; C-21), 26.9 ppm (C-19) y 26.2 ppm (C-18; C-20).

Figura 6. Espectro de RMN '3C del ester-amida 25a

C-5,
C-8,

w

===138.97 O

C1

C-10
(9]
~

132.80
~=130.79 €

164.58
162.36

c4

C-6,
C-9,

— 114.28 Q

O

~— 60.69 1,

17,08 12
GRS
19 21 13K/ o
> 10
8 6
9 5
4
c-22 BN
8 1
S 0~ 0CH,
| 22
— o
RN R
@] (&)
No o
NN
L O
ol <2
| = % ]g
o Y8,
oo 88 o
=g ] &
N I
olo " i
I
|

LA L L L L |
170 160 150 140 130

LI —
120

110

T T T 17 T 17T T 1T 77
100 90

1 (ppm)

50 40 30 20 10 0

La caracterizacién del producto 25b (figura 7) se realizé por las técnicas
espectroscépicas de RMN "Hy 3C.
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Figura 7. Ester-amida 25b
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El andlisis del espectro de RMN 'H del producto 25b (figura 8) fue fun-
damental para elucidar su estructura inequivocamente. El andlisis, regién
por region, muestra a los hidrégenos arométicos del fenilo como un sis-
tema AB, como dos sefales doblesen 7.7 ppm (H-6; H-8) y 7.6 ppm (H-5;
H-9) ambos con constantes de acoplamiento de 8.1 Hz; en esa regidn
aromatica se presentan los hidrégenos del anillo de la piridina en 8.2
ppm (H-22), 7.4 ppm (H-20) y 6.6 ppm (H-19), los hidrégenos vinilicos H-2
y H-3 se asignaron a las senales en 6.45 ppm y 8.2 ppm respectivamente,
que forman otro sistema AB con constantes de acoplamiento de 16 Hz,
lo cual indica una geometria de tipo trans sobre el doble enlace. En 3.8
ppm se observa una sefal simple que integra para tres hidrégenos que
corresponde al metilo del éster (H-23), las senales de la piperazina se
asignaron como a continuacion se describe en 2.2 ppm una sefial amplia
que integra para cuatro hidrégenos correspondientes a H-13 y H-15, una
sefial amplia que integra para cuatro hidrégenos en 1.6 ppm asignada a
los hidrégenos H-16, H-12.



Figura 8. RMN 'H del ester-amida 25b
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La revision del espectro de RMN de *C del compuesto 25b (ver figura 9),
muestra dos sefiales en 170 ppm (C-10)y 167 ppm (C-1), que correspon-
den a los carbonos de los carbonilos de amida y éster respectivamente;
en 143 ppm (C-3) y 119 ppm (C-2) se asignaron las sefales para los car-
bonos del alqueno, las sefales para el anillo de fenilo se asignaron a las
siguientes sefales: 137.7 ppm (C-4), 135.4 ppm (C-7), 128.3 ppm (C-6),
y 127.9 ppm (C-5), finalmente se puede apreciar el metoxilo del éster
en 77.2 ppm (C22) (figura 9). Las sefales para los carbonos de la pirazi-
na fueron asignados en los siguientes desplazamientos: 51.8 ppm (C15;
C-13) y 43.4 ppm (C-12; C-16). Los desplazamientos para los carbonos
del anillo de piridina corresponden a las siguientes sefiales: 159 ppm (C-
18, C-22), 114 pm (C-21), 107.3 ppm (C-19) y 148 ppm (C-20).
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Figura 9. RMN 3C del ester-amida 25b
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1.3.2. Reaccién de ciclacidn intramolecular via reaccién de Heck

Una parte importante de esta investigacion fue la de llevar a cabo la reac-
cion de Heck intramolecular para la sintesis de compuestos heterociclos
derivados de pirroloisoindoles, con lo cual la metodologia ya estable-
cida serviria como una herramienta sintética importante hacia la forma-
cién de productos con posibles actividad bioldgica. La reaccidn final de
esta investigacion involucrd la ciclacidn via reaccidon de Heck del pirrol
intermediario 26 adecuadamente funcionalizado, el cual fue preparado
previamente en el laboratorio por nuestro grupo de investigacién, y que
se coloco en presencia de Pd(OAc),(0.01equivalentes) como catalizador,
tri-o-tolilfosfina (0.02 equivalentes) como ligante y se utilizé6 como base
Et,N (1 equivalente), todos los reactivos se disolvieron en DMF conforme
las condiciones descritas para la reaccion de acoplamiento en la forma-
cién de los derivados 25a-b.

