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Editorial

Pensar si es necesario realizar cambios es parte de los derechos que tenemos como
integrantes de la sociedad en la cual vivimos.
Esta responsabilidad est4 asociada a lo que significa vivir en democracia que si bien no es

un sistema perfecto aiin no se ha implementado otro que la supere.

La necesidad de modificar algunos aspectos de nuestra vida ciudadana es algo que surge
del concepto regidor de la democracia “la opinidon de las mayorias”. Existen momentos en los
cuales tenemos la posibilidad de expresarnos simultdneamente sin importar los niveles
economico-sociales, la religion que profesamos, el nivel cultural al cual hemos llegado,
nuestro ideario politico, etc.

Esa fecha acostumbramos a denominarla como “dia de elecciones” y es uno de los pocos

momentos en los cuales todos los ciudadanos de un pais somos iguales.

Hoy estamos a las puertas de una de estas fechas y necesitamos reflexionar de donde
venimos y hacia donde queremos ir; encontrar el camino no es sencillo dado que cada
individuo utiliza para el andlisis distintas escalas de valores con distintas prioridades, pero no
existen dudas que la gran mayoria apuesta por vivir mejor y con una calidad de vida acorde al

medio en el cual actla.

Dentro de la sociedad los ciudadanos realizan distintas funciones y entre estas esta la
Ciencia y Tecnologia y, en consecuencia, la investigacion y el desarrollo cientifico
tecnoldgico.

No aceptar esto es como negar la realidad cerrando los ojos; ahora bien, no por ser parte de
la comunidad cientifica somos mas importantes que el resto. Tenemos no sélo los mismos
derechos, sino que, ademas, las mismas obligaciones que el resto y por lo tanto podemos y

debemos expresarnos en el contexto politico actual.
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Seria muy sencillo para los miembros de la Asociacién Quimica Argentina defender el
sistema cientifico enumerando quienes son nuestros Premios Nobel, contar que tenemos en la
Universidad de Buenos Aires (UBA) a una de las mejores del mundo, que tenemos cada vez
maés universidades publicas en todo el pais, que en el CONICET se forman cada vez méas
profesionales, que tenemos uno de los sistemas de evaluacion cientifica mas exigentes del
mundo en donde nadie progresa por antigiiedad sino que por sus meritos y asi muchisimos

maés ejemplos.

Pero vamos a elegir otro método que es el contar a la sociedad que les dio el sistema
cientifico y como se ven diariamente beneficiados con ellos.

Sin un sistema cientifico funcionando no tendriamos cultivos adaptados a nuestro clima
(INTA), no tendriamos obras de ingenieria como las represas, los canales navegables, los
puertos, todas ellas realizadas por nuestros profesionales, no tendriamos sistemas de control y
validaciones industriales (INTI), no tendriamos energia nucleoeléctrica con centrales
nucleares Unicas en el mundo por su eficiencia (Nucleoeléctrica Argentina), no tendriamos
terapia radiante ni diagnostico radio isotopico (CNEA). La lista podria seguir mucho mas,

pero no hace al objetivo de esta nota.

Defender el sistema cientifico es defender la educacion y salud publica, la independencia
tecnoldgica; en resumen, la posibilidad de un acceso igualitario de toda la sociedad a los
beneficios que la Ciencia y la Tecnologia generan.

Creer que un sistema cientifico no es necesario es el comienzo de la decadencia como
sociedad dado que sustituir el conocimiento adquirido por uno importado nos llevara
irremediablemente a no poder administrarlo con criterio.

iDefender la Ciencia y la Tecnologia es defender al pais y, por lo tanto, a sus ciudadanos!

Dr. Carlos O. Caiiellas
Presidente de AQA
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In Memoriam: Prof. Dr. Marcelo Jorge Vernengo

(1930-2023)
El 31 de marzo del corriente afio fallecio el Prof. Dr. Marcelo Jorge Vernengo, quien

fuera Presidente de la Asociacion Quimica Argentina entre los afios 1994 y 2000,
esforzandose por una decidida presencia internacional de la Institucion, ademéas de hacerse
cargo de la Direccion de la revista Industria y Quimica, consoliddndola como foro para la
discusion de las mas variadas opiniones sobre el desarrollo de la Quimica en el pais y su
relacion con cientificos regionales e internacionales. Durante esos afios integré un Comité
Especial de la Unidn Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC: International
Union of Pure and Applied Chemistry) destinado a establecer propuestas para la

Armonizacion de Esquemas de Garantia de la Calidad de Laboratorios Analiticos.

El Dr. Vernengo alcanzo el titulo académico de Doctor en Ciencias Quimicas (Ph.D.) en
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de Buenos Aires
(UBA) en 1955, con la presentacion de la Tesis de Doctorado en Quimica Organica, sobre
el tema: "Esteres fendlicos de amino acidos" (Tesis 0832), realizada bajo la direccion del
Prof. Dr. Venancio Deulofeu, afios después de haberse graduado de Licenciado en Ciencias
Quimicas en la misma Facultad. Posteriormente realizo su postdoctorado en la Universidad
de Cambridge, en el Reino Unido, culminando en otro doctorado, es decir, el grado
méaximo de Ph.D, de esa Universidad bajo la supervision del Prof. Dr. John Harley-Mason,
permaneciendo en Cambridge hasta diciembre de 1960.

Una vez completada esta etapa académica, retorné al pais para realizar su fecunda labor
en docencia e investigacion en el Departamento de Quimica Orgéanica de la FCEN, UBA
desde 1961, siendo Profesor Asociado con dedicacion exclusiva y el primer Quimico
Organico de la Carrera del Investigador del CONICET, recientemente creada.

Posteriormente, entre 1969 y 1974, actué como Profesor Titular de Quimica Organica Il
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de la Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA, donde colabor6 en 1991 hasta 1993 en el
desarrollo de actividades interinstitucionales y el dictado de clases especiales sobre temas
de Quimica Medicinal.

No solo se destaca su labor académica en la docencia y formacién de recursos humanos
a través de la direccion de Becarios y Tesistas en Productos Naturales y Sintesis Organica
siendo pionero en la aplicacién de técnicas espectroscopicas para la dilucidacion
estructural de compuestos orgénicos, como resonancia magnética nuclear y espectrometria
de masa en la Universidad de Buenos Aires, sino también en la organizacion y decanato de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Belgrano en 1996, que
comenzo a funcionar al afio siguiente con las Carreras de Quimica, Biologia, Tecnologia de
Alimentos y Nutricion, incluyendo el Doctorado correspondiente.

Su labor en investigacion se extendié a la estabilidad de medicamentos, con gran
preocupacion por establecer la Farmacovigilancia en nuestro pais, llevando a cabo una re-
estructuracion muy efectiva en el entonces Instituto de Normalizacion y Contralor de
Drogas y Medicamentos como Director (posteriormente renombrado primero como
Instituto Nacional de Farmacologia y Bromatologia y desde 1991 como Instituto Nacional
de Medicamentos, actualmente formando parte de la Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica: ANMAT). Establecié inspecciones
integrales realizadas por profesionales adecuadamente formados para evaluar si la
produccion de medicamentos se realizaba conforme a las normas, en esa época
incorporadas a legislaciones nacionales basadas en recomendaciones de la Organizacion
Mundial de la Salud.

Su variada actividad de gestion incluye la participacion en organismos nacionales
internacionales, como: Consultor de la Farmacopea de los Estados Unidos en el Cono Sur,
Consultor de la Organizacion Panamericana de la Salud, Miembro y Consultor del Comité
de Expertos sobre Especificaciones de Medicamentos de la Organizacion Mundial de la
Salud en Ginebra, Miembro de la Royal Society of Chemistry, de la American Chemical
Society y de la Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada.

Su posterior incorporacion al Colegiado Directivo de la Asociacion Argentina para el
Progreso de la Ciencia muestra, una vez mas, su inquietud permanente por la Ciencia y su
difusion. Su interés por la Educacion en general y por la ensefianza de las Ciencias en
particular le valié su incorporacion en 1999 como Miembro de Numero de la Academia

Nacional de Educacién y el nombramiento como Académico Emérito desde el 1° de agosto
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de 2016. Asimismo, fue incorporado como Miembro de la Comision Nacional de
Evaluacion y Acreditacion Universitaria (CONEAU), desde el 2004 hasta el 2015.

Se destacan su capacidad multifacética, su vocacion por la Ciencia, brillantez, cualidades
humanas y capacidad para interactuar con diferentes personas.
Fue uno de los pioneros y “padres fundadores” de la Quimica. Y sobre todo fue un

hombre de bien!!

Comision Directiva de la Asociacion Quimica Argentina
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TRIBUTO A MARCELO JORGE VERNENGO

Méaximo Bardn

¢ Como hablar de alquien que se conocio, tratd y aprecid, practicamente desde siempre?

Esto es lo que me sucede con mi amigo Marcelo, de quien ya se habld y escribio en
varias oportunidades describiendo en detalle muchas de sus actividades, intereses y logros.
Como ejemplo, basta con mencionar lo publicado oportunamente en la revista Ciencia e
Investigacion [1].

En realidad, era una autobiografia con las caracteristicas tipicas de quien se siente algo

incomodo con la luz sobre su cabeza. Por decirlo de alguna manera.

Entonces, que puedo decir yo de él sin caer en la repeticién de lo ya dicho por él mismo

Y por otros.

Después de pensarlo y de recordar las muchas horas que dedicamos a hablar y discutir
los temas mas diversos, llegué a la conclusién de que a pocos como a €l le cabe el titulo de
HOMBRE DEL RENACIMIENTO (RENAISSANCE MAN), Que segln la definicion de
su creador (Publio Terencio Africano 185-159 a. C.) es simplemente, un hombre a quien
nada de lo humano le es ajeno. Y esta descripcién es la que mejor le cabe a Marcelo Jorge

Vernengo porgue en su viaje por esta vida, casi nada humano le fue ajeno.

Segln sus propias palabras nacié en un hogar donde el estudio, el conocimiento, la
curiosidad y el interés por la realidad en que vivian eran motivo de discusion y analisis
permanentes. Todo contribuyé a darle a Marcelo esa formacion amplia que, con sus
estudios desde la Goethe Schule, con el acceso al aleman, su paso por el Colegio Nacional
de Buenos Aires, la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires y los afios en la Universidad de Cambridge del Reino Unido de la Gran Bretafia lo

prepararon para las numerosas actividades que pudo encarar.
Pronto se volco a la investigacion cientifica en el campo de la sintesis organica, al uso de

métodos fisicos para el estudio de estructuras moleculares y al estudio de productos

naturales. Tema en el que publicd numerosos trabajos.
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Se inici6 tempranamente en la docencia universitaria y en la direccion de trabajos de
tesis. Actividad que continué durante mucho tiempo, incluso cuando se desempefié en
organismos nacionales e internacionales, como el Instituto Nacional de Medicamentos, que
luego formo parte de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y
Tecnologia Médica — ANMAT vy la Organizacion Panamericana de la Salud. Su
experiencia en estos temas lo llevo a la Subsecretaria Adjunta de Regulacién y Control y a
integrar una Comision encargada de redactar un proyecto de ley sobre patentamiento de
medicamentos. Ademas de actuar como consultor de organismos nacionales, lo fue
también del Instituto de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)

en Rio de Janeiro.

Pero su interés por la ensefianza se mantuvo tan firme que lo llevé a organizar la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Belgrano, que comprendio
cuatro carreras: Nutricion, Farmacia, Tecnologia de Alimentos y Quimica.

En esta tarea volcd toda su experiencia en los distintos temas incluyendo asignaturas
como Epistemologia con el objeto de estimular en los alumnos una comprension integral
de las ciencias experimentales y de la naturaleza como una parte importante de su
formacion.

Todo lo dicho justificé plenamente su incorporacion como Miembro de Numero a la
Academia Nacional de Educacion. Esto unido a su presidencia de la Asociacion Quimica
Argentina y su incorporacién a la Comision Nacional de Evaluacion y Acreditacion
Universitaria (Coneau), a su dominio de varios idiomas, publicaciones sobre temas de
ciencia y educacién y amplias inquietudes culturales completan la vision de este colega de
cualidades excepcionales para quién la definicion de HOMBRE DEL RENACIMIENTO
estd plenamente justificada, y quienes tuvimos el privilegio de compartir muchos afios de

su vida sentiremos penosamente su ausencia.

1. Baron M. Semblanza: Marcelo Jorge Vernengo. Ciencia e Investigacion 2014; 2 (2): 27-
28. (4MarceloJorgeVernengoResN2-2-2014-5.pdf).
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ANTICUERPOS Y CITOQUINAS EN LA INMUNOTERAPIA CON
PERIPLANETA AMERICANA

Angel Alonso**, Julio F. Albénico?, Krikor Mouchian®, Alicia B.Pomilio.*

23 Division Alergia e Inmunologia, Hospital de Clinicas “José de San Martin”, Universidad de
Buenos Aires (UBA), Av. Cordoba 2351, C1120AAF Buenos Aires, Argentina.
aalonsomed@gmail.com.
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Sociedad Cientifica Argentina- Asociacion Quimica Argentina. Academia Nacional de Ciencias de
Buenos Aires.

* Angel Alonso aalonsomed@gmail.com.
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Resumen
Se exponen los resultados obtenidos en la inmunoterapia con antigenos de la cucaracha Periplaneta

americana a pacientes alérgicos a la misma, al igual que aspectos bioquimicos de estos antigenos y su
importancia epidemiologica al ser componentes del “polvillo habitacional” y constituirse en uno de

los factores mas importantes del asma bronquial infantil y adulta.

Palabras Clave: Inmunoterapia; antigenos de Periplaneta americana; asma bronquial infantil.

Antibodies and cytokines in immunotherapy with Periplaneta americana
Abstract
The results of immunotherapy with antigens from the Periplaneta americana cockroach to patients

allergic to it are shown. The biochemical aspects of these antigens and their epidemiological
importance as components of "household-dust™ and one of the most relevant factors in childhood and

adult bronchial asthma are also discussed.

Keywords: immunotherapy; Periplaneta americana antigens; children bronchial asthma.

1. Introduccion

Las reacciones de hipersensibilidad al "polvillo habitacional”(PH), "polvillo domestico” o
"polvo de la casa" en especial aquellas relacionadas con el arbol respiratorio (rinitis perenne y
asma bronquial) son bien conocidas en el mundo entero [10-11]. Su empirismo inicial (en la
Argentina con Luis Ayerza en 1921), encontrd sélido sustento con el hallazgo de VVoorhorst

(1964) vinculado con el &caro Dermatophagoides pteronyssinus [20-38].
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Anticuerpos y citoquinas....

Sin embargo, la heterogeneicidad del PH es enorme pues incluye a restos esqueléticos,
detritus, excretas, mudas y otras secreciones o productos metabdlicos de numerosos insectos,
hongos anemdfilos, polenes, plumas, pelos, escamas, saliva, orina, deyecciones y proteinas
varias provenientes de los animales domésticos.

Todo esto corrobora que el PH es representativo del habitat del sujeto afectado.
Considerando que la cucaracha es un insecto extraordinariamente frecuente en los hogares
urbanos y suburbanos més alld de la condicidén socioeconémica de su morador, no parece
descabellado pensar que sus proteinas formen parte del PH e induzcan en el ser humano,
preferentemente atopico hiperproductor de IgE, anticuerpos especificos que puedan gatillar
los fendbmenos de hipersensibilidad del tipo | o amplificar una inflamacion cronica de la
mucosa respiratoria.

Dentro de la clasificacion entomoldgica general, la cucaracha pertenece al orden Blattodea
(del latin Blatta: cucaracha y del griego eidés: “que tiene aspecto de”), familia Blattidae que
abarca a los insectos aplanados, de carrera rapida, con antenas largas y delgadas, ojos bien
desarrollados y aparato bucal masticador con mandibulas [48].

En las especies con alas bien desarrolladas, ambos pares tienen muchas venas y un gran
numero de vasos transversales. El par anterior, mas estrecho, engrosado y coriaceo o
apergaminado, llamado tégmenes, sirve principalmente como cubierta para el par posterior
cuando no vuelan, mientras que el par posterior de alas, es delgado, mucho mas grande,
usado principalmente durante el vuelo, permaneciendo plegadas en forma de abanico bajo los
tégmenes, cuando no se emplean.

Muchas especies s6lo tienen alas rudimentarias o carecen totalmente de ellas. El protérax
es grande y oculta gran parte de la cabeza. El abdomen es voluminoso, muy segmentado y
Ileva un par de cercos apicales.

En Ameérica, esta familia esta representada por unas 70 especies; en todo el mundo se
conocen mas de 2000 especies. Las cucarachas se han ajustado muy bien a vivir con el
hombre; son una de las méas desagradables plagas de las habitaciones humanas.

Se esconden en grietas y hendiduras que les proporcionan los métodos humanos de
construccién. Se encuentran en muchas clases de alimentos, comen parte de los mismos, los
decoloran y manchan con sus materias fecales, dejando tras de ellos un desagradable olor. Se
ha sabido de cucarachas que han mordisqueado los parpados, asi como, las ufias de las manos
y los pies de nifios dormidos.

Son ademas, portadoras de organismos que causan enfermedades entéricas (Salmonelosis y

Disenteria bacilar) que llevan desde las alcantarillas y botes de basura hasta el alimento del
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hombre; ocasionalmente, se las ha encontrado infectadas con otros organismos patogenos
como los de la tuberculosis, de la lepra, ciertos virus, protozoarios y hongos patogenos.

Por ser de hébitos nocturnos, y que se dejan ver a la luz del dia solamente cuando se las
inquieta o molesta, poco pensamos en ellas como agentes productores de enfermedades.

Las cucarachas tienen pocos enemigos naturales y pueden sobrevivir en cocinas y
restaurantes muy higiénicos.

Son viajeras muy cabales que se han esparcido por todo el mundo llevadas por buques y
aviones. En nuestro pais, 3 especies cosmopolitas son las més abundantes: la pequefia
cucaracha alemana o Blattella germanica (la mas comun en las cocinas y en los bafios); la
cucaracha oriental o Blatta orientalis (de mayor tamafio y abundante en los s6tanos hiumedos
y a lo largo de las lineas de drenaje), y, la cucaracha americana o Periplaneta americana -
(Pa) - (la mas grande de las 3 y frecuente en los tiraderos de basura de las grandes ciudades),
objeto de este estudio.

Se presentan los resultados obtenidos en el aislamiento y caracterizacion de los antigenos
de la Periplaneta americana a punto de partida de un extracto elaborado con el exoesqueleto
y formaciones queratinizadas del insecto; su capacidad alergénica en humanos atopicos y
controles no-atépicos induciendo la sintesis de un anticuerpo IgE especifico detectado por
métodos in vivo e in vitro, y, por Gltimo, la cuantificacion de anticuerpos IgG e IgE anti-
cucaracha, después de 3 afios de inmunoterapia parenteral con los antigenos de este insecto
(IT) al igual que, las modificaciones de los valores séricos de las citoquinas IL-2 e IL-4 y del
receptor para ésta Ultima (IL-4R o CD124).

También se adjuntan las valoraciones clinicas de los grupos sometidos a la IT, en
comparacion estadistica con los controles atopicos no inoculados, que son demostrativos de
la utilidad de la inoculacién repetida de las glucoproteinas aisladas de la cucaracha

Periplaneta americana.

2. Materiales y Meétodos.

1.-Antigeno: Un extracto total de la cucaracha Periplaneta americana, fue preparado por
nosotros siguiendo la metodologia descripta oportunamente por Frugoni y Hansen. Los
insectos fueron cuidadosamente seleccionados de acuerdo a las normas entomoldgicas
preestablecidas y se tuvo especial cuidado con procesar las estructuras quitinosas del
exoesqueleto del insecto. Este extracto total fue sometido a diversos pasajes por columnas de
Sephadex y de DEAE-celulosa [2,21,27,30].
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2.- Fraccionamiento por columna de Sephadex: Se utiliz6 una columna de Sephadex G-200
que tenia 780 mm por 22 mm y que se equilibro y se eluyo con buffer fosfato y CINa 0,15 M
apH 8y a4°C. Tres y medio mililitros del extracto crudo fueron sembrados y alicuotas de un
mililitro de eluido fueron recogidas en el colector de fracciones con una velocidad de 20
mL/min. EIl contenido proteico de cada eluido fue determinado por absorbancia a 280 nm en
un espectrofotdmetro Uvicord-LKB; los contenidos en hexosas fueron establecidos por el
método del indol que emplea una mezcla de galactosa-manosa como estandares a 470 nm de
densidad optica en el espectrofotometro [28-49-50].

3.- Fraccionamiento por columna de DEAE-celulosa: Cinco mililitros del extracto total
de Periplaneta americana fueron dializados contra un buffer de fosfato (pH 8 y 0,01 M) y
luego fueron filtrados a través de una columna de DEAE-celulosa de 380 mm por 25 mm. La
elucion ulterior fue realizada con un buffer de fosfato entre pH 8 y pH 6 con molaridades
variables entre 0,01 y 0,5 M. Los contenidos de proteinas y de hexosas fueron registrados

espectrofotométricamente, como se describié mas arriba.

4.- Determinacion cuantitativa de las proteinas: Se aplicé para la deteccidn cuantitativa
de las proteinas el método del Lowry, para el extracto total de Periplaneta americana y en

cada una de las fracciones eluidas [32,44].

5.- Pesos moleculares: Una serie de proteinas de peso molecular conocido usadas como
marcadores proteicos, tales como, la anhidrasa carbonica (PM: 29 kDa); la albumina sérica
bovina (PM: 66 kDa); la alcohol dehidrogenasa (PM: 150 kDa); la beta-amilasa (PM: 200
kDa); la apoferritina (PM: 443 kDa) y la tiroglobulina (PM: 669 kDa) (Sigma Chemical Co.-
lote 125F6005) se aplicaron a una columna de Sephadex G-200. Esta columna de 780 mm
por 22 mm se equilibrd y se eluyé con un buffer PBS-C1Na 0,15 M apH 8 y a 4°C.

Un mililitro de cada sustancia fue recogido y sometido al espectrofotometro LKB Uvicord
a una densidad optica de 280 mm. La concentracion proteica de los marcadores fue de 13,5
mg en un volumen de 1,5 mL mientras que el extracto total tenia 147 mg en un volumen de
3,5 mL (42 mg/mL) [19].

6.- Pacientes a estudiar: Treinta y dos sujetos atopicos, 19 mujeres y 13 varones con edades
comprendidas entre los 22 y los 57 afios, padeciendo de rinitis perenne y de asma bronquial
fueron seleccionados en un todo de acuerdo con los criterios establecidos por la Sociedad

Americana del Térax.
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Todos eran residentes de la ciudad de Buenos Aires y del Gran Buenos Aires, y fueron
incluidos en el estudio en base a los siguientes parametros: a) Historia clinica indubitable en
lo relativo a antecedentes familiares y personales de enfermedades atopicas (rinitis, asma,
eccema, urticaria, angioedema y dermatitis eccematosa por contacto); b) cuadro clinico
positivo en la actualidad con signos y sintomas inequivocos; c) virgenes de todo tratamiento
inmunoterapico con aero-alergenos ubicuos del habitat; d) niveles séricos elevados de la IgE
total por encima de 120 KUJ/L, y e) pruebas cuténeas intradérmicas inmediatas positivas al
PH vy al extracto de Periplaneta americana (ambos 1/100) en comparacion con los habones
testigo de solucion fisiologica (negativo) y de histamina 1/1000 (positivo).

De este grupo, 10 pacientes recibieron IT con Pa, 10 fueron inoculados con el antigeno
purificado Pa-1 y los 12 restantes no recibieron ninguna clase de IT constituyéndose en el
grupo control de la poblacion atdpica.

El grupo control no-atépico estuvo compuesto por 25 personas,13 mujeres y 12 varones,
con edades entre los 26 y 48 afios, con similar residencia, que consultaron en nuestro Centro
por signo-sintomatologia pseudoalérgica no vinculada con un mecanismo IgE dependiente.
No tenian antecedentes familiares y/o personales de enfermedades atopicas y su IgE sérica
total fue inferior a 70 KU/L.

Las pruebas cutaneas con 5 aero-alergenos seleccionados por su incidencia (p.ej. acaros,
pelos y escamas del gato y del perro, cucaracha y Alternaria) resultaron totalmente negativas.

Los pacientes del grupo experimental padecian empeoramiento sintomatico con la
exposicion al polvillo habitacional y su sufrimiento era perenne, anual, con muy escasa
mejoria durante los meses del verano.

Las viviendas de los pacientes de ambos grupos eran en su totalidad de construccion
convencional con materiales apropiados, pero todos reconocieron tener cucarachas en sus
cocinas o habitaciones domiciliarias y la necesidad de combatirlas principalmente en el
verano.

Se tuvo especial cuidado en advertir a los pacientes que, durante la testificacion cutanea no
ingirieran antihistaminicos desde 7 dias antes.

7.- Pruebas cutaneas: En todos los pacientes se practicaron intradermorreacciones en la piel
de la cara externa del brazo empleando implementando habones de 0,02 mL con agujas
descartables de 13 x 0,4 mm. Ademas del PH, se utilizaron el extracto total de Pay su
antigeno Pa-1 obtenido del pasaje por columnas de Sephadex G-200 y de DEAE-celulosa,
correspondiendo a la sumatoria de los picos glucoproteicos relevantes [17,24,29,37].

En cada habdn se inocularon 8 mcg de proteinas puras antigénicas provenientes de Pa.
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Todos los antigenos fueron esterilizados por filtracion a través de membranas de Millipore
de 0,22 um. Habones controles de solucion fisioldgica pH 7,2 estéril y de fosfato de
histamina diluida al 1/1000 acompafiaron a los anteriores.

La lectura de las intradermorreacciones se realiz6 a los 20 minutos midiendo el eritema y
la papula originada. Tomando como referencia a la reactividad del habén histaminico que
alcanzd su méaxima respuesta entre los 15 y los 20 minutos, los otros habones se codificaron
de la siguiente manera a los fines de simplificar la nomenclatura: de 1 a4 mm: 1 cruz; de 5 a
9 mm: 2 cruces; de 10 a 14 mm: 3 cruces y mas de 15 mm: 4 cruces.

Los pacientes testificados permanecieron durante una hora en observacion después de
leidos los resultados de las pruebas cutaneas a fin de valorar y controlar eventuales reacciones
adversas en los sujetos muy sensibles a los alergenos.

Las pruebas siempre se realizaron por la mafiana y por la misma persona [18,46].

8.-Radioinmunoensayos: La IgE sérica total de los pacientes fue determinada por el método
del PRIST siguiendo estrictamente las especificaciones del fabricante (Phadebas, Uppsala,
Suecia). Los resultados se expresaron en KU/L. Para dosar IgE e 1gG especificas anti-
cucaracha (anti-Pa y anti-Pa-1) se desarrolld la técnica del RAST siguiendo los pasos
establecidos por Ceska oportunamente. Los resultados se expresaron en PRU/mL (Phadebas
Rast Units: clase 0: menor a 0,35 PRU/mL sin significacion; clases con significacion
creciente: entre 0,35-0,70 PRU/mL es clase 1; entre 0,70-3,50 PRU/mL es clase 2; entre 3,50-
17 PRU/mL es clase 3; entre 17-50 PRU/mL es clase 4 y entre 50-100 PRU/mL es clase 5, y
por Gltimo, mas de 100 PRU/mL es clase 6. La IgG se expresé en Ul/mL (unidades
internacionales/mL).

Sintéticamente, se procedio de la siguiente manera: tanto el extracto total como el antigeno
Pa-1 en concentraciones proteicas de 15 mg/mL, constituyeron las fases solidas respectivas,
al unirse covalentemente a discos de celulosa (SS547) con bromuro de cianégeno a pH 11
durante 2 horas en un medio alcalino. Los sitios de las membranas que no reaccionaron
fueron bloqueados durante una hora por un buffer compuesto por fosfato 0,2 mol/L, pH 7,5,
albimina sérica bovina al 5% y Tween 20 al 2 % en agua destilada 1/5. Luego fueron lavadas
con PBS-Tween 0,01% e incubadas durante toda la noche con una dilucién 1/8 de los sueros
de los pacientes. Estos reactantes fueron lavados con un buffer-bloqueador y las membranas

incubadas con 50.000 c.p.m. de anti-IgE-(o anti-1gG). lodo*®

(Pharmacia, Uppsala, Suecia)
diluida 1 mL del buffer por toda la noche y luego de lavadas nuevamente su radioactividad se
midio6 en el contador gamma. Siempre se utilizaron controles de cada experiencia con sueros

normales [16,47].

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110. 16



Angel Alonso et alia

Con el proposito de asegurar la especificidad de la respuesta inmune se desarrollé el
RAST-INHIBICION, de acuerdo a la técnica de Gleich.

Ademas de las absorciones de los sueros anti-cucaracha con su antigeno especifico desde
la dilucion 10-6 hasta el concentrado se utilizaron otros alergenos no relacionados, tales

como, los polenes de Ambrosia y Lolium perenne y el pelo de gato concentrados.

9.- Inmunoterapia especifica: Fue llevada a cabo mediante la inoculacion subcutanea
semanal durante 3 afios en dosis (de 0,05 a 0,50 mL) y en diluciones crecientes (desde
1:10.000 hasta 1:10) del extracto total de Pa y de su antigeno Pa-1 [12,13,15]. Los 20
pacientes atopicos fueron divididos en 2 grupos (A y B) de 10 enfermos cada uno. EIl grupo
A recibi6 Pa y el B, Pa-1. En ambos casos, la dosis inicial fue de 1,5 mcg de proteina pura y
la mas elevada la de 1,5 mg.

A lo largo de toda la inmunizacion, cada paciente recibié una cantidad total de 1,5 g de
proteina pura de cada antigeno. Después de cada inoculacion, todos los pacientes
permanecieron, por lo menos, 30 minutos en el lugar, para prevenir cualquier efecto adverso

inesperado.

10.- Dosajes séricos de las IL-2, IL-4 y del receptor para la IL-4 (IL-4R): A cada paciente
se le extrajeron 10 mL de sangre venosa antes de iniciar la inmunoterapia, y a cada intervalo
de un afio de mantenimiento de la misma con lo cual se totalizaron 4 muestras de cada
paciente. Estos sueros se guardaron a -20°C hasta ser empleados en la cuantificacion de las
IL-2 e IL-4 circulantes mediante los equipos ELISA provistos por INMUNO TECH.

Los niveles del IL-4R se detectaron por RIA merced a un antisuero contra el CD124

marcado por nosotros (Gentileza Dr. Luis M. Scavini) con I'®

siguiendo el método de Ceska.

Las sensibilidades de los equipos para IL-2 son del orden de los 5 pg/mL, para la IL-4 de 1
pg 0 10 Ul y para el IL-4R de 7 pg/mL. Estos equipos detectan entre 0 y 4000 pg/mL de cada
citoquina y del receptor (formas solubles o sIL-2, sIL-4 y sIL-4R). La purificacion de los

mismos ha minimizado la posibilidad de interferencias y de falsos positivos o negativos.

11.-Evaluacion clinica: La valoracién de los sintomas de la rinitis atopica se llevo a cabo en
cada paciente antes de la inmunoterapia, y con intervalos de un mes hasta la finalizacion de la
a anotaba el nimero de ataques de estornudos, la intensidad de la obstruccion nasal y de la
rinohidrorrea, mediante la siguiente escala: 0: ni estornudos, ni rinohidrorrea ni obstruccion

nasal; 1: de 1 a 5 ataques de estornudos; de 1 a 5 veces sonarse la nariz con obstruccion nasal,
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pero sin respiracion bucal; 2: de 6 a 10 ataques de estornudos y el sonarse la nariz con
obstruccion nasal y ocasional respiracion bucal, y 3: mas de 11 ataques de estornudos y
sonarse la nariz con evidente obstruccion y respiracion bucal.

Por ello, es que se permitio el empleo de aerosoles broncodilatadores (B2 agonistas) ad-
libitum, y, con corticoides en forma regular. No se autorizaron aerosoles nasales ni farmacos

anti-H1 per os.

12.-Andlisis estadistico de los resultados: La comparacién entre los grupos en estudio fue
realizada por medio del método t de Student y del andlisis de la varianza. Todos los métodos

estadisticos presentaban 2 colas; el valor de la p < 0,05 fue considerado de significacion.

3. Resultados

El fraccionamiento del extracto total de Periplaneta americana (Pa) por la columna de
Sephadex G-200 permitié obtener un pico proteico notable entre los tubos 83 y 113 y 3 picos
con alto contenido en hexosas que correspondieron a los tubos 12, 64 y el 84-112, y algunos

otros picos pequefos de escasa significacion hidrocarbonada (Fig. 1Ay B).

/ \\ BLATTA AMERICANA
! = SEPHADEX G-200
/ \ ~HEXOSAS

\ ,\J e \-/\\,/'\./\*
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Figura 1: Pasaje del extracto de Periplaneta americana por columna de Sephadex G-200.
(A) Se observa un Gnico pico proteico entre los tubos 83 y 113. (B) Se observan tres picos de
hexosas correspondientes a los tubos 12, 64 y 84-112.

El fraccionamiento del extracto total de Pa por DEAE-celulosa revel6 un pico proteico
entre los tubos 190 y 290 que eluyé con buffer fosfato 0.1 M pH 8. Las hexosas denotaron 3
picos en los tubos 70, 100 y 150 (Fig. 2A 'y B).
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Figura 2: Pasaje del extracto de Periplaneta americana por columna de DEAE-celulosa. (A)
Se observa un notable pico proteico entre los tubos 190 y 290. (B) Se observan siete picos de
hexosas. Los cambios de pH y molaridad se indican con flechas.

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110. 18



Angel Alonso et alia

La determinacion cuantitativa de proteinas en el extracto y en las fracciones obtenidas

por cromatografia arrojo los siguientes resultgdos:

Extracto concentrado de Periplaneta americana: 42 mg/mL.
Sephadex G-200, tubo 12: 50 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 65: 150 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 76: 180 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 78: 100 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 100: 600 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 123: 370 mcg/mL.
Sephadex G-200, tubo 240: 2000 mcg/mL.

En el estudio del peso molecular, se registraron 6 picos correspondientes a Albumina sérica
bovina, Anhidrasa carbdnica, Alcohol dehidrogenasa, beta-Amilasa, Apo-ferritina y

Tiroglobulina, cuyos pesos moleculares se vuelcan en la Fig. 3.

\e

\ B 1: Anhidrasa carbonica.
o : L 2: Albumina sérica bovina.
¥ ' 3: Alcohol dehidrogenasa.
N = 4: beta-Amilasa.
: &5 5: Apoferritina.
\ 6: Tiroglobulina.
§ 7: Periplaneta americana (Blatta
americana).

Figura 3: Pesos moleculares de marcadores proteicos y del extracto de Pa. Escala
semilogaritmica.
Tras la obtencion de precipitinas en las inmunodifusiones entre el sistema Albdmina sérica

bovina-anti-Albumina-sérica bovina, por un lado, y el sistema Pa-anti-Pa de conejo, por el
otro, los hallazgos fueron transportados a una escala semilogaritmica con el volumen de
elucion en la abscisa. El valor extrapolado por aproximacién para el extracto concentrado de
Pa fue de 180 kD. La Pa mostrd precipitinas luego del pico de la Alcohol-dehidrogenasa
(PM: 150 kD) al ser testificada contra su antisuero especifico de conejo.
La determinacion de los valores de las hexosas arrojo los siguientes resultados:
Sephadex G-200, tubo 12: 700 mg %.
Sephadex G-200, tubo 64: 1000 mg %.
Sephadex G-200, tubo 84-112: 3500 mg %.
DEAE-celulosa, tubo 70: 1250 mg %.
DEAE-celulosa, tubo 100: 1750 mg %.
DEAE-celulosa, tubo 150: 1100 mg %.
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Resultados en humanos:

Luego de realizar las pruebas cutdneas convencionales, los pacientes del grupo control no-
atépico (n = 25) resultaron totalmente negativos a los alergenos utilizados (Pa y Pa-1); los
atopicos (n = 32) mostraron reactividad significativa tanto al extracto total como al antigeno
purificado (Tabla 1).

Tabla 1: Positividad de las pruebas cutaneas intradérmicas

PACIENTES ATOPICOS CONTROL NO ATOPICO
n=32 n=25
ANTIGENO Neg. 1" 2" 3" 4* neg. 1* 2"
Pa 0 1 9 9 13 23 2 0
Pa-1 0 0 9 14 9 25 0 0

Nota: la significacion de estas pruebas se valora a partir de 2+ (5-9 mm) (ver texto).

La IgE sérica total (PRIST) de los 32 pacientes atopicos revel6 un promedio poblacional de
320 KU/L, con extremos entre 120 y 600 KU/L, mientras que, los sueros del grupo control (n
=25) presentaron valores comprendidos entre las 16 y 70 KU/L.

Los valores de las IgE especificas (RAST) anti-Pa y anti-Pa-1, al igual que, los valores de
las 1gG especificas (RAST) anti-Pa y anti-Pa-1, antes y después de la inmunoterapia con Pa 'y
con Pa-1, a lo largo de 3 afios, se exponen en las Tablas 2 y 3, las que consignan, ademas, los
datos de significacion estadistica (valor de p) entre los hallazgos basales y luego de cada afio

de inmunoterapia.

Tabla 2: Valores de la IgE sérica total y de las IgE e IgC especificas antes y después de la
inmunoterapia con Pa (n = 10).

BASAL 1° Afio 2° Afio 3° Afio
IgE total
(PRIST) 245 + 111 262 55120 199nws_L 86 189NiS 83
KU/L
IgE —anti-Pa 1.22 + 0,66 1,59_1L 0,52 1,68 + 0,59 0,96 £ 0,27
PRU/mI p=0,2 p>0,1 p>0,2
IgE —anti-Pa-1 0,08 + 0,35 1,47 £ 0,50 1,35+ 0,44 0,86 £ 0,25
PRU/mI p<0,02 p<0,01 Ns
IgE —anti- Pa 114,7 + 100,6 239,0+147,1 300+ 178
Ul/ml 268+328 0=0,02 0<0,001 0<0,001
IgE —anti-Pa-1 30+ 19 66,7 + 46,7 167 £ 106 246 + 92
Ul/mi - p<0,05 p<0,001 p<0,001
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Por su parte, el RAST-INHIBICION a los sueros humanos certifico la especificidad de la
reaccion inmunoldgica al provocarse una inhibicion variable entre el 80% y el 92% al
agregarse concentraciones del antigeno de cucaracha a partir de 10, La inhibicién con otros
antigenos empleados como controles fue irrelevante (v.g. Ambrosia, Lolium y pelo de gato)
ya que a idénticas concentraciones no sobrepasé del 10 %.

Tabla 3: Valores de la IgE sérica total y de las IgE e IgC especificas antes y después de la
inmunoterapia con Pa-1 (n = 10).

BASAL 1° Afio 2° Afio 3° Afio
IgE total
(PRIST) 956 + 109 292 [\1;5153 259 r:_; 109 216n;: 93
KU/L
IgE —anti-Pa 1,33+0,57 0,95+0,43 0,66+ 0,34
PRU/MI 0.80£0,25 p=0,02 ns ns
IgE —anti-Pa-1 1,16 £ 0,38 0,70+0,15 0,50 +0,16
PRU/mI 0,66 0,29 p<0,01 ns ns
IgE —anti-Pa 107 +7.7 94,4 £55,0 314,0 + 246,7 366,0 £ 184,2
Ul/mi e p=0,001 p<0,005 p<0,001
IgE —anti-Pa-1 18.7 +19 1 85,7 +48,4 186,0 + 88,5 290 £ 122
Ul/mi e p<0,002 p<0,001 p<0,001

Dosajes de citoquinas séricas: Los valores de IL-2, IL-4 e IL-4R se consignan en las
Tablas 4, 5y 6; las IL-2 e IL-4 se midieron en Ul/mL mientras que el IL-4R lo fue en c.p.m.
(cuentas por minuto). En todos los casos, la primera columna expone los valores basales o

pre-inmunoterapia, y luego, los valores secuenciales de cada toma anual durante la

vacunoterapia hasta los 3 afios.

Tabla 4: Valores séricos de IL-2, IL-4 y del IL-4R (CD 124) antes y después de la
inmunoterapia con Pa (n = 10).

BASAL 1° Ao 2° Afo 3° Ao

IL-2 189 + 111 166 + 75 84 + 48

(U/mL) 173+ 118 ns ns p=0,05

IL-4 237 £149 239 £ 109 99+21

(U/mL) 181+116 ns ns p=0,05
(éla_f;) 2660 + 975 2898 + 1227 2905 + 1164 740 £512

(c.p.m) - ns ns p<0,001

La significacion estadistica se consigna siempre entre el valor basal o pre-inmunoterapia y
los dosajes anuales post-inmunoterapia. La Tabla 6 expone los valores de las citoquinas y del
receptor de los 25 pacientes no-atopicos, y el grado de significacion se establece con los
hallazgos basales pre-inmunoterapia de los atdpicos, asi como, se realiza luego la.
comparacion estadistica entre esos datos de los no-atdpicos y los resultados finales de los

vacunados luego de 3 afios
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Tabla 5: Valores séricos de I1L-2, IL-4 y del IL-4R (CD 124) antes y después de la
inmunoterapia con Pa-1 (n = 10).

BASAL 1° Ao 2° Afo 3° Afio

IL-2 211+ 72 160 £ 114 88+ 45

(U/mL) 168119 ns ns p=0,05

IL-4 152 + 70 263+92 147 + 75 104 + 34

(U/mL) B p=0,01 ns p=0,05
IL-4R

2539 £ 617 2110 + 429 1550 + 302
((%E; %) 2070 + 437 5<0,05 i 5<0,01

Tabla 6: Valores de IL-2, IL-4 y del IL-4R (CD 124) séricos después de los controles no
atdpicos y sus comparaciones con los atdpicos no vacunados (basales) y los vacunados
después de 3 afios.

S GRADO DE GRADO DE
NO A(‘:SZE)'COS SIGNIFICACION | SIGNIFICACION
(BASALES) (3 ANOS)
IL-2 i
(U/mL) 119+91 p<0,2 p=0,2
IL-4
(U/mL) 86+ 44 p<0,02 ns
IL-4R
(CD 124) 550 + 208 p<0,001 p<0,2
(c.p.m.)

Valoracion clinica:

Los resultados se agruparon en la Tabla 7; se consignan sélo las planillas de 17 pacientes
pues los otros 3 no cumplieron con rigurosidad las pautas preestablecidas. Manifestaron el
empleo de medicamentos cuya administracion erratica hizo imposible la confeccion adecuada
de dichas planillas, que, a la postre, ofrecieran una informacion digna de ser procesada
estadisticamente. De tal manera, no puede concluirse cual antigeno es superior en esta
valoracion (Pa y/o Pa-1) aunque ambos provengan del mismo insecto y produzcan notables

cambios sintomaticos totalmente independientes de una determinada medicacion.

Tabla 7: Valoracion estadistica de los sintomas riniticos antes y después de la inmunoterapia
con antigenos de Periplaneta americana (n = 17).

" SCORE -

SINTOMAS BASAL DESPUES DE LA INMUNOTERAPIA
1° Afio 2° Afio 3° Afo
CRISIS DE 18+08 13£1,6 0,6+0,5 03+04
ESTORNUDOS e ns p<0,01 p<0,001
RINO 18+04 15+£11 0,8+0,8 0,3+04
HIDRORREA T ns p<0,01 p<0,001
OBSTRUCCION 20+009 1,7+£0,6 09+0,3 0,4+05
NASAL T ns p<0,01 p<0,001
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4. Discusion

Desde los albores de la practica alergoldgica, tanto en el diagnostico como en el
tratamiento de las rinitis alérgicas y del asma bronquial atopico, el papel jugado por el
"polvillo habitacional" fue incuestionablemente destacado. En la década del 60, VVoorhorst
vinculé fehacientemente a un &caro (Dermatophagoides pteronyssinus) presente en dicho
polvillo con los cuadros clinicos de alergia respiratoria. Este hallazgo indujo a otros autores a
especular acerca de la probable participacion de otros insectos o productos provenientes de
animales domeésticos (v.g. escamas o pelos del perro; del gato; sus salivas, etc.), en la
etiopatogénesis de los sindromes aludidos.

Es asi como, uno de los insectos méas comunes en el habitat del hombre, la cucaracha con
sus multiples variedades, se constituye en un elemento apropiado para ser estudiado desde el
punto de vista inmunoldgico tratando de documentar su participacion en idénticos episodios
de alergia respiratoria [3-7].

De los hallazgos obtenidos durante el desarrollo de diversos planes de investigacion, tanto
en los animales como en el hombre, surge una conclusion princeps: la cucaracha comdn
(Periplaneta americana) posee capacidad antigénica [9].

Su elevado contenido proteico determinado tanto en el extracto total como en las
fracciones solubles obtenidas por el fraccionamiento por las columnas de Sephadex y por
DEAE-celulosa, o sea por peso molecular y por intercambio idnico permitieron obtener
diferentes eluidos con distinta composicion glucoproteica. Este potente y complejo antigeno
que indujo en conejos anticuerpos especificos por medio de una clasica inmunizacion
parenteral, fue también capaz de desarrollar en cobayos por la via inhalatoria una respuesta
inmune especifica y un fendmeno inflamatorio crénico dependiente de macrofagos y de
linfocitos-T CD4 y CDS8.

En los humanos atopicos, la inhalacion de un "polvillo habitacional” con restos del
exoesqueleto de Pa, detritos de su momificacién, de su ooteca y de su materia fecal, o sea, de
microparticulas que vehiculizan sus proteinas antigénicas, induce una respuesta inmune
especifica IgE dependiente que se vincula estrechamente con su padecimiento a nivel de la
mucosa respiratoria degranulando mastocitos.

La liberacién de histamina, leucotrienos y PAF produce los conocidos fendmenos de
vasodilatacion capilar, edema de la mucosa, contraccion del masculo liso e incremento de la
actividad de las glandulas del epitelio respiratorio con hipercrinia y discrinia, que tan
negativamente influyen en la dinamica respiratoria.

El aflujo de macréfagos y de linfocitos con receptores especificos para estas glucoproteinas

conjuntamente con la produccién y liberacion de las interleuquinas pro-inflamatorias parece
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ser trascendente en un modelo experimental desarrollado en cobayos, donde se indujo una
neumonitis por hipersensibilidad tipica con infiltrados intersticiales, bronquiolitis celular y
granulomas solitarios no caseosos.

Teniendo en cuenta que el asma bronquial humana es, en realidad, un fenémeno
inflamatorio crénico de la mucosa respiratoria con perpetuacion de la residencia de LTCD4 y
de LTCD8, macréfagos, eosindfilos y mastocitos, parece razonable sospechar que este
fendmeno histopatolégico pudiera estar directamente relacionado con las propiedades
fisicoquimicas del antigeno (v.g. riqueza proteica e hidrocarbonada; configuracion espacial;
peso molecular; concentracion o polucién ambiental, etc.), y la reiterada exposicion al
mismo, de ahi la utilidad del alejamiento del paciente de la fuente antigénica, cuando ello es
posible.

Los anticuerpos especificos contra la Pa., tanto 1gG como IgE, podrian desarrollar la
activacion de muchas células portadoras de receptores Fc-gamma o Fc-épsilon, tales como,
macrofagos, linfocitos de diversas subpoblaciones y mastocitos, a su vez generadores de
citoquinas, tales como IL-1, IL-6, factor de necrosis tumoral, IL-3, IL-4, IL-5 e IL-10 y méas
alejadamente de nueva IgE.

Las enfermedades alérgicas estan estrechamente asociadas con una subpoblacion de LT-
CD4 llamada TH2, productora de IL-4, IL-5 e IL-10 mientras que la TH1 solo elabora IL-2 e
IFN-gamma. La IL-4 es critica para la sintesis de IgE pues es la primera sefial que determina
el "switch" para la transcripcion hacia el gen épsilon en la linea germinal del ADN del LB.
Como se sabe, otra sefial depende del LT (interaccion del CD40 del LB y su ligando del LT).

La IL-5, por su parte, ejerce un potente efecto sobre la diferenciacion, sobrevida y funcion
de los eosindfilos, los que a su vez, integran el infiltrado celular bronquial en el asma
humana. La adherencia de los eosindfilos a las células endoteliales se produce por la
interaccion de moléculas, tales como, CD11/CD18, ELAM-1y VLA-4/NVCAM-1.

Esta inflamacion cronica puede ser modificada farmacol6gicamente con diferentes
bloqueadores o inhibidores de los péptidos vasoactivos (histamina y leucotrienos) y de las
citoquinas mencionadas (glucocorticoides y ciclosporina-A).

No obstante, la indudable utilidad terapéutica de estos agentes y de otros indicados para
idéntico fin, los cambios fisioldgicos y biomoleculares son transitorios y mientras dura la
administracion del farmaco.

Por ello, se intentd una forma de terapia que induce cambios bioldgicos mas profundos,
como lo es la inmunoterapia o desensibilizacion o inoculacién cronica de dosis crecientes del

antigeno productor del fendmeno de hipersensibilidad [1,8,14].
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Estos cambios tanto humorales como celulares han captado la atencién de los investigadores
de las dltimas dos décadas [22,23,25].

En el presente trabajo, se valoraron los resultados obtenidos en una poblacion de pacientes
atépicos-respiratorios, antes y después de la inmunoterapia aplicada durante 3 afios con un
antigeno al que todos ellos revelaron hipersensibilidad manifiesta.

Dicho antigeno, la cucaracha Periplaneta americana, se emple6 como un extracto crudo
obtenido segln técnicas clésicas al respecto, y como un antigeno o sumatoria de péptidos
purificados obtenidos por pasajes a traves de diferentes columnas de filtracion. Los pacientes
atopicos (n = 32) mostraron pruebas cutaneas positivas tanto para el extracto crudo (Pa)
como para sus péptidos purificados (Pa-1); por el contrario, el control no-atopico no
evidencio esa reactividad, lo cual, confiere al hallazgo una especificidad vinculada con la
dependencia de la IgE, y, no un mero fenémeno irritativo inespecifico (Tabla I).

Al analizar la situacién humoral de los pacientes atopicos ya divididos en 2 grupos de 10
cada uno, se advirtié la existencia de anticuerpos IgE-anti-Pa y anti-Pa-1, asi como de 1gG-
anti-Pa y anti-Pa-1. Todos tenian una IgE total sérica elevada como marcador genético de su
condicion atopica (Tablas 2 y 3).

Luego de un afio de inmunoterapia con Pa y con Pa-l, estos valores basales se modificaron
en un incremento en todos los casos; asi, la IgE-anti-Pa lo hizo mas notoriamente
(p=0,02/p=0,2) en los vacunados con Pa-1 que con el extracto total mientras que la IgE-anti-
Pa-1 se increment6 méas en ambos grupos.

Por su parte, las 1gG-anti-Pa y anti-Pa-1, aumentaron significativamente en los 2 grupos,
con respecto a los basales (p=0,02/p<0,001 y p<0,05/p<0,002 respectivamente)
independientemente del antigeno utilizado.

Sin embargo, el antigeno purificado parece inducir una mas rapida respuesta humoral en el
primer afio con relacion al extracto crudo. Este hecho podria estar relacionado con una mas
precisa presentacion y procesamiento de los epitopes antigénicos. Al analizar los hallazgos
del segundo afio, la IgE-anti-Pa desciende en forma mas notoria en el grupo vacunado con Pa
y no con Pa-1; este hecho se repite al dosar la IgE-anti-Pa-1 (p>0,1/ns y p<0,1/ns).

Por su parte, las IgG-anti-Pa y anti-Pa-1, sufren un aumento estadisticamente muy
significativo con respecto a los datos basales (p<0,001/p<0,005 y p<0,001/p<0,001)
independientemente del antigeno empleado.

Finalmente, al concluir el tercer afio, los valores de las IgE-anti-Pa y anti-Pa-1, no se
diferencian significativamente de los valores basales, 0 sea, que descienden ligeramente con

respecto al pequefio pico del primer afio. (p) 0,2/ns).
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Las IgG-anti-Pa y anti-Pa-1 ratifican sus niveles elevados con relacion a los iniciales
(p=0,001/p<0,001 y p<0,001/p<0,001). En todos los casos, los valores de las IgE séricas
totales, no evidenciaron modificaciones estadisticamente significativas, lo cual obliga a ser
muy cuidadosos en la interpretacion de estos valores como seguimiento humoral en la
evolucion clinica del enfermo.

Ni aun los valores séricos de las IgE monoespecificas se modificaron después de los 3 afios
de inmunoterapia; tan sélo las IgG especificas son indicadoras de la utilidad de la
vacunoterapia.

Estos hallazgos refuerzan las propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de la molécula de
IgG, que, gracias a la movilidad que le otorga su bisagra y al angulo de plegamiento de sus
fragmentos Fab (36°), estd en condiciones de "atrapar" mé&s determinantes antigénicos
especificos, constituyendo asi, inmunocomplejos antigeno-anticuerpo que desaparecen de la
circulacion merced a la actividad macrofagica (“clearance del alergeno™).

De esta manera, disminuyen las posibilidades que dichos epitopes lleguen a contactar a las

moléculas de IgE adsorbidas a los receptores épsilon de los mastocitos y basofilos,
gatillando las tipicas reacciones del tipo I. Si se tiene en cuenta que los niveles séricos de la
IgG siempre serdn mayores a los de la IgE (IgG + 1000 mg/dL > IgE + 250 ng/mL), y, que
ademas, la afinidad por los antigenos también es mayor para la primera, el beneficio clinico
de poseer una IgG especifica anti-Pa generada por la inmunoterapia podria ser de gran
utilidad. Esta molécula se comportaria como un verdadero "desalergenizador" interno.

Por otro lado, la IgE no lo es todo en la atopia; el papel de las quimioquinas o factores
liberadores de histamina (HRF) generados por el macrofago, el LT, el LB, las células
endoteliales y las plaquetas parecen condicionar la gravedad del cuadro respiratorio, tal
como, lo sefiald Lichtenstein con su ecuacién: IgE alta y HRF ausentes: asma leve; IgE alta y
HRP presentes: asma severa.

Estos péptidos de bajo peso molecular ameritan mayor investigacion pues al ser
independientes de la IgE, podrian estar relacionados con la amplificacion de la llamada fase
tardia IgE-dependiente, imbricando mecanismos en la génesis de un mismo fendmeno.

La valoracion de la vertiente celular de la respuesta inmune (IL-2) sefiala alguna
modificacion en menos en la activacion linfocitaria recién en el tercer afio de inoculacion
(p=0,05).

Por su parte, la IL-4 sérica muestra un incremento en el primer afio (p=0,01) y un franco
descenso en el tercero (p=0,05) en ambos grupos de vacunados; su receptor especifico (IL-4R
0 CD124) también evidencia una disminucion notoria en el tercer afio con respecto al basal
(p<0,001) (Tablas 4y 5).
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Estos datos indican una activacion inicial de esta citoquina TH2 y una ulterior inhibicion
provocada_por la inmunoterapia; menor cantidad de receptores circulantes también aboga a
favor de una disminucion de la IL-4. Al comparar los valores hallados con los de los no-
atopicos, se detecta que la IL-2 evidencia pocos cambios con respecto a los controles
normales (p<0,2 y p=0,2). Pero al analizar los valores de la IL-4 y del CD124, se aprecia que
la primera se encuentra elevada en los atopicos no tratados (p<0,02) y se normaliza al cabo de
los 3 afios; el CD124, muy elevado en los atopicos no tratados (p<0,001) también desciende
hasta niveles casi iguales a los normales (p<0,2) (Tabla 6).

Con estos datos, se destacan los cambios de la actividad linfocitaria durante los 3 afios de
inmunoterapia con una notable "normalizacidon” de las citoquinas pro-inflamatorias TH2.

Mas prudente debe ser el analisis y la interpretacion de las mejorias clinicas objetivadas.
En algunos casos, en que se decidio descartar la informacion aportada por irregularidades en
las planillas e inadecuada transcripcion de los datos, la subjetividad de los pacientes conspird
contra la apropiada anotacién de los signos y sintomas (Tabla 7).

De los 17 pacientes valorados, se apreciaron modificaciones significativas en las crisis de
estornudos, la rinohidrorrea y la obstruccién nasal recién a partir del segundo afio de
vacunoterapia (p<0,01; p=0,01 y p=0,01 respectivamente), pues al finalizar el primer afio los
hallazgos no eran muy distintos a los basales aunque los pacientes expresaban una "mejoria™
sostenida.

Estos valores se acentuaron al finalizar el tercer afio y la significacion llegé a cifras de
p=0,001 para las crisis de estornudos y la obstruccion nasal y de p<0,001 para la
rinohidrorrea.

La inmunoterapia con aero-alergenos es un procedimiento médico que se inici6 en 1911 en
Inglaterra para evitar y tratar la rinoconjuntivitis estacional debida a los pdlenes del ambiente
[31,33,34].

Su éxito fue tan notorio y excluyente para la época, que atrajo la atencion de los
investigadores. Este optimismo cruzo el océano Atlantico y se instalo en los Estados Unidos,
y, desde alli migro a nuestro pais donde se enraizé fuerte y exageradamente [35,36,39].

Su empirismo inicial, amparado en las concepciones medievales del veneno-anti-veneno,
toxina-anti-toxina, Mitridatismo, taquifilaxis y teoria de receptores o de las cadenas laterales
de Erlich, tratd de explicar racionalmente sus resultados positivos [40-43].

Su empleo desmedido contribuyé a desjerarquizarla; cualquier sustancia pasé a ser
antigénica y luego se justificd de sensibilizar contra ella [45].

Los verdaderos éxitos fueron salpicados por la inescrupulosidad de muchos improvisados;

maés all& de alguin modelo experimental realizado criticamente, recién en la década del 80, los
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estudios controlados empezaron a ser la regla y no la excepcion. En 1995, un meta-analisis de
20 publicaciones realizadas entre 1960 y 1990 con placebo, grupos controles y valoracion
estadistica de los hallazgos, ratifico su efectividad en la disminucion de la hiperreactividad
bronquial, la reduccion de la medicacion y la mejoria sintomatica.

Ademas de los antigenos polinicos, el &caro Dermatophagoides pteronyssinus se incorporo
a la lista de los alergenos utiles en la vacunoterapia de nifios, jovenes y adultos [51-56].
En este trabajo, se presentan los datos que avalan la utilidad de la inmunoterapia con
antigenos de la cucaracha comun (Periplaneta americana) en sujetos atopicos respiratorios,
que, demostraron por diversas técnicas la hipersensibilidad a los mismos.

Los dosajes de los principales parametros humorales y celulares demuestran que podrian
correlacionarse con la mejoria sintomatica obtenida.
Queda mucho por hacer en este campo de la investigacion donde las patologias por

hipersensibilidad y por autoinmunidad, se vieron benéficamente jaqueadas por la
administracion crénica de antigenos, por la via parenteral la primera y por la via oral la

segunda [57].

5. Conclusiones

1) La participacion de glucoproteinas provenientes de las cucarachas en los fendmenos de
hipersensibilidad respiratoria de los atdpicos, esta fehacientemente probada;

2) la presencia de anticuerpos especificos de los isotipos IgE e IgG anti-cucaracha es un
hecho demostrado en los atdpicos virgenes de tratamiento desensibilizante, y posiblemente,
estén relacionados con su sindrome rinitis/asma;

3) la administracién sostenida a lo largo del tiempo (3 afios) de estas glucoproteinas por la
via parenteral induce modificaciones significativas en los niveles de los anticuerpos
especificos del isotipo 1gG;

4) los valores de las citoquinas involucradas en la activacion linfocitaria de estos
mecanismos atopicos, también sufren cambios notables con la inmunoterapia sostenida,
generando nuevos valores cercanos a los del grupo control no atopico;

5) la sintomatologia de la rinitis perenne evidencia cambios favorables después del
segundo afio de inmunoterapia con disminucion estadisticamente probada;

6) de lo expuesto, se asume que la administracion créonica de los antigenos de la cucaracha
por la via parenteral, produce cambios inmunoldgicos y clinicos en los atépicos respiratorios

sensibles a ellos.
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Resumen grafico

Resumen

La glicoproteina P intestinal (Pgp), actia como una bomba activa de secrecion activa de multiples
farmacos dependiente de ATP, o como barrera de absorcidn al transportarlos desde las células intestinales
hacia la luz. Pgp interactda con varias sustancias, limita la absorcion oral de farmacos, y es modulada por
flavonoides. El objetivo de este trabajo fue analizar la influencia de las decocciones e infusiones de mate
sobre la actividad de la Pgp intestinal en la variabilidad cinética de farmacos sustratos de este
transportador. Se tomd como modelo el saco intestinal de rata aislado y evertido, validado con *H-
digoxina (0,2 nCi-50 uM) como sustrato e inhibidores como verapamilo. Los tejidos se incubaron con el
sustrato y se analizo la cinética de eflujo durante 1 hora. El transporte lineal se verifico por contador de
centelleo liquido. El verapamilo (100 pM) inhibi6 el eflujo de *H-digoxina (44%, p<0,001). Las
decocciones de mate (2% P/V) inhibieron la actividad de Pgp del 44% (p<0,001) y del 35% (p<0,01) en
relacion con la infusion de mate, lo que sugiere que las decocciones y la infusion podrian contribuir a la
variabilidad de la biodisponibilidad de los farmacos que se encuentran en sustratos de esta bomba de
eflujo.

Palabras clave: Glicoproteina P; mate; llex paraguariensis; verapamilo; funcién intestinal.

Ilex paraguariensis: effect on the activity of intestinal P-glycoprotein
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Abstract

Intestinal P-glycoprotein (Pgp) can act as an active pump for the ATP-dependent secretion of multiple
drugs, or as an absorption barrier by transporting drugs from intestinal cells into the lumen. Pgp interacts
with various substances, limits the oral absorption of drugs, and is modulated by flavonoids. The
objective of this work was to analyze the influence of decoctions and infusions of mate on the activity of
intestinal Pgp in the kinetic variability of drugs that are substrates of this transporter. The isolated and
everted rat intestinal sac was taken as a model, validated with one of its recognized substrates (*H-
digoxin, 0.2 uCi-50 uM) and inhibitors such as verapamil. The isolated tissues were incubated with the
substrate and analyzed for efflux kinetics for 1 hour. Linear transport was verified by liquid scintillation
counter. Verapamil (100 uM) inhibited ®*H-digoxin efflux by 44.3% (p<0.001). When evaluating the
effect of mate decoctions (2% P/V), an inhibition of Pgp activity of 44% (p<0.001) and 35.2% (p<0.01)
was observed in relation to the mate infusion experiments, suggesting that mate decoctions and infusion

could contribute to the variability of bioavailability of drugs found in the substrates of this efflux pump.

Keywords: P-glycoprotein; mate; llex paraguariensis; verapamil; intestinal function.

1. Introduccion
Ilex paraguariensis (Figura 1) cominmente llamada yerba mate, conocida también como “té

de jesuitas”, “té Paraguayo” o “té de mate”, fue adoptada de los habitantes indigenas de region

(guaranies) que la utilizaban para preparar una bebida ligeramente estimulante.

Figura 1. llex paraguariensis St. Hilaire

La costumbre de utilizar yerba mate para preparar bebidas similares al té (infusiones o
decoccion), esta ampliamente distribuida en América del Sur [1], y ya en el siglo XV1II se habia
impuesto en todos los estratos sociales del Virreinato del Rio de la Plata. El archivo Bonpland
registra cientificamente el conocimiento de la planta de yerba mate en Europa a fines del siglo

XIX con la denominaciéon de “llex theazans”. Posteriormente, en las “Memoires du Museum
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d’Histoire naturale” Saint Hilaire la denominé “llex paraguariensis”, tal denominacion ha
prevalecido sobre todas las conocidas [2].

La glicoproteina P (Pgp) es una proteina asociada a la membrana celular que transporta una
serie de drogas que son sustratos de la misma. Basicamente la Pgp funciona como una bomba de
eflujo de diversas drogas. El gen de resistencia maltiple a drogas MDR1 codifica la Pgp,
clasificada como miembro de la superfamilia de los transportadores ABC (ATP-binding
cassette) [3]. La Pgp esté constituida por una secuencia de 1280 amino&cidos con 12 dominios
transmembrana, y consiste en dos partes homdlogas, cada mitad contiene un dominio
citoplasmatico que fija el ATP.

La actividad de la Pgp intestinal interviene en la biodisponibilidad oral de diferentes
farmacos como quimioterapicos, antibidticos, antiparasitarios, drogas activas sobre el SNC,
medicamentos cardiovasculares e inhibidores HIV. De esta manera, humerosas drogas actdan
como moduladores de la actividad de la Pgp intestinal, pueden funcionar como sustratos
alternativos, inhibidores o inductores de esta proteina.

Para los estudios de la funcidn de esta proteina se utiliza tejido de ileon de rata como modelo
experimental, principalmente porque este segmento del intestino delgado muestra que el
transporte de sustrato mediado por Pgp es mayor. En el ileon evertido de rata se observa el
transporte de sustratos desde la membrana serosa hacia la mucosa (basal-apical) [4]. La
glicoproteina P media el transporte de la digoxina®H fuera del enterocito en la direccion basal-
apical luego de haber entrado a la célula a través de un mecanismo transcelular, bombeando el

sustrato nuevamente hacia el lumen intestinal.

Digoxina3H es un reconocido sustrato de la Pgp, y ha sido usado como marcador para estudiar
la funcion de la Pgp en distintos tipos de células resistente a multiples drogas y a distintos tejidos
normales, incluyendo el intestino.

Diversos estudios analizan el efecto de inhibidores de la Pgp intestinal sobre el transporte de
dichos sustratos en el intestino de rata, observandose una relacion lineal de los inhibidores de
Pgp sobre el transporte de dichos sustratos. Uno de los inhibidores de Pgp mas utilizado es el
verapamilo, el cual inhibe significativamente el transporte de sustratos desde la membrana
serosa hacia la mucosa (basal-apical) [5].

Los flavonoides y flavonoles, principios activos de origen vegetal, han sido reportados como
moduladores de este transportador, principalmente las catequinas del té verde y otros flavonoles
de la hierba de San Juan [6]. Especificamente, llex paraguariensis var. paraguariensis tiene un
alto contenido de flavonoides (rutina, quercetina y canferol) y cafeoil derivados (acido
clorogénico, acido cafeico, acido-3,4-dicafeoilquinico, acido-3,5-dicafeoilquinico y acido-4,5-

dicafeoilquinico) [7].
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Con el paso de los afios, y las distintas culturas, y a pesar de los intentos de prohibicion
durante los tiempos de la conquista de este ritual de la infusion practicado por los nativos, hoy en
dia esta costumbre perdura, y hay varias formas de utilizacion de la yerba mate que reciben
distintos nombres. La forma mas comun es el mate, una infusion que se prepara en un recipiente
denominado mate en donde se vierte agua caliente entre 75 y 82 °C, y se succiona por
intermedio de una bombilla. Otra forma de bebida del mate es el mate cocido, una infusion que
para prepararlo requiere primero hervir la yerba mate en agua, posteriormente de cuela y se sirve
en taza. Finalmente, otra forma de preparacion es el tereré, que es similar al mate, pero se
prepara con agua helada a la cual se le suele agregar el jugo, pulpa y cascara de limon, pomelo o
naranja [2].

Considerando la amplia utilizacion del mate en la sociedad Argentina, el objetivo de este
trabajo fue analizar la influencia del extracto de yerba mate sobre la actividad de la proteina
transportadora Pgp Yy la posible importancia que tendria en la variabilidad cinética que se observa

en distintas drogas que son sustrato de este transportador.

2. Materiales y Métodos
Modelo in vitro de saco intestinal aislado

El saco intestinal aislado de rata ha sido utilizado para determinar una serie de
pardmetros cinéticos del transporte de drogas a través de este segmento del intestino delgado
aislado de un animal [8-11].

Los animales (12 ratas Wistar) se mantuvieron en ayuno entre 8 a 12 horas anteriores al
experimento, permitiéndoles la ingesta de agua ad libitum. Se anestesiaron con solucion de
uretano (1,2 g/kg, ip) y de cada animal, se aislé un segmento de 10 cm de longitud de intestino
delgado a una distancia de 1 cm de la unidn ileo-cecal. El segmento intestinal fue evertido y se
introdujo una canula en un extremo. Inmediatamente el tejido se sumergi6 en una cuba de vidrio
conteniendo 5 mL de solucion de Krebs preoxigenado con carbogeno (5% CO2 y 95% O2),
colocandose la solucién a estudiar en el interior del segmento intestinal. Las cubas de vidrio se
mantuvieron sumergidas en un bafio termostatizado a 37 °C.  Posteriormente se recolectaron
muestras del medio de incubacion en el cual se encontraba sumergido el segmento intestinal,

cada 5 minutos durante un tiempo total de una hora. (basal-apical).
Preparacion de los extractos:

Extracto de yerba mate 2%P/V (decoccion): El extracto de yerba mate se preparé por

decoccion durante 10 minutos (10 gramos de yerba mate con 100 ml de agua).
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Extracto de yerba mate (infusion): El extracto de yerba mate se preparo por “cebado” (20,9 g
de yerba mate con 37 mL de agua a 80 °C), utilizdndose para la obtencidn del extracto de yerba
mate un dispositivo disefiado para tal fin.
Permeacion de digoxina®H a través del ileon aislado de rata  El transporte in vitro a través
del saco intestinal evertido se estudidé de acuerdo a la técnica de Yumoto y col. [5]. Luego de la
preincubacidn del saco intestinal en 5 mL de solucion de Krebs, se introdujeron en el interior del
saco 1 mL de solucién de digoxina®H a través de la canula. Luego, se lavé el saco con 30 mL de
solucion de Krebs termostatizado y se coloco el intestino en 5 mL del medio de Krebs.

La digoxina®H (0,2 pCi - 50 uM) fue cuantificada por centellografia liquida [12].

En el caso de los experimentos realizados con el inhibidor de Pgp, los sacos intestinales de 3
ratas se preincubaron durante 10 minutos sumergidos en solucion de verapamilo (100 pM),

previa a la introduccion de la solucién de digoxina®H. Se compararon con el grupo control (n=3).

Permeacion de digoxina3H a través del ileon aislado de rata en presencia de extracto de
yerba mate 2% P/V (decoccion)

En el experimento realizado con extracto de yerba mate (decoccion) 2% P/V, los sacos
intestinales de 3 ratas se preincubaron durante 10 minutos sumergidos en dicha solucién, previa
a la introduccion de la solucién de digoxina®H (0,2 pCi - 50 pM). Posteriormente se identifico

la digoxina®H, por centellografia liquida [12]. Se compararon con el grupo control (n=3).

Permeacion de digoxina3H a través del ileon aislado de rata en presencia de extracto de
yerba mate (infusion)

En el experimento realizado con extracto de yerba mate (infusion) 2% P/V, los sacos
intestinales de 3 ratas se preincubaron durante 10 minutos sumergidos en dicha solucion, previa
a la introduccién de la solucién de digoxina®H (0,2 UCi - 50 uM). Posteriormente se identificé la

digoxina®H, por centellografia liquida [12]. Se compararon con el grupo control (n=3).

3. Resultados y Discusion

En los experimentos realizados en presencia del verapamilo se observo una disminucion del
transporte de digoxina®H del 44 % en la direccién basal—apical. Se produce una disminucién de
la velocidad de transporte de digoxina®H en la direccién basal-apical por bloqueo de la Pgp en
presencia de un inhibidor del transportador. Este resultado es un indicativo de la secrecion
polarizada del sustrato bajo las condiciones experimentales de trabajo. El transporte de

digoxina®H a través del ileon aislado evertido de rata mantuvo una relacién lineal en el tiempo
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durante los 60 minutos de duracion del experimento. De la misma forma, el transporte de
digoxina®H en presencia del inhibidor de la Pgp sostiene una relacion lineal en el tiempo.

La comparacion de las pendientes de las rectas, equivalente a la comparacion de las
velocidades de transporte de la droga en el ileon evertido, mostré una diferencia estadisticamente
significativa (p<0,001). Las velocidades de transporte medidas a través del saco intestinal
evertido (basal-apical) fueron de 105,90 + 0,99 dpm/min para el grupo control y 58,50 + 0,97
dpm/min para el grupo tratado en presencia de verapamilo 100 uM en el medio de incubacion.

Los resultados discutidos se reportan en la Figura 1.
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Figura 1. Transporte de digoxina3H a través del saco intestinal en direccion basal-apical, en
ausencia y en e presencia de verapamilo 100 pM. Grupo control (¢) y = 105,9.x — 83,4, r* =
0,985; grupo tratado () y = 58,5.x — 444,1, r*> = 0,968. Diferencia significativa entre
tratamientos (p < 0,001).

Al analizar los resultados obtenidos en los experimentos realizados con el extracto de yerba
mate, decoccién o infusion, se comprueba que el transporte de digoxina®H en presencia del
extracto de yerba mate (decoccién o infusion) mantiene una relacion lineal en el tiempo.

Como muestra la Figura 2, las velocidades de transporte de digoxina®*H medidas a través del
saco intestinal evertido fueron de 75,40 + 0,99 dpm/min para el grupo control y 42,20 + 0,99
dpm/min para el grupo tratado con extracto de yerba mate 2% P/V.

La disminucién del transporte de digoxina®H en presencia del extracto de yerba mate obtenido
por decoccion en el medio de incubacion fue del 44% en la direccion basal-apical. La

comparacion de las pendientes de las rectas, equivalente a la comparacion de las velocidades de

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110 37



S.A. Neirotti

transporte de la droga en el ileon evertido, mostré una diferencia significativa respecto al grupo

control (p < 0,001) (Figura 2).
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Figura 2. Transporte de digoxina3H a través del saco intestinal en direccion basal-apical, en
ausencia y en e presencia del extracto de yerba mate 2% P/V (decoccion). Grupo control () y =

75,4.x — 17,9, K= 0,993; grupo tratado con extracto de yerba mate (e) y = 42,2.x — 1394, r =
0,990. Diferencia significativa respecto del valor control (p < 0,001).

En la Figura 3 se muestran las velocidades de transporte de digoxina®H medidas a través del
saco intestinal basal-apical, cuyos valores correspondieron a 92,90 + 0,98 dpm/min para el grupo
control y 69,30 + 0,99 dpm/min para el grupo tratado en presencia del extracto de yerba mate
“cebado”.

Trabajando en estas condiciones, 0 sea en presencia del extracto de yerba mate obtenido por
infusion se observé una disminucién del transporte de digoxina®H del 35% en la direccién basal—

apical.
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Figura 3. Transporte de digoxina3H a través del saco intestinal en direccion basal-apical, en
ausencia y en e presencia del extracto de yerba mate (infusién). Grupo control (¢) y = 92,9.x —

1442, P = 0.983; grupo tratado con extracto de yerba mate (o) y = 69,3.x — 65,2, P = 0,990.
Diferencia significativa respecto del valor control (p < 0,01).

4. Conclusiones
Del andlisis de los resultados, se puede observar que el extracto de yerba mate “mate cocido”

0 “mate cebado” presenta actividad inhibitoria sobre la actividad de la Pgp. La inhibicion del

transporte de digoxina3H en la direccién basal—apical del extracto de yerba mate (decoccion)
muestra un perfil similar a la producida por el inhibidor verapamilo, conocido inhibidor de la
Pgp. Sin embargo esta inhibicion fue mayor a la observada por el extracto de yerba mate
(infusion). Posiblemente se produce una disminucion de la velocidad de transporte de
digoxina®H en la direccién basal-apical por bloqueo de la Pgp debido a la presencia del extracto
de yerba mate “cebado”. De tal manera, podria colaborar en la variabilidad de Ia

biodisponibilidad de los farmacos que son sustrato de la Pgp.
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Resumen

Como resultado de una colaboracion con el Servicio de Hidrografia Naval (SHN) del
Ministerio de Defensa para la proteccion contra la corrosion atmosférica marina de faros
construidos con aleaciones ferrosas, se estudio la resistencia a la corrosion de recubrimientos de
conversién sobre acero en presencia de solucion de NaCl 0,6 M. Las propiedades y eficacia de
los recubrimientos fueron evaluadas mediante distintas técnicas electroquimicas y su morfologia
superficial fue observada y registrada fotograficamente con una lupa estereoscdpica.

Primeramente, se obtuvieron recubrimientos basados en sales de Ce, que resultaron porosos y
poco adherentes. Por lo tanto, se optimizd el tratamiento de conversion para obtener peliculas
mas compactas, lo cual resulté determinante en la proteccion del acero base con los tratamientos
posteriores. Luego, se aplicé un post-tratamiento de fosfato de Zn sobre las muestras tratadas
con Ce que redujo la porosidad, formando un recubrimiento de Ce-Zn mas protector del metal
base. Finalmente, teniendo en cuenta los largos tiempos de exposicién a los que estan sometidas
las aleaciones constituyentes de los faros, se aplicd resina epoxi (RE) formando un
recubrimiento de Ce-Zn-RE, que aumentd la resistencia a la corrosion del acero hasta tiempos
prolongados. Las muestras con triple recubrimiento presentaron mayor estabilidad que otras
muestras solo recubiertas con resina, debido a la accién inhibitoria de los 6xidos de Ce y Zn que
forman una capa pasiva sobre la superficie del acero, por debajo de la resina epoxi, aumentando

el efecto barrera del recubrimiento a largos tiempos de exposicion.

Palabras clave: Corrosidn; recubrimientos; conversion quimica; EIS.
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Electrochemical Evaluation of Ce Conversion Coatings on Steel in
Marine Environments with Zn Post Treatment and Epoxy Resin

Abstract

As a result of a collaboration with the Servicio de Hidrografia Naval (SHN) of Ministerio de
Defensa for the protection against marine atmospheric corrosion of lighthouses built with
ferrous alloys, the corrosion resistance of conversion coatings on steel in the presence of NaCl
0.6 M solution was studied. The properties and effectiveness of the coatings were evaluated
using different electrochemical techniques. Its surface morphology was observed and recorded
photographically by a stereoscopic microscope.

At first, coatings based on Ce salts were obtained, which were porous and poorly adherent.
Therefore, the conversion treatment was optimized to obtain more compact films, which was
decisive in protecting the base steel with subsequent treatments. Then, a Zn phosphate post-
treatment was applied on the Ce coated samples, forming a double coating Ce-Zn, which
reduced the porosity, providing greater protection to the material. Finally, taking into account
the long exposure times at which the alloys constituting the structure of lighthouses are
subjected, epoxy resin (RE) was applied forming a triple coating of Ce-Zn-RE, which increased
the steel corrosion resistance, maintaining it for long periods of time. The samples with the
triple coating presented greater stability than other samples only coated with resin, due to the
inhibitory action of Ce and Zn oxides that form a passive layer on the steel surface, below the

epoxy resin, increasing the coating barrier effect at long exposure times.
Keywords: corrosion; coatings; chemical conversion; EIS.

1. Introduccion

Los recubrimientos de conversién quimica basados en sales de elementos lantanidos
son uno de los tratamientos mas prometedores para modificar las propiedades de la
superficie del metal y mejorar la resistencia a la corrosion.

En las dltimas décadas, ha habido un interés creciente en la investigacion de nuevas
alternativas para reemplazar a los recubrimientos de conversion basados en cromato,
ampliamente utilizados en el pasado por ser muy eficientes para la proteccion contra la
corrosion. El uso de estos recubrimientos debid restringirse, a pesar de su eficiencia, a
causa de su contenido de cromo hexavalente (Cr®"), téxico y carcinogénico [1-3].

Actualmente, se busca reemplazarlos por otro tipo de compuestos, mas amigables con

el medio ambiente [4-9].

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110 42



Gabriela P. Cicileo et alia

Entre las nuevas posibilidades, se han investigado peliculas de conversién basadas en
cromo trivalente, en elementos de transicion como el molibdeno, en fosfatos y en sales
de elementos de la serie de los lantanidos como cerio (Ce), neodimio (Nd), praseodimio
(Pr), lantano (La), itrio (Y) o samario (Sm). En cuanto a estos ultimos, los estudios
pioneros fueron los de Arnott y Hinton [10,11], quienes informaron que la adicion de
cloruros de Ce, Nd y Pr a una solucion de NaCl 0,1 M induce a una disminucién de la
velocidad de corrosion de la aleacion de AA 7075 en mas de un factor de 10, a traves de
la formacion de peliculas protectoras sobre el metal. EI mecanismo de proteccion de
estos recubrimientos se atribuye a su capacidad de inhibicion catddica, que suprime la
reaccion de reduccion de oxigeno y conduce a la formacion de éxidos e hidréxidos
insolubles a partir de los iones lantanidos.

A partir de estos estudios, diversas publicaciones han investigado este tipo de
recubrimientos sobre distintas aleaciones metalicas, con el objetivo de conocer cuéles de
ellos brindan mayor efectividad en la proteccion frente a la corrosion [12-43]. Los
recubrimientos a base de Ce han sido los que demostraron mayor efectividad sobre
aleaciones de aluminio [14-26], cinc[27], magnesio [28-32] y acero [14,33-43].

Uno de los procedimientos mas estudiados para la obtencion de recubrimientos de
conversion es la inmersion del metal en una solucion de una sal del elemento lantanido
[13-15,18-21,29-40]. En el caso de los recubrimientos a base de cerio, este proceso de
conversion se puede acelerar mediante el agregado de compuestos quimicos que
catalicen la oxidacion del cerio para la formacion de capas protectoras mas adherentes y
resistentes a la corrosion. El agua oxigenada (H,0,) es uno de los compuestos que mas
se han utilizado con ese fin. Su adicién, en pequefias cantidades, provoca una
disminucién del pH que favorece que los iones Ce** se oxiden a Ce*" y precipiten en
forma de o6xidos de Ce (IV), que al incorporarse en el recubrimiento son los
responsables de la generacién de una pelicula de color amarillento [19-21,30,31,33,34].

La formacion y las propiedades anticorrosivas de la pelicula de conversion estan
fuertemente influenciadas por las condiciones del tratamiento, tales como composicién
de la solucién, pH, temperatura del bafio de inmersion, tiempo de inmersion, aditivos,
etc. Ademas, se ha demostrado que los aniones de la solucién de conversidn, tales como
CI, NO* 0 SO4?, condicionan el comportamiento anticorrosivo de las peliculas de
conversion basadas en cerio [26,30,39,40]. Segun Kobayashi y Fujiwara [40], la adicion
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de sulfato a la solucion de recubrimiento mejora considerablemente la resistencia a la
corrosiéon, ya que los iones sulfato se incorporan en la pelicula y dan origen a
recubrimientos con menor tamario cristalino

Si bien la proteccion mediante recubrimientos a base de cerio mejora la resistencia a
la corrosion del acero, se ha informado frecuentemente sobre las caracteristicas poco
compactas y la porosidad de estos recubrimientos, que crean vias para la difusion del
electrolito. Por este motivo, varios autores han estudiado el uso de post-tratamientos
sobre las capas de cerio, como agentes de sellado [20,41-45]. Se ha informado que, en
particular, la post-deposicion de fosfato de cinc mejora el comportamiento
anticorrosivo, tanto en recubrimientos de conversion sobre aluminio [20,41,42] como
sobre acero [43-45], ya que favorece la formacion de una capa méas densa y con menos
microgrietas.

Por otra parte, para proteger las aleaciones ferrosas frente a la corrosion de
atmosferas agresivas los recubrimientos poliméricos organicos son ampliamente
utilizados. Entre ellos, los recubrimientos epdxicos se encuentran entre los mas
empleados, ya que la resina ejerce un efecto barrera, separando al metal del medio
corrosivo. Sin embargo, las propiedades de barrera a menudo son insuficientes, ya que
este recubrimiento es permeable para algunas especies corrosivas, como resultado de la
degradacion del recubrimiento en tiempos prolongados de exposicion. De este modo,
los iones agresivos pueden difundir a través de sus poros, iniciando el proceso
COrrosivo.

Teniendo en cuenta esto, uno de los métodos que han sido mas usados en las Gltimas
décadas para mejorar la resistencia a la corrosion del acero son los recubrimientos en los
cuales se incorporan particulas inorganicas en la resina epoxi para retrasar el fenémeno
de corrosion, denominados a menudo como pinturas [45-48], o bien aquellos formados
por una resina epoxi aplicada como post-tratamiento sobre muestras ya tratadas con
compuestos pasivantes [44,45,49,50]. Tanto los compuestos pasivantes como las
sustancias inorganicas incorporadas a la resina tienen un efecto inhibidor, limitando las
reacciones anddicas, catddicas o ambas.

En el presente trabajo, a partir de una colaboracion con el Servicio de Hidrografia
Naval (SHN) del Ministerio de Defensa, para la proteccion contra la corrosion
atmosférica marina de faros costeros construidos con aleaciones ferrosas, se

desarrollaron técnicas de aplicacion de recubrimientos de conversién sobre acero y se
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estudio su eficacia y proteccion brindadas. Primeramente, se formaron peliculas a base
de sales de Ce. Luego, a algunas de las muestras tratadas con sales de Ce se les aplico,
mediante inmersion, un post-tratamiento de fosfato de Zn, formando un recubrimiento
doble. Finalmente, se aplicd resina epoxi sobre muestras con doble recubrimiento,
formando un triple recubrimiento de Ce, Zn y resina epoxi. Ademas, algunas muestras
de acero se cubrieron con resina epoxi sola, a fines de ser usadas como comparacion.
Para cada uno de los recubrimientos mencionados se llevaron a cabo mediciones, a
distintos tiempos de inmersion, a traves de técnicas como variacién temporal del
potencial de corrosion, polarizacién potenciodinamica, polarizacion lineal vy
espectroscopia de impedancia electroquimica, en solucion de NaCl 0,6 M. La
morfologia superficial de las muestras se observé y registré fotograficamente mediante

lupa estereoscépica.

2. Materiales y Métodos

Se emplearon muestras de acero comercial, de grano austenitico, cortadas en placas
de 40x40 mm, lijadas utilizando pulidora y papel esmeril de distinta granulometria hasta
grado 1200 y desengrasadas con alcohol etilico, con el objetivo de obtener una
superficie homogénea, libre de dxidos e impurezas. Su composicion quimica se analiz6
a través de espectrometria de emision dptica en plasma inductivamente acoplado (ICP-
OES), disolviéndolas en HCI 30% v/v y utilizando un espectrémetro Perkin Elmer
modelo Optica 2000.

Se formaron recubrimientos de conversion quimica sobre las muestras de acero por
inmersion en dos sales de Ce, a temperatura ambiente: nitrato de Ce IV y amonio
((NH4)2Ce(NO3)g) v sulfato de Ce 111 (Ce,(SO4)s. Para ello se prepararon dos bafios de
tratamiento quimico, uno de nitrato y otro de sulfato, usando 150 ml de soluciones de
(NH4)2.Ce(NO3)s 0,03 M y Cey(SO4)3 0,03 M respectivamente. En ambos bafios se
agregaron 3 ml de H,0, 35% al 2% v/v, observando una disminucion del pH a 4 en la
solucion de nitrato y a 3 en la de sulfato de cerio. Las muestras de acero se mantuvieron
en inmersion durante 20 min en nitrato y durante 10 min en sulfato. Por otra parte,
algunas muestras tratadas con las sales de Ce y otras sin tratar fueron inmersas en un
bafio de tratamiento quimico de fosfato de cinc (Zn3(PO,),) durante 30 min, el cual
consistio en 5 g/l de oxido de cinc (ZnO), 11,3 ml/l de acido fosforico y 1 g/l de nitrito

de sodio (pH 3). Luego de los tratamientos quimicos, todas las muestras se secaron al
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aire y se mantuvieron en un recipiente hermético.
Las muestras preparadas inicialmente fueron:

- Acero sin tratar (acero 0)
- Acero tratado con el bafio de sulfato de cerio durante 10 minutos (acero 1).
- Acero tratado con el bafio de fosfato de zinc durante 30 minutos (acero 2).
- Acero tratado con el bafio de sulfato de cerio durante 10 minutos y luego con
bafio de fosfato de zinc durante 30 minutos (acero 3).
- Acero tratado con el bafio de nitrato de cerio y amonio durante 20 minutos y

luego con bafio de fosfato de zinc durante 30 minutos (acero 4).

Las muestras de acero tratadas con sulfato de Ce y luego con fosfato de Zn (acero 3),
resultaron ser las mas protectoras. Teniendo en cuenta esto, se aplico sobre ellas y sobre
algunas muestras de acero sin tratar una capa de resina epoxi de alta viscosidad,
mezclando 20 ml de resina con 10 ml de endurecedor y dejando secar por cinco dias. A
estas muestras se les dio la siguiente denominacion general:

- Acero sin tratar con resina epoxi (acero RE)

- Acero 3 (Ce-Zn) con resina epoxi (acero Ce-Zn-RE)

Una vez secada la resina epoxi, mediante lijado manual con papel esmeril hasta
grados 1200, se redujo su espesor hasta aproximadamente 100 um, aunque no todas las
muestras presentaron el mismo espesor. Se prepararon distintas muestras de aceros RE y
Ce-Zn-RE con distintos espesores de recubrimiento, que fueron denominadas desde E
hasta E4 y desde CZE hasta CZE4. La medicidn de los espesores de los recubrimientos
se realizé con un medidor Elcometer.

Todas las mediciones electroquimicas se llevaron a cabo en solucion de NaCl 0,6 M,
a distintos tiempos de inmersion. Antes de cada medicion se registro la variacion del
potencial de corrosion durante la primera hora, frente a un electrodo de referencia de
calomel saturado (0,242 V vs ENH), el cual estaba en contacto con el electrodo de
trabajo a través de un capilar de Luggin, para disminuir efectos de caida 6hmica. Se
utilizé un potenciostato de EG&G Princeton Applied Research, modelo Parstat 2273 y
la celda Flat, modelo KO0235, consistente en un cilindro de vidrio colocado
horizontalmente entre 2 placas en los extremos, en una de las cuales se coloca el

electrodo de trabajo, permitiendo que un &rea de 1 cm? esté en contacto con la solucién,
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mientras que la placa del otro extremo contiene al contraelectrodo de platino. Para las
curvas de polarizacion se aplico un escaneo de desde -1,2 V hasta 1,2 V, con una
velocidad de barrido de 1 mV/s. La medida de la resistencia de polarizacion (Rp) se
llevd a cabo mediante la técnica de polarizacién lineal, haciendo un escaneo de +/- 20
mV con respecto al potencial de corrosion, con una velocidad de barrido de 0,166 mV/s.
Las medidas de EIS se realizaron cubriendo el rango de frecuencias desde 100 kHz a 1
mHz, con una amplitud de 10 mV.

Para la observacion y registro fotografico de la morfologia de los recubrimientos se
empled una lupa estereoscopica digitalizada Leica S6 D acoplada a una computadora,

usando el Software Leica Application Suite, version 4.1.0.
3. Resultados
En la Tabla 1 se presenta la composicion quimica de las muestras de acero,

determinada mediante ICP-OES.

Tabla 1. Concentracién (Wt. %) de acero y limite de deteccién (LD), ICP-OES.

Elemento Cr Mn Mg Cu Zn Fe

Conc. 108001 0.74%001 <0.002 0.12+0.01 <0.02 Balance
(Wt. %)

LD 0.003 0001 0002 0004 002  0.008
(Wt. %)

El tratamiento de formacion de los recubrimientos de conversion, mediante inmersion
de las muestras de acero en los bafios de Cey(SO4); y de (NH;).Ce(NO3)s, se fue
optimizando con el fin de obtener peliculas mas compactas y adherentes. De este modo,
se determin6 que el tiempo necesario para cubrir toda la superficie de las muestras era
de 10 min en el bafio de Ce,(SOg)3 y de 20 min en el de (NH,4),Ce(NO3)s.

En la Fig. 1 se muestra, a modo de ejemplo, la imagen de la generacion del
recubrimiento sobre muestras de acero en el bafio de sulfato de cerio Ill, cerca de los 10
min de tratamiento.  Se observa la formacién de burbujas por accion del agregado de
H.0, y que la superficie de la muestra esta completamente cubierta de un recubrimiento
ocre amarillento, con manchas marrones. A pesar de esto, al observarla a simple vista y

mediante lupa estereoscépica, se pudo apreciar porosidad y pérdida de adhesion en la
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pelicula de Ce. Analogamente, se observé para las muestras con bafio de nitrato de cerio

y amonio la presencia de poros y pérdidas de adhesion.

Figura 1. Acero en Ce,(SQO4)3 con agregado de H,0..

Sobre las muestras tratadas unicamente con el bafio de fosfato de Zn se formaron
recubrimientos de un color blanco grisaceo, que resultaron poco protectores del metal
base.

Los recubrimientos de Ce con un post-tratamiento de fosfato de Zn, por el contrario,
resultaron méas parejos y compactos que los de Ce solos, como se puede observar en la
Fig. 2, en que se presenta el aspecto sobre la superficie del acero debido al tratamiento
con el bafio de sulfato de cerio solo (Figs. a y b) y del acero tratado en el bafio de sulfato
de cerio seguido de un post tratamiento en el bafio de fosfato de cinc (Figs. ¢ y d), vistos
en lupa estereoscopica.

Se puede apreciar en Fig. 2a la presencia de bandas verticales de color marrén sobre
la superficie amarillenta y de depdsitos puntuales o pequefios circulos deprimidos
distribuidos en todo el area de exposicion al tratamiento, que se observan en més detalle
en Fig. 2b. En Fig. 2c se observa la modificacion superficial debido al post-tratamiento
con fosfato de cinc, que produce una capa anaranjada mas pareja, aunque aun se
continan observando los pequefios circulos mencionados, que se aprecian en detalle en
Fig. 2d.
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(©) (d)

Figura 2. Aspecto en lupa estereoscopica de acero recubierto con: sulfato de Ce (a)
panoramica, zoom 0,63, (b) detalle, zoom 4; sulfato de Ce + fosfato de Zn (c)
panoradmica, zoom 0,63; (d) detalle, zoom 4.

Caracterizacion electroquimica del comportamiento anticorrosivo de los
recubrimientos

Mediante las técnicas de polarizacion lineal, polarizacion potenciodindmica vy
espectroscopia de impedancia electroquimica se pudo determinar que los recubrimientos
realizados con sulfato de Ce (l1l) + fosfato de cinc eran mas protectores que los de
nitrato de Ce (IV) y amonio + fosfato de cinc.

En la Fig. 3 se presentan las curvas de polarizacién para acero 0 (sin tratar), acero 3
(sulfato de Ce + fosfato de Zn) y acero 4 (nitrato de Ce y amonio + fosfato de Zn), con

una hora de inmersion en NaCl 0,6 M.
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Figura 3. Curvas de polarizacion para aceros 0, 3y 4 con 1 h de inmersion en NaCl 0,6
M.

Se puede observar una menor region de pasivacion en la muestra recubierta con

nitrato con respecto a la recubierta con sulfato.

En las Figs. 4 y 5 se presentan, respectivamente, los diagramas de Bode ((a) médulo
y (b) angulo) y de Nyquist de los espectros de impedancia obtenidos para muestras con
recubrimientos de sulfato + fosfato (acero 3) y nitrato + fosfato (acero 4), con 1 h de

inmersion en NaCl 0,6 M.
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Figura 4. Diagramas de Bode para aceros 3 y 4, con 1 h de inmersién en NaCl 0,6 M:
(@) modulo; (b) angulo.
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Figura 5. Diagrama de Nyquist para aceros 3 y 4, con 1 h de inmersion en NaCl 0,6 M.

Se observa que los valores de impedancia son mayores en todo momento para el
acero 3 (sulfato) que para el acero 4 (nitrato), lo cual puede apreciarse tanto en el
grafico del modulo (Fig. 4a) como en el diagrama de Nyquist (Fig. 5). En este Gltimo
diagrama se puede notar, ademas, que el valor de Rp, dado por el valor de Zg. a la
frecuencia mas baja, es bastante mayor para el recubrimiento de sulfato de cerio. En el
diagrama de Bode angulo (Fig. 4b), el grafico para sulfato muestra dos constantes de
tiempo, caracteristicas de un metal recubierto. En el nitrato, en cambio, la curva se hace
mas ancha y hay un corrimiento a bajas frecuencias, lo que es indicativo de una
disminucion en la resistencia del recubrimiento y un aumento en la absorcion de
electrolito en la pelicula.

Por otra parte, la magnitud del modulo de impedancia a bajas frecuencias (|Z]o001) ha
sido usada a menudo para cuantificar la resistencia a la corrosion brindada por un
recubrimiento, obteniéndose mayor resistencia a la corrosion a mayores valores de
dicho parametro [51]. En la Fig. 4a. se observa un valor mas alto de |Z|o o1 para el
recubrimiento de sulfato que para el de nitrato de cerio.

Una posible explicacion del comportamiento del nitrato de Ce (IV) y amonio es que
esta sal, a una concentracion de 10 M, se hidroliza en medio acuoso, formando
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soluciones acidas. Matter y col. [25] usaron este compuesto como inhibidor de
AA2024en NaCl 0.01 M, observando que la acidificacién de la solucién debido a la
hidrélisis de la sal promovia la corrosion de la aleacion.

Otros autores lograron obtener buenos recubrimientos con nitrato de cerio (1)
(Ce(NOz3)3) sobre acero, solo por inmersion a altas temperaturas (50°C) o por
deposicion electroquimica [33].

En el caso del sulfato de Ce (lll), por el contrario, su reactividad es mayor a
temperatura ambiente, ya que es uno de los pocos compuestos quimicos cuya
solubilidad en agua disminuye con la temperatura (a 0°C es de 101 g/l y a 100°C de 2,5
all).

A partir de estos resultados, s6lo se siguié evaluando la proteccién ofrecida por el
recubrimiento obtenido sobre el acero con sulfato de cerio (111) a temperatura ambiente.

Se llevaron a cabo mediciones en solucion de NaCl 0,6 M para acero 0 (sin tratar),
acero 1 (recubierto con sulfato de cerio), acero 2 (recubierto con fosfato de cinc) y acero
3 (recubierto con sulfato de cerio + fosfato de cinc), hasta 48 horas de inmersion,
empleando las técnicas de variacion temporal del potencial de corrosion, polarizacién
lineal y espectroscopia de impedancia electroquimica. Los resultados obtenidos
indicaron que el acero con recubrimiento doble (Ce-Zn) dio mejores resultados en todos
los casos Yy, por lo tanto, resultd ser mas protector del sustrato metélico en los tiempos
estudiados.

En la Fig. 6 se presenta la variacion del potencial de corrosion, hasta 48 h de
inmersion en NaCl 0,6 M, para acero sin tratar y con recubrimientos. Se puede observar
que tanto el acero sin tratar (acero 0) como el recubierto con Znz(PO,), (acero 2)
presentan una marcada disminucién del potencial en las primeras 24 horas de inmersion,
la cual sigue decreciendo un poco mas levemente, hasta las 48 horas en solucion. Los
aceros con recubrimiento de Ce (aceros 1 y 3), por el contrario, presentan menor
variacion del potencial en las primeras horas de inmersion, estabilizandose luego de las
24 horas. El acero 3 es el que presenta valores de potencial mas nobles y una tendencia
levemente creciente a medida que transcurre el tiempo de inmersién, llegando a las 48
horas a un valor de -0,63 V (0,1 V por encima que el del acero sin tratar al mismo

tiempo de inmersion).
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Figura 6. Variacion temporal del potencial de corrosion para acero sin tratar y con
recubrimientos hasta 48 h de inmersién en NaCl 0,6 M.

La técnica de polarizacion lineal o de resistencia a la polarizacién es un método
electroquimico que permite determinar la velocidad de corrosion instantanea, aplicando
una sefial de voltaje al electrodo de trabajo, muy cercana al valor del potencial de
corrosién. Como la diferencia entre el voltaje aplicado y el potencial de corrosién es
muy pequefia, la medida no afecta la superficie ensayada y se considera una técnica no
destructiva.

La resistencia a la polarizacion (Rp) se puede medir a partir de la pendiente del
grafico de potencial vs corriente. Segun la ecuacion de Butler-Volmer (1), R, es
inversamente proporcional a la corriente de corrosion (ic) y B es una constante de

proporcionalidad que puede calcularse a partir de las dos constantes de Tafel (Bay Bc):

Rp = Blic Q)
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En la Fig. 7 se presenta la variacion temporal,

para acero sin tratar y con

recubrimientos, hasta 48 h de inmersion en NaCl 0,6 M, de la resistencia a la
polarizacion (R,), obtenida mediante fiteos por la técnica de resistencia a la polarizacion

(@) y del modulo de la impedancia a bajas frecuencias (|Z|o001), Obtenido mediante EIS

(b). Este altimo valor corresponde a la suma de la resistencia a la polarizacion (Rp) y la

resistencia de la solucion (Rs):

|Z]o.001 = Rp+ Rs
p

)
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ero 1(Ce,S0,),) -
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Figura 7. Variacion
temporal para acero sin
tratar y con recubrimientos
en NaCl 0,6 M de: (a) Ry;
(b) 1Z1o,001-
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Los resultados de la Fig. 7 muestran valores muy similares para ambos parametros.
Los valores de |Z|o001 SON casi iguales o levemente superiores a los de Rp, ya que el
valor de la resistencia de la solucion (Rs) es, por lo general, bastante bajo. Esta similitud
es indicativa, ademas, de una buena concordancia entre los parametros obtenidos a
partir de ambas técnicas.

La mayor proteccion se obtiene para el recubrimiento doble Ce-Zn (acero 3),
mientras que la proteccion ofrecida por los recubrimientos de Ce (acero 1) y Zn (acero
2) no llegan a superar a la del acero sin tratar (acero 0).

En la Fig. 8 se presentan los diagramas de Nyquist para acero sin tratar y con los tres

recubrimientos estudiados, luego de 48 h de inmersién en NaCl 0,6 M.

. , .
—m— Acero 0 (sin tratar)
| —e— Acero 1 (Ce,(SO,),)

—v— Acero 2 (Zn,(PO,),)
3 —@— Acero 3 (Ce,(SO,), + ’Zn3(PO ),) .
\

Z_(kacm®)
N
\ T
/

_—

2
Z_ (kacm’)

Figura 8. Diagramas de Nyquist para acero sin tratar y con recubrimientos luego de 48
h de inmersion en NaCl 0,6 M.

El mddulo de la impedancia en los diagramas de Nyquist, luego de 48 h de inmersion,
es mucho mayor para el recubrimiento doble Ce-Zn (acero 3) que para el acero sin tratar
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(acero 0), al contrario de lo que sucede para los recubrimientos de Ce o Zn solos
(aceros, 1y 2), cuyos valores de impedancia son menores que los del acero desnudo,
indicando que la pelicula es porosa y hay un proceso de corrosion a traves de ella. Por
otro lado
para el caso del acero 3 se puede apreciar que el valor de Ry, dado por el valor de Zge a
la frecuencia mas baja, es casi el doble que el del acero solo (0), o que denota su buena
proteccion. Estos resultados demuestran que el empleo de los dos bafios de conversion
quimica (Ce-Zn) mejora la resistencia a la corrosion.

Por otra parte, se llevaron a cabo mediciones con las mismas técnicas para el acero
con recubrimiento de Ce-Zn (acero 3) en NaCl 0,6 M, a tiempos de inmersién
prolongados. En la Fig. 9 se presentan los diagramas de Nyquist correspondientes a

estas medidas, hasta los 55 dias de inmersion.

S T T T T T T T T

—m—1h

Acero 3 (Ce,(SO,), + Zn (PO,).) —e—24h

4L —v—48 h .

——240h
—»— 480 h

///\\ \—o_ Zggohh i

4 6 8 10

Figura 9. Diagrama de Nyquist para acero 3 en NaCl 0,6 M hasta 55 dias de inmersion.

Se puede apreciar que los valores de impedancia van en aumento, pasando por un
méaximo a las 24 horas de inmersion y se mantienen hasta las 48 horas en solucién. A
partir de los 10 dias de inmersion, los diagramas de Nyquist sufren cambios y los
valores de impedancia disminuyen abruptamente por debajo de los que presentaban
luego de la primera hora de inmersion. Esto se deberia a que la pelicula formada sobre
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la superficie de la muestra presenta una capacidad de barrera débil, que permite obstruir
el acceso de iones cloruro agresivos sobre el sustrato metélico durante las primeras
horas de inmersién. Sin embargo, con el transcurso del tiempo de inmersion la pérdida
de adhesion de la pelicula y el aumento de la permeabilidad permiten el paso de los
iones agresivos y como consecuencia, la continuidad del proceso de corrosion. Por lo
tanto, la proteccion ofrecida por el acero con recubrimiento doble sélo se mantiene hasta
las 48 horas de inmersion.

Finalmente, se evalu6 el comportamiento de distintas muestras de acero con
recubrimiento triple (Ce-Zn-RE), comparandolas con muestras sélo tratadas con resina
epoxi (RE), a tiempos de inmersién de hasta 50 dias en NaCl 0,6 M.

En la Fig. 10 se presenta la variacion con el tiempo de inmersion de los valores de
resistencia de polarizacion para tres muestras con diferente espesor de recubrimiento de
Ce-Zn-RE (CZE, CZE2 y CZE4).

T ' T
—m—CZE 84pm
—e— CZE2 98 um
° —v— CZE4 57 ym
5000 —\ a
o
k=
o
g
Z .x.
n'd
/ .\l — 0 .
g o s
oY v v v v -
. ! . !
0 500 1000

t (h)

Figura 10. Variacion temporal de la resistencia a la polarizacion (Rp) para tres muestras
con diferente espesor de recubrimiento triple (Ce-Zn-RE).
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Los valores de R, graficados van desde las 24 h hasta las 1200 h. No se graficaron los

valores de la primera hora, ya que las muestras con resina presentan, por lo general, un

alto efecto barrera en los primeros tiempos de inmersion que se traduce en valores de Ry,
muy altos, que tienden a estabilizarse hacia las 24 horas en solucion.

En el caso de la muestra de mayor espesor (CZE2, de 98 um) los altos valores de R,
que se observan a las 24 h van disminuyendo hasta las 240 h (10 dias de inmersion),
luego se mantienen estables hasta los 20 dias y a partir de ese momento decaen
marcadamente. Finalmente, se estabilizan después de los 30 dias, en valores cercanos a
los 350000 KQcm?,

Para la muestra CZE, de 84 um, se puede observar que la R, aumenta a los 10 dias,
disminuye levemente a los 20 dias y se mantiene en valores mas o menos constantes

(cercanos a los 700000 KQcm?) hasta los 50 dfas de inmersién.

Acero CZE (Ce + Zn + Epoxi)

300 i
& 200 | _
£
Sy \\ \/ g /
100 | / \ ——240h (10 d)
\ ——480h (20 d)
3, / [« 720h (30d)
' w}- .,,. —+— 1200 h (50 d)
0 0 I 500 I 1000

Figura 11. Diagramas de Nyquist para acero CZE a 10, 20, 30 y 50 dias de inmersion
en NaCl 0,6 M.

En la muestra de menor espesor (CZE4, de 57 um), los valores de R, son bastante

mas bajos y van disminuyendo levemente durante todo el ensayo.
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Estos resultados indican que la muestra CZE es la que presenta un espesor de
recubrimiento 6ptimo, con valores de R, bastante estables y mas altos que los de las
otras dos muestras a largos tiempos de inmersion.

En la Fig. 11 se presentan los diagramas de Nyquist para el acero CZE, desde 10 a 50
dias de inmersion en NaCl 0,6 M.

En primer lugar, se puede apreciar que al comparar los valores de impedancia de la
Fig. 11 con aquellos de los recubrimientos sin resina (Fig. 8), los valores de las
muestras con recubrimiento triple (Ce-Zn-RE) son casi dos 6rdenes de magnitud mas
altos que los de las muestras con recubrimiento doble (Ce-Zn). El efecto barrera del
recubrimiento triple es mucho mayor, debido a la incorporacion de una tercera capa de
resina, con espesores superiores a 50 um.

Se observa, por otra parte, que los diagramas de Nyquist de la Fig. 11 presentan un
semicirculo que disminuye de tamafio a medida que transcurre el tiempo de inmersion y
una linea recta ascendente, que indicaria una impedancia difusional, que se hace mas
definida hacia los 20 dias de inmersion. Esto significa que la pelicula se hace mas
porosa al permanecer mucho tiempo en solucién y hay un proceso de difusion de iones a
través de ella. Se observa una disminucion en los valores de impedancia entre los 10 y
20 dias de inmersién. Luego, estos valores se mantienen constantes hasta los 30 dias y
hacia los 50 dias de inmersién, tanto los valores de impedancia como el tamafio del
semicirculo decrecen nuevamente, indicando la disminucién de la proteccién ofrecida
por el recubrimiento.

Los diagramas de Nyquist de la muestra de mayor espesor (CZE2, de 98 um) son
similares a los de la muestra CZE pero con valores de impedancia bastante superiores.
Tanto el tamafio de las semicircunferencias como los valores de R, -dados por el valor
de Zg. a la frecuencia mas baja- son mayores para la muestra CZE2, lo que esta
relacionado al efecto barrera ofrecido por el recubrimiento de resina epoxi de mayor
espesor. Sin embargo, se observa una mayor disminucion de la proteccion con el tiempo
de inmersion para la muestra CZE2 respecto de la muestra CZE.

Las muestras sélo tratadas con resina epoxi (RE) presentaron valores de impedancia
aun mayores que los del recubrimiento triple en las primeras horas de inmersion. Sin
embargo, hubo una notoria pérdida de proteccion del recubrimiento y existio un ciclo de

alternancias de mayores y menores valores de impedancia a medida que transcurrian los
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dias en solucion. Ademas, varias estas muestras dieron valores muy dispersos, con
mucho ruido y no se pudieron obtener graficos ni parametros de fiteo coherentes.

Por otra parte, las muestras con resina epoxi sola no presentaron una clara evidencia
de depender del espesor de la resina, al contrario de lo observado para las muestras con
triple recubrimiento (Ce-Zn-RE), en las que se observd un aumento de la resistencia a la
corrosion con el incremento del espesor. Este comportamiento se evidencio en los
valores de resistencia a la polarizacion y de impedancia mas altos a mayor espesor del
recubrimiento de resina.

La mayor estabilidad en el tiempo de las muestras con triple recubrimiento,
comparadas con las que contienen solo resina epoxi, se puede explicar debido a la
accion inhibitoria de los dxidos de Ce y Zn que forman una capa pasiva sobre la
superficie del acero a proteger, por debajo de la resina epoxi. De este modo, aumenta el
efecto barrera del recubrimiento a tiempos de exposicion prolongados.

Este tipo de recubrimientos pueden aplicarse a superficies externas. En el caso de las
estructuras de acero expuestas a la atmdsfera marina, las pinturas podrian contener Ce
y/o Zn y ser aplicadas una o mas capas sobre la superficie del acero para protegerla de
la corrosion. Por ejemplo, se puede utilizar la llamada galvanizacién en frio, que es un
procedimiento que consiste en recubrir una pieza metalica con una capa de pintura con
zinc. Y sobre esta pintura, denominada primer, se deberia aplicar como terminacién una

pintura epoxi, que brinde un buen efecto barrera frente a la atmosfera marina.

4. Conclusiones

Las peliculas de Ce, obtenidas por inmersion, resultaron porosas y poco adherentes y
la proteccion ofrecida no representé una mejora frente a la del acero sin tratar. Sin
embargo, la optimizacién del tratamiento para la formacion de una pelicula de cerio lo
mas pareja y compacta posible, resulté determinante para lograr buenos recubrimientos,
protectores del acero base, una vez que se aplicaron los post-tratamientos de cinc y
resina epoxi.

El recubrimiento doble (Ce-Zn) dio origen a peliculas mas compactas que las de Ce
solo, las cuales evidenciaron, mediante todas las técnicas empleadas, mejores
propiedades de proteccion del sustrato metélico. Sin embargo, esta proteccion

disminuyd luego de las 48 horas de inmersion debido al aumento de porosidad y pérdida
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de adhesion de la pelicula.

La aplicacion de resina epoxi, formando un recubrimiento triple (Ce-Zn-RE), mejoro
la resistencia a la corrosion del material, manteniéndose hasta tiempos de inmersién
prolongados. Estas muestras presentaron mayor estabilidad que aquellas recubiertas
solo con resina epoxi (RE), debido a la formacion de una capa pasiva de 6xidos de Ce y
Zn sobre la superficie del acero, por debajo de la resina epoxi, que aumentaria el efecto
barrera del recubrimiento a largos tiempos de exposicion.

Las técnicas empleadas permitieron hacer una evaluacién comparativa de la
proteccion brindada para cada uno de los recubrimientos estudiados, teniendo en cuenta
la variacién de la misma dependiendo del espesor o de los diferentes tiempos de
inmersion en la solucién de cloruro de sodio. Sin embargo, seria conveniente en
préximas investigaciones, caracterizar mejor los sistemas estudiados haciendo ajustes
con circuitos equivalentes y evaluando la variacion de otros parametros, como la

capacitancia, relacionada con la porosidad del recubrimiento.
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Resumen

En este trabajo se realizd la optimizacion de la eficiencia del proceso de descontaminacion de
aire con amoniaco a partir de un proceso de absorcion liquida con agua en una torre empacada a
contracorriente a escala piloto. La optimizacion se realiz6 generando la curva de Pareto a partir
de la metodologia de la restriccion-¢ y utilizando para su generacion el software GAMS. Los
resultados mostraron la eficiencia de la metodologia de optimizacion multiobjetivo en relacion a
la metodologia mas usual, que son seleccionar un caudal de flujo que genere una recta de

operacion lo mas paralela posible a la curva de equilibrio.

Palabras clave: Curva de Pareto; GAMS; Multiobjetivo; Absorcién; Amoniaco.

Multi-objective optimization using GAMS for the case study of the

Ammonia Absorption in Air process
Abstract

In this work, the optimization of the efficiency of the air decontamination process with
ammonia from a liquid absorption process with water in a countercurrent packed tower on a
pilot scale was carried out. The optimization was performed by generating the Pareto curve
from the e-restriction methodology and using the GAMS software for its generation. The results
showed the efficiency of the multi-objective optimization methodology in relation to the usual
methodology, which are selecting a flow rate that generates an operating line as parallel as

possible to the equilibrium curve.

Keywords: Pareto curve; GAMS; Multi-objective; Absorption, Ammonia.
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1. Introduccion

En la actualidad, la exigencia de mantener las condiciones ambientales dentro de los
limites establecidos por la legislacion vigente, reclama asegurar la calidad de los
procesos Yy la optimizacion en el uso del equipamiento asociado. Existen maultiples
procesos en los cuales se generan emisiones de amoniaco siendo los residuos animales,
la produccion de fertilizantes sintéticos y la quema de biomasa las principales fuentes
[1-3]. En el caso del proceso de obtencion de fertilizantes es posible que la composicion
de amoniaco en los gases emitidos durante la puesta en marcha de la produccion sea
mayor a lo permitido [4]. La seleccion de la operacion de absorcion es una alternativa
tecnoldgica para reducir la cantidad de amoniaco emitido a la atmosfera [4]. Santalla [5]
estudio la performance de una torre empacada a escala piloto apto para llevar a cabo la
descontaminacion de aire con amoniaco a traves de la absorcion del mismo en una
corriente de agua, encontrando que el relleno de anillos Pall de polipropileno ofrece una
minima pérdida de carga de los flujos, que no se tiene variacion del coeficiente global
de transferencia de materia a diferentes alturas del relleno por lo que permite la
operacion del equipo en un amplio rango de caudales sin correr riesgos de inundacion, y
que para operaciones continuas disminuye los costos del consumo de energia.

En la dltima década ha ganado relevancia la optimizacion multi-objetivo, esta
metodologia permite integrar objetivos sociales, ambientales y econémicos para la toma
de decisiones [6-8]. Lugmafia Mendoza [9] en su tesis planteo un modelo matematico de
optimizacion multiobjetivo para la planificacion Optima de la expansion del parque
generador, aplicando dos funciones objetivo, una asociada con los costos de inversion y
produccion de las centrales de generacion valorados en valor presente; y la otra
relacionada con la emision de gases de CO,. Aplicando el método de la curva de Pareto
determind satisfactoriamente el Optimo entre estos objetivos contrapuestos.
Recientemente, Srivastava y Padhiyar [10] en su trabajo utilizaron la metodologia de
curva de Pareto para realizar un estudio comparativo de un reactor cromatografico de
flujo inverso (RFCR) y un reactor de lecho fijo (FBR) basando la optimizacion
multiobjetivo en méaxima conversion, selectividad y rendimiento, elaboré frentes de
Pareto bi-objetivos y tri-objetivos, llegando a la conclusion de la superioridad del RFCR
sobre FBR.
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Por otra parte, esta metodologia es ampliamente utilizada en otras tematicas como
optimizacion de cadenas de valor, localizacion de plantas, optimizacion de
biorrefinerias seleccionando rutas de procesamientos, etc. [11-13].

Este trabajo propone realizar la optimizacion del funcionamiento de una torre
empacada para realizar la absorcion de amoniaco en agua, enfocada en los objetivos de
maximizar la eficiencia en términos del ndmero de unidades de transferencia y

minimizar el caudal de agua requerido para la absorcion.

2. Metodologia
Se plantea una optimizacion multiobjetivo simultanea de dos o maés funciones

objetivo sobre un conjunto factible de soluciones [7,8], segun la siguiente ecuacion:

Min F(x) = [F;(x), F,(x), ..., F(x)] sujetoax € X 1)

donde k es el numero de funciones objetivo, x es el vector de variables de decision y
X el espacio de decision factible o espacio delimitado por el conjunto de restricciones.

Se establecid para k el valor 2, siendo las funciones objetivo seleccionadas la
maximizacién de la eficiencia de absorcién y la minimizacién del caudal de agua a
emplear. Se trabajo sobre datos experimentales obtenidos a partir de la operacion de una
torre empacada con anillos Pall, en la cual circula a contracorriente el gas contaminado
con amoniaco con agua a temperatura ambiente y presién atmosférica. El equipo es un
disefio a escala piloto [5]. Dado que los dos objetivos simultaneos son contrapuestos, no
hay una solucion global Unica, sino que es necesario determinar un conjunto de puntos
que correspondan a las mejores soluciones. Una de las metodologias para llevar
adelante una optimizacion multiobjetivo como el de esta propuesta es la curva de Pareto
[8,16]. Esta es una herramienta sistematica para negociar los objetivos, a fin de
determinar la solucion que mejor satisfaga al tomador de decisiones. Existen multiples
metodologias para encontrar aquellos vectores solucidn que originen la curva. Para este
trabajo se utiliza el método de la restriccion-g [17-19], en el que a través de distintas
iteraciones se convierte a una de las funciones objetivo en una restriccion, cuyo valor
esta optimizado. Por convencion, se optimiza mediante una minimizacion, por lo que, si

hay objetivos a maximizar, se minimizara su valor en negativo [20].
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En el proceso de absorcidn gaseosa se debe tener en cuenta que cuando la recta de
operacion se aproxima a la curva de equilibrio, disminuyen las fuerzas motrices para la
difusion dificultando la absorcion del gas en el liquido, lo que requiere mayor altura de
contacto (empaque) para asegurar mayor numero de etapas [21]. Si para un
determinado caudal de liquido la recta de operacion llegase a tocar a la curva de
equilibrio, se requeririan infinitas etapas para llevar a cabo la transferencia, dado que la
fuerza motriz de la transferencia es nula, por lo tanto, dicho caudal representa el minimo
para la operacion. De esta manera, conociendo el valor minimo se puede determinar el
caudal optimo, teniendo ademas en cuenta que mayor valor requiere mayor capacidad
de bombeo, incrementando el consumo de energia y de la capacidad de los equipos.
Usualmente se suele considerar qué, si la recta de operacion es paralela a la curva de
equilibrio, las fuerzas impulsoras serdn constantes y por lo tanto se tendria un valor
econdémicamente Optimo, teniendo una compensacion entre la eficiencia y los costos
operativos.

Para realizar la optimizacién del proceso se parti6 de un conjunto de datos
experimentales representados por las concentraciones de amoniaco en la corriente
gaseosa de entrada (y1), y de salida (y.), en la corriente liquida de entrada (x;) y por el
flujo de aire (G). Este conjunto corresponde a una corrida experimental cuya eficiencia,
en términos de la concentracion de amoniaco en la corriente de aire a la salida de la
torre, resultd de 41%, donde las variables y1, y2, x2 fueron 8,31 10, 5,87 10y 0 mol
NHa/mol total respectivamente y Gs 682,14 mol NHs/m?. Se definié como capacidad
méaxima de flujo de liquido el mayor caudal de agua (Q) utilizado durante la experiencia
en planta piloto (100 cm®/s) siendo esta una cota superior. Debido a que se trabaja en
una zona con alta disolucion se puede aplicar la ley de Henry y los datos de equilibrio
responden a una recta.

Por otro lado, la performance de la operacion de absorcidn se puede estimar a partir
del namero de unidades de transferencia (Niog), €l cual es una medida de la dificultad de
la absorcion; como se trabajé con soluciones diluidas, se puede aplicar el método
Colburn [22]. El procedimiento de célculo se basé en estimar el minimo caudal posible
que define la cota inferior para el flujo de agua a partir de la pendiente minima de la
recta de operacion del sistema, obtenida para las condiciones experimentales descriptas

y los datos de equilibrio correspondientes al sistema NH3-aire-agua [22], obteniendo un
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valor de 0,1336 mol disolvente/mol de gas (Pmin), como se observa en la Fig. 1.

0.0125
@ 0.01
'
D
©
S 0.0075
S
E” —e—Equilibrio
> 0.005 . :
S —m—Pendiente Minima Y = 0.1336x + 0.0059
S
> 0.0025

-1.21E-17 ¢
-0.01 7E-17 0.01 0.02 0.03
X mol NH;/ mol de disolvente

Figura 1. Obtencion del minimo caudal de agua (pendiente minima)

2.1. Procedimiento en Planta Piloto

El equipo consiste en una torre empacada de tiro forzado, de 360 mm de diametro
interno rellena con anillos Pall de polipropileno, cilindricos con paredes ranuradas y
costillas internas, de didmetro igual a altura, Fig. 2. Sus datos de fabricacidn son tamafio
nominal 1 in, superficie geométrica 65 ft/ft°, espacio libre 94%, factor de relleno 45 y
densidad volumétrica 5,5 Ib/ft®,

Figura 2: Torre empacada rellena con anillos Pall.
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El equipo esta provisto de un ventilador centrifugo (caudal 6 m®min, presion estética
650 mmca, frecuencia 2800 rpm) y para la medicién del caudal de gas se dispone de una
placa orificio de 0.043 m de didmetro, cuya ecuacion de disefio es presentada en la

ecuacion (2).

Q (m3/min) = 0.265 VAHplaca (mmca) (2)

La presion estatica se mide a través de un mandmetro de columna de agua. La
entrada del amoniaco (soluto contaminante del aire) se realiza por la parte inferior de la
torre y esta abastecido desde un tanque auxiliar externo provisto de instrumentos de

medicion de caudal y presion.

2.2. Optimizacion Multiobjetivo

2.2.1 Modelo Mateméatico

Los objetivos establecidos de maximizar la eficiencia en términos del nimero de
unidades de transferencia y minimizar el caudal de agua, que tiene una relacion
directamente proporcional con el caudal molar de agua (L), se plantearon a través del

modelo matematico multiobjetivo representado por las ecuaciones 3 a 8.

1 I\(y; —mxy,) 1
Niog = 1— 1 In l(l B Z) (y, — mx,) + A ©)
A
L

A= — 4
— (4)

Q * Pagua
L=006——"—— 5
PMaguaAT ( )

L

Y2= Y1~ Ex1 (6)
L>=PminxG (7)
Q < Qméx (8)
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Donde:
Ntoc: humero de unidades globales de transferencia de la fase gaseosa
m: constante de Henry.
A: Factor de absorcion
Q: Flujo de agua, cm®/s
L: Caudal molar de agua por unidad de &rea, mol/(m?® min)
G: flujo molar de aire por unidad de area, mol/(m? min)
Pagua - 998.2 kg/m®
PMagua: 18 g/mol
Ay, érea transversal: 0,102 m?
y1: concentracion molar de amoniaco a la entrada (moles de NH3/moles aire)
Yy concentracion molar de amoniaco a la salida (moles de NH3/moles aire)
X1: concentracién molar de amoniaco en agua a la salida (moles de NH3/moles
agua)

Pmin: pendiente minima, Fig. 2.

El modelo incluye las ecuaciones 3 y 4 que se corresponden con los objetivos de
optimizacion donde se observa que el numero de unidades de transferencia (Niog) Y el
flujo molar de liquido (L) son inversamente proporcionales, de manera que la
optimizacion se centrara en buscar el resultado que compense ambos objetivos. la
ecuacion 5 presenta la relacion directa entre L y Q, la ecuacion 6 indica la recta de
operacion obtenida a partir del balance de materia del sistema, la ecuacion 7 representa
la restriccion referida a la pendiente minima (Fig. 1), y, por ultimo, la ecuacién 8
establece la restriccion relacionada a la capacidad maxima establecida para el caudal de

agua.

2.2.2 Software

Para la resolucion del estudio de caso se empled el software GAMS (General
Algebraic Modeling System),el cual es utilizado en la programacion y optimizacion
matematica de diversos casos [23-27]. Se emple6 el solver CONOPT debido a que es
adecuado para modelos y restricciones no lineales, y tiene un método réapido para

encontrar una primera solucion factible que es particularmente adecuado para modelos
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con pocos grados de libertad como en este caso [28]. Se utiliz6 un equipo con AMD
Athlon(tm) Il X4 645 Processor.

3. Resultados y Discusion
La curva Pareto Optimal de Ntog vs Q se obtuvo utilizando método de la restriccion-
g, se programé el modelo matemético en el software GAMS y haciendo uso del

comando LOOP se determinan los puntos que se presentan en la Fig. 3.

1.2
1
0.8 —— Curva de Pareto
Punto Utdpico
o
206 Minima Distancia
=z
0.4 0000000000
3
0.2
0
0 20 40 60 80 100 120
Q (cm?¥/s)

Figura 3. Curva de Pareto Optimal.

Se observa el punto utdpico y a partir de este, mediante la distancia minima a la
curva, se localiza el punto éptimo que corresponde a un valor de Ntog de 0,399 y Q=
11,086 cm®/s. Los resultados experimentales obtenidos para un caudal Q de 100 cm®/s
resultaron en un valor de Ntog de 0,35, valores que conforman uno de los extremos de
la curva de Pareto. Del anélisis de la Fig. 3 se observa que, con el aumento del caudal,
disminuye significativamente el nimero de unidades de transferencia hasta un valor de
Q de 10 cm®s para luego permanecer sin cambios, a partir de 15 cm®s. Esta
informacion resulta muy interesante al momento de realizar un disefio de equipo ya que
Ntog, nimero de unidades de transferencia, esta relacionado directamente con Z, altura
del relleno [22].
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El valor de la pendiente de la recta de operacion (L/G) obtenido a partir de la
optimizacién multiobjetivo es de 0,53 mol disolvente/mol de gas (L=387mol/min m?),
este valor comparado con la pendiente de la recta de equilibrio, 0,505 mol
disolvente/mol de gas (L =344,48 mol/ min m?), difieren en un 3,7%, lo que coincide
con la metodologia usual de utilizar la recta de operacion lo mas paralela posible al
equilibrio.

4. Conclusiones

La optimizacion multiobjetivo planteada permitié encontrar un valor para el caudal
Optimo de liquido que ofrece la mejor compensacion con la eficiencia de la operacion.
Por otra parte, se concluyd, que la velocidad del flujo de liquido luego de alcanzar los
15 cm®/s no genera una disminucion significativa del nimero de etapas, debido a que las
fuerzas impulsoras no aumentan luego de haber alcanzado ese caudal.

En este trabajo se puede observar que mediante la optimizacion multiobjetivo se
puede localizar el caudal 6ptimo. Y se puede mencionar que el método grafico que
corresponde a hacer una recta de operacion lo mas paralela posible al equilibrio es un

método que ofrece resultados muy similares al de la optimizacion multiobjetivo.
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Resumen

Amanita phalloides es un hongo superior Basidiomicete, procedente de Europa, que crece en
Argentina y provoca un micetismo que es con frecuencia mortal. En esta investigacion se aislaron los
compuestos toxicos de los carpdforos, en particular ciclopéptidos como las amatoxinas, las
falotoxinas, antamanida y las cicloamanidas A-D, ademas de un compuesto de bajo peso molecular
como el &cido (2S,4S)-4-hidroxi-2-pirrolidincarboxilico, la lectina toxica falolisina que actia como
hemolisina y la proteina tdxica toxofalina. En el presente trabajo se analizd por primera vez el
contenido de los principales ciclopéptidos tdxicos de A. phalloides, como son las amatoxinas y las
falotoxinas, asi como su distribucion en diferentes tejidos de los carp6foros de esta especie, obtenidos
del Parque Pereyra lIraola, Pilar y Lujan, tres zonas de la Provincia de Buenos Aires, Argentina,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion UV por arreglo de diodos y
espectrometria de masa. Los resultados mostraron la influencia climatoldgica, edafoldgica, ecolégica
y de la flora involucrada en la simbiosis ectomicorrizica sobre la variacion de los valores obtenidos y

de la preponderancia de determinadas amanitinas.

Palabras Clave: Amanita phalloides; amatoxinas; falotoxinas; &cido (2S,4S)-4-hidroxi-2-
pirrolidincarboxilico; falolisina; toxofalina; cuantificacion; cromatografia liquida de alta resolucion;
espectrometria de masa.

Toxic Cyclopeptides from Amanita phalloides growing in Argentina:
Extraction, Identification, and Quantitation of Amatoxins and
Phallotoxins. Occurrence of other Toxic Compounds.

Abstract

Amanita phalloides is a higher Basidiomycete fungus, from Europe, that grows in Argentina and
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Ciclopéptidos téxicos de Amanita phalloides...

gives rise to a mycetism that is often fatal. In this research, toxic compounds from carpophores were
isolated, in particular cyclopeptides such as amatoxins, phallotoxins, antamanide, and cycloamanides
A-D, as well as a low molecular weight compound such as (2S,4S)-4-hydroxy-2-pyrrolidine
carboxylic acid, the toxic lectin phallolysin that acts as hemolysin, and the toxic protein toxophalin. In
the present paper, the content of the main toxic cyclopeptides of A. phalloides, such as amatoxins and
phallotoxins, was analyzed for the first time, as well as their distribution in different tissues of the
carpophores of this species, obtained from the Pereyra Iraola Park, Pilar and Lujan, three areas of the
Province of Buenos Aires, Argentina, using high-performance liquid chromatography with UV diode
array detection and mass spectrometry. The results showed the influence of climatology, edaphology,
ecology, and the flora involved in the ectomycorrhizal symbiosis on the variation of the values

obtained and the preponderance of some amanitins.

Keywords: Amanita phalloides; amatoxins; phallotoxins; (2S,4S)-4-hydroxy-2-pyrrolidinecarboxylic
acid; phallolysin; toxophallin; quantitation; high performance liquid chromatography; mass
spectrometry.

1. Introduccion

Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Secr. es un hongo superior Basidiomicete considerado el
mas toxico del mundo, siendo mortal en la mayoria de los casos. Si bien algunas especies de
Amanita son comestibles, la intoxicacién fatal es casi exclusivamente imputable a miembros
del género Amanita, section Phalloideae, a la que pertenece Amanita phalloides, siendo
responsables del 90-95% de las intoxicaciones mortales por micetismos en humanos [1-3]. Es
por eso que Amanita phalloides es llamada vulgarmente “hongo de la muerte” o “sombrero
de la muerte” o sea “death cap” en inglés, “Knollenblatterpilz” en aleman, “calice de la
mort” en francés y “angelo della morte” en italiano.

Amanita phalloides crece en Europa y resulta abundante en Alemania, en los bosques de la
Ciudad de Heidelberg (Estado de Baden-Wirttemberg) y en la Ciudad de Munich (Estado de
Baviera), donde varias generaciones de la familia Wieland estudiaron las intoxicaciones
provocadas por ingestion de esta especie y otras del género Amanita desde el punto de vista
médico, quimico y bioquimico [2,4,5].

Amanita phalloides presenta un anillo irregular distintivo cerca de la parte superior del
estipite y una volva en la base, ambas son caracteristicas morfologicas de valor diagnostico
[6]. ElI cuerpo fructifero emana un olor dulzén y no desagradable. Su sabor es agradable
segun los sobrevivientes de la intoxicacién [6]. Ademas, su apariencia cambia en diferentes
épocas del afio y en diferentes lugares, dependiendo del clima, el suelo y el momento de la
cosecha, lo que hace mas dificil para los recolectores la correcta identificacion de los hongos.
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¢Como fue introducida esta especie en Argentina? Amanita phalloides forma
ectomicorrizas con robles, castafios, hayas, abedules y pinos, entre otros, que originalmente
fueron traidos al pais por los primeros europeos [7] y asi se introdujeron Amanita phalloides
y otros hongos superiores.

Se han registrado intoxicaciones fatales con Amanita phalloides desde hace afios en
Alemania [8], EE. UU. [9], Canadé [9], Méjico [10-12], Polonia [13], Francia [14], Republica
Checa [15], Portugal [16,17], Chile [18] y Uruguay [19], entre otros paises. Recientemente se
ha hecho una compilacion de las intoxicaciones debidas a carpoforos que contienen
amatoxinas [20].

La ingestion de Amanita phalloides provoca un micetismo tardio (grupo 1), segun la
clasificacion que hiciéramos, ya que es un micetismo con un periodo de latencia que suele ser
de 6 a 24 horas [21,22]. A. phalloides es responsable de la mayoria de las muertes causadas
por micetismo (>20% en adultos, >50% en nifios) [23,24].

Las primeras referencias sobre el hallazgo de ejemplares en nuestro pais, datan del afio
1941, en la localidad de San Miguel, Provincia de Buenos Aires [25]. Se han publicado
intoxicaciones en nuestro pais, en Cordoba con tratamiento en el Hospital Italiano de
Cordoba [26], en Buenos Aires en el Centro Nacional de Intoxicaciones del Hospital A.
Posadas [25], pero se tienen registros en Centros Toxicoldgicos de hospitales y clinicas de
diferentes provincias, incluyendo el Centro Toxicolégico de La Plata con el mayor nimero de
intoxicados.

Los compuestos toxicos de Amanita phalloides por via oral son un grupo de octapéptidos
biciclicos tdxicos conocidos como amatoxinas (Figura 1), en particular a-amanitina, contra
las cuales no existen, hasta el momento, antidotos eficaces disponibles, si bien recientemente
se han sugerido algunos [27,28].

Se conocen tres grupos de ciclopéptidos tdxicos de Amanita: amatoxinas (Figura 1),
falotoxinas (Figura 2) y virotoxinas (Figura 3) [1,29,30,31]. Si bien varios autores indican
la presencia de virotoxinas en carpoforos de Amanita phalloides, en las investigaciones
realizadas en nuestros laboratorios sélo hemos encontrado amatoxinas y falotoxinas, en
concordancia con otros autores que manifiestan que las virotoxinas se encuentran
singularmente en los hongos Amanita virosa [32] y recientemente se encontraron en Amanita
subpallidorosea [33].

a) Amatoxinas:
El grupo mas grande de ciclopeptidos toxicos es el de las nueve amatoxinas (a-, B-, y- VY &-

amanitinas, amanulina, acido amanulinico, amaninamida, amanina y proamanulina) [31,34]
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(Figura 1) que son octapéptidos biciclicos con peso molecular cercano a 900, que se han
identificado en 35 especies de hongos de los géneros Amanita (A. phalloides, A. bisporigena,
A. decipiens, A. exitialis, A. hygroscopica, A. ocreata, A. suballiacea, A. tenuifolia, A. verna
y A. virosa), Galerina (G. badipes, G. beinrothii, G. fasciculata, G. helvoliceps, G.
marginata, G. sulciceps, G. unicolor y G. venenata) y Lepiota (L. brunneoincarnata, L.
brunneolilacea, L. castanea, L. clypeolaria, L. clypeolarioides, L. felina, L. fulvella, L.
fuscovinacea, L. griseovirens, L. heimii, L. helveoloides, L. kuehneri, L. langei, L. lilacea, L.
locanensis, L. ochraceofulva, L. pseudohelveola, L. pseudolilacea, L. rufescens, L.
subincarnata y L. xanthophylla) [22,35-37] y en una especie del género Conocybe (Conocybe
filaris; sindbnimo: Pholiotina filaris) [20].

De las nueve amatoxinas, se clasifican a-amanitina, y-amanitina, amaninamida, amanulina
y proamanulina como amatoxinas neutras, mientras que p-amanitina, s-amanitina, amanina
y acido amanulinico son amatoxinas acidas (Figura 1).

Amatoxinas

Ri| Ry | R; | Ry | Rs
a-Amanitina OH | OH | NH; | OH | OH
B-Amanitina OH | OH| OH | OH | OH
v-Amanitina OH H | NH, | OH | OH
s-Amanitina OH H | OH | OH | OH
Amanulina H H | NH,| OH | OH
Acido amanulinico | H H | oH| oH | OH
Amaninamida OH | OH | NH, | H OH
Amanina OH | OH | OH | H OH
Proamanulina H H NH,| OH | H

Figura 1: Estructura quimica de las amatoxinas.

La secuencia de aminoacidos (estructura primaria) de las amatoxinas es lle-Trp-Gly-lle-
Gly-Cys-Asn-Pro (a-amanitina) o lle-Trp-Gly-lle-Gly-Cys-Asp-Pro (B-amanitina), ciclada
por enlaces peptidicos de cabeza-cola y con un entrecruzamiento entre Trp y Cys via la
unidad de sulféxido (S=0) que forma el puente de triptationina. La diversidad estructural

entre las amatoxinas surge de las diferencias en hidroxilacion de las cadenas laterales, que
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incluyen 4-hidroxiprolina (4-hidroxiPro), y,8-dihidroxi-isoleucina (y,56-dihidroxi-lle) y 6°’-
hidroxitriptofano (6’-hidroxi-Trp) (Figura 1) [31].

Todas las amatoxinas son oligopéptidos que se sintetizan como proproteinas de 35
aminoacidos, de las cuales una prolil-oligopeptidasa escinde los ultimos ocho aminoéacidos
[38]. La a-amanitina estd codificada directamente por el gen AMA-1, lo que indica que estos
compuestos se sintetizan en los ribosomas y no por péptido-sintetasas no ribosomicas. EI gen
AMA-1 esté presente en otras especies toxicas de la seccion Phalloideae del género Amanita,
pero est ausente en las especies no tdxicas correspondientes a las otras secciones [38].

La primera amatoxina que se aislo fue a-amanitina por Wieland y Hallermayer en 1941
[39]. Siete de las amatoxinas (o-, B-, y- Y e-amanitinas, amanulina, &cido amanulinico y
proamanulina) contienen una rara subestructura de 6-hidroxiindol (proveniente del 6’-
hidroxi-L-triptofano unido al ciclo) sustituido en las posiciones 2 y 3 por el ciclo peptidico
[30,40], mientras que las restantes contienen el indol sin hidroxilar.

Las amatoxinas son los unicos ciclopéptidos, en comparacion con las falotoxinas y
virotoxinas, que son toxicos por via oral y por lo tanto, responsables de los micetismos [25,
41-44]. Las amatoxinas son absorbidas en el tubo digestivo, son termoestables (no se
destruyen por coccién) y no son volatiles (no se destruyen por desecacion). Su gran
estabilidad térmica, combinada con su solubilidad en agua, las hace excepcionalmente toxicas
[29].

Ademas, las amatoxinas son resistentes a la degradacién enzimatica y acida, por lo que
cuando se ingieren no se inactivan en el tracto gastrointestinal [29]. Se demostr6 que estos
compuestos también resisten los procesos de congelacion/descongelacion, pues se han
registrado casos fatales después de consumir carpéforos de A. phalloides congelados durante
7-8 meses [45]. Asimismo, las amatoxinas se descomponen muy lentamente cuando se
almacenan en soluciones acuosas, abiertas, o tras una prolongada exposicién al sol o a la luz
de neon [46,47].

Las amanitinas, la amanina y la amaninamida son responsables de estas intoxicaciones
mortales en humanos. Son mucho mas potentes que las otras toxinas.

De todas ellas, a-amanitina y p-amanitina se consideran las mas potentes, por lo que los
principales estudios toxicoldgicos se centraron en estos ciclopéptidos toxicos. Por esta razon,
no se pueden sacar conclusiones definitivas sobre las posibles diferencias entre las
amatoxinas neutras y las acidas.

El mecanismo de accién de las amatoxinas, en particular las amanitinas, se basa

principalmente en que son inhibidores potentes y selectivos de la enzima hepatica ARN
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polimerasa 1, dependiente de ADN extra nucleolar [48], una enzima vital en la sintesis de
ARN mensajero (ARNm), microARN y ARN nuclear pequefio (SnRNA: del inglés: small
nuclear RNA). EI mecanismo molecular de la inhibicion de la ARN polimerasa Il ha sido
previamente publicado [49].

Es decir que, tras la captacion por el octapéptido transportador de aniones organicos
(OATP: organic anion-transporting octapeptide) ubicado en la membrana sinusoidal de los
hepatocitos, las amatoxinas bloquean especificamente a la ARN polimerasa Il dependiente
del ADN eucaridtico [48], inhibiendo asi la sintesis de ARNm que es la plantilla (template)
para la sintesis de proteinas, causando el cese de la transcripcion y, en consecuencia,
provocando una disminucion marcada del contenido de proteinas y, en ultima instancia, la
muerte de las células diana, los hepatocitos [3,50]. a-Amanitina es un potente inhibidor de la
ARN polimerasa Il dependiente del ADN (forma nucleoplasmica) del erizo de mar, del
higado de rata y del timo de ternera, y no ejerce ningln efecto sobre la actividad de otras
ARN polimerasas nucleolares o extranucleolares. Por consiguiente, no afectan a la ARN
polimerasa | (forma nucleolar) ni de la ARN polimerasa 1l (también nucleoplasmica) [1,2].
La ARN polimerasa de Amanita phalloides es insensible a los efectos de las amatoxinas; por
lo tanto, el hongo no se intoxica a si mismo [51].

Entre otros mecanismos adicionales esta la sinergia con mediadores de apoptosis, como el
factor de necrosis tumoral y la participacion en la oxidacion celular. Se han realizado estudios
in vitro mostrando la actividad de las amatoxinas en la generacion de estrés oxidativo celular
[52].

En realidad, las primeras células que se ven afectadas son aquellas con una alta tasa de
sintesis de proteinas, como los enterocitos, los hepatocitos y las células renales proximales
[30]. Los estudios en ratones muestran que las lesiones renales ocurren en intoxicaciones con
niveles bajos de amatoxinas. En los casos de intoxicacion con niveles elevados de
amatoxinas, el paciente muere por insuficiencia hepatica aguda o hipoglucemia antes de que
aparezcan las lesiones renales [53,54]. Dadas las controversias existentes entre autores, en
nuestros laboratorios se han realizado estudios en animales de experimentacion que se
presentaran en otra oportunidad. Asimismo, el analisis de pacientes intoxicados que realizara
nuestro grupo de investigacion, permitio aclarar por primera vez aspectos de la intoxicacion
desde el momento de la ingestion de los hongos; estos resultados se discutiran en otra
publicacion.

Las amatoxinas se eliminan principalmente por la bilis, pero existe un ciclo enterohepatico,

que prolonga la accion hepatotdxica [55].
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b) Falotoxinas:

Las falotoxinas (faloidina, profaloina, faloina, falisina, falacidina, falacina, falisacina) [31]
(Figura 2) son heptapéptidos biciclicos, en los que el anillo principal tiene un puente
mediante una unidén del azufre de la cisteina con la posicion 2’ del anillo inddlico del
triptofano (puente de triptationina). Se aislaron por primera vez de A. phalloides [56]. Las
secuencias de aminoécidos (estructura primaria) de faloidina y falacidina son Ala-Trp-Leu-
Ala-D-Thr-Cys-Pro y Ala-Trp-Leu-Val-D-Asp-Cys-Pro respectivamente. Hay diversidad

estructural entre las falotoxinas debido a diferencias en la hidroxilacién de las cadenas

laterales.
Falotoxinas
0 H :
HO B HN- xﬁ_ \
e o NH

L o
R HN-—{JL__H o
\IL"R
HO ®
Faloidina OH Me CH,OH Me Me
Profaloina H Me Me Me Me
Faloina OH Me Me Me Me
Falisina OH |CH,OH|CH,OH| Me Me
Falacidina OH Me CH;0H | CHMe3 | CO5H
Falacina OH Me Me CHMe> | CO2H

Falisacina OH | CH,0H | CH,0H | CHMe; | COH

Figura 2: Estructuras quimicas de las falotoxinas.
De estas falotoxinas, faloidina, faloina, profaloina y falisina se clasifican como falotoxinas
neutras, mientras que falacina, falacidina y falisacina son falotoxinas acidas.
El mecanismo de accion de las falotoxinas se ha caracterizado in vitro desde hace tiempo
[57-60]. Las falotoxinas afectan la permeabilidad de las membranas celulares externas e
internas. Tienen una alta afinidad por la actina y su capacidad de perturbar el equilibrio entre

las formas F y G es considerada responsable de sus efectos toxicos [4].
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Las falotoxinas actian fijandose a la actina monomérica globular G impidiendo su
polimerizacion en filamentos de actina F, lo que provoca una desorganizacion del
citoesqueleto que perturba su funcién correcta y conduce a la muerte celular. Es decir, afectan
el equilibrio entre filamentos y monomeros, hacia filamentos. Se unen fuertemente a los
filamentos de actina (actina F) y la estabilizan, evitando la despolimerizacion de los
microfilamentos [59]. Los conjugados fluorescentes de las falotoxinas se utilizan como
reactivos citologicos para delinear el citoesqueleto de actina.

Por lo que hemos podido observar, la lesion de la membrana celular de los enterocitos
explicaria las nauseas, vomitos y diarrea que constituyen los primeros sintomas clinicos de la
intoxicacion.

Las falotoxinas sélo son tdxicas para los mamiferos si se administran parenteralmente,
siendo extremadamente téxicas cuando se administran por via intravenosa [29]. No son
toxicas por via oral ya que no se absorben a través del tracto gastrointestinal y, por lo tanto,
no son causa de intoxicacion humana por ingestion de estos hongos [4,61,62]. Las falotoxinas
presentan hepatotoxicidad in vivo por administracion intraperitoneal [59].

Las falotoxinas estan muy relacionadas con las amatoxinas y también se aislaron de
especies del género Amanita [16,30,31] y de especies del género Conocybe [63]. Faloidina
fue el primer peptido toxico que se aislo de este género en 1937 [4].

La falacidina esta codificada directamente por el gen PHA-1, lo que indica que estos
compuestos se sintetizan en los ribosomas y no por péptido-sintetasas no ribosémicas. La
falacidina se sintetiza como una proproteina de 34 aminoacidos que luego sera escindida por
una prolil-oligopeptidasa para obtener el heptapéptido. El gen PHA-1 esta presente en otras
especies toxicas de la seccion Phalloideae de Amanita, pero esta ausente en las especies no
toxicas de otras secciones [38]. Por lo tanto, a diferencia de otros ciclopéptidos fungicos
conocidos, las amatoxinas y las falotoxinas se biosintetizan en los ribosomas y, por lo tanto,
se clasifican como péptidos sintetizados por ribosomas y modificados postraduccionalmente

(RiPPs: ribosomally-synthesized and post-translationally-modifed peptides) [38,64].

¢) Virotoxinas:

Las virotoxinas (viroidina, desoxoviroidina, alaviroidina, aladesoxoviroidina, viroisina,
desoxoviroisina) (Figura 3) son ciclopéptidos toxicos monociclicos [31] que, como ya se ha
dicho, no hemos encontrado en Amanita phalloides en nuestros laboratorios, de acuerdo con
autores que expresan que son caracteristicos de Amanita virosa [32] y recientemente se

encontraron en Amanita subpallidorosea [33].
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La estructura y la actividad bioldgica de las virotoxinas son similares a las de las
falotoxinas, lo que sugiere que las virotoxinas son derivadas biosintéticamente de las
falotoxinas o bien, comparten vias precursoras comunes [65]. Recientemente se ha estudiado
la biosintesis de los ciclopéptidos toxicos de Amanita [66].

A diferencia de las falotoxinas que son biciclicas, las virotoxinas son heptapéptidos
monociclicos y contienen D-serina en lugar de L-cisteina. Ademas, las virotoxinas poseen dos
aminodcidos que no se habian encontrado anteriormente en la naturaleza: 2,3-trans-3,4-
dihidroxi-L-prolina y 2’-(metilsulfonil)-L-triptofano [67]. Las virotoxinas, como las
falotoxinas, s6lo son toxicas por via endovenosa [30].

Virotoxinas

HO
Viroidina SO;Me| Me |CHMes
Desoxoviroidina SOMe | Me CHMe»
Alaviroidina SOMe| Me Me
Aladesoxoviroidina | SOMe | Me Me
Viroisina S0;Me | CH,0H | CHMe3
Desoxoviroisina SOMe |CH,OH | CHMe,

Figura 3: Estructuras quimicas de las virotoxinas.

La caracteristica toxicoldgica principal de las virotoxinas es la necrosis hepética
hemorragica causada por una interaccion de las virotoxinas con la superficie externa del
hepatocito a través de mecanismos desconocidos