Parte importante de este paso de reaccion fue el uso de la radiacion de
microondas como fuente de energia con la finalidad de aumentar el ren-
dimiento, y disminuir el tiempo de reaccidn haciendo mas eficiente el
gasto de energia. La mezcla de reaccién se colocd bajo las siguientes
condiciones: 131°C a 300 Watts durante 20 minutos. Después de la pu-
rificaciéon por cromatografia en columna se obtuvo al derivado 1-carbo-



metoxi-2-(3-(metoxicarbonil)fenil)-5H-pirrolo[2,1-alisoindol 27 como un
sélido de color amarillo con un rendimiento de 85% (esquema 8).

Esquema 8. Reaccidn de ciclaciéon intramolecular a través de la reaccién de Heck

\ COOMe
N .
MeQOC O= Pd(AcO)2, (o- [/ \ o
D - N Tolj3-P~ = )
<, \\; 4 Al \/\“\’j Et3N,Reflujo $ -0~
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La caracterizacion del producto 27 (figura 10) se realizé por las técnicas
espectroscopicas de RMN H y 3C e infrarrojo (IR).

El espectro de infrarrojo del compuesto 27 presenta bandas en 1698 cm”’
y 1734 cm™ caracteristicas de los grupos funcionales de los carbonilos del
éster y de la amida respectivamente como informacién principal.

Figura 10. Indol 27
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El anélisis del espectro de RMN de 'H del compuesto 27 (figura 11) con-
firma que se realizd el proceso de ciclacién a través de la reaccion de
Heck, observando la presencia de los grupos metoxilo H-18 y H-19 como
sefales simples en de 3.91 y 3.7 ppm respectivamente. También se ob-
serva la presencia del metileno (H-5) en 5.02 ppm, otra de las sefales
importantes dentro del espectro, es la presencia del hidrégeno del anillo
de pirrol H-3, en 7.67 ppm, como una sefal simple. Para el caso del ani-
llo aromatico que contiene al grupo éster, se aprecian hidrégenos en la
posicion orto H-11y H-15 con sefales doble de dobles en 8.24 ppm y
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sefales doble de dobles de dobles en 7.75 ppm en cada uno; con res-
pecto al pirrol, también aparecen sefales para los hidrégenos meta H-14
y para H-13 con sefales doble de doble en 7.51 ppm y doble de dobles
de dobles en 8.04 ppm. Finalmente, se encuentran los hidrégenos H-6,
H-7, H-8 y H-9 para el anillo aromatico que se encuentra unido al anillo
de cinco miembros presentando sefiales multiples en las regiones 7.28
ppm, 7.19 ppm, 7.21 ppmy 7.37 ppm respectivamente.

Figura 11. Espectro de RMN "H del indol 27
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En cuanto al espectro de RMN de "*C del derivado de pirrolo[2,1-alisoin-
dol 27, se observan los carbonos de los grupo metoxilo C-18 y C-19 en
las regiones de 52.08 ppm y 50.8 ppm, al igual que contindan apare-
ciendo las sefales de los grupos carbonilos C-16 y C-17 en las regiones
167.3 ppm y 164.9 ppm, uno de los carbono importantes que continda
apareciendo es el carbono del metileno C-5 en 50.6 ppm. En tanto que,
los carbonos del anillo aromético C-11, C-13, C-14 y C-15 unido al grupo
éster se encuentran en las regiones 131.3 ppm, 128 ppm, 127.8 ppm y
134.9 ppm. Finalmente, el dltimo anillo aromético unido al anillo de cinco
miembros presenta sefiales para los carbonos C-6, C-7, C-8 y C-9, en las
regiones de 119.2 ppm, 126.2 ppm, 128.2 ppmy 123.2 ppm (figura 12).



Figura 12. Espectro de RMN '*C del Indol 27
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2. Conclusiones

Se logré obtener una metodologia para la formacién de enlaces carbo-
no-carbono a través de una ruta de sintesis que planted el uso de la re-
accién de Heck en conjuncién con las microondas como parte central
del proceso central, dando como producto importante un derivado de
pirrolo[2,1-alisoindol (27).

Finalmente, hemos logrado encontrar condiciones ideales para la forma-
cién de derivados de derivados de pirrolo[2,1-alisoindol (27), a través de
metodologias ambientalmente amigables como la utilizacién de cataliza-
dores y su combinacién con radiacion de microondas.
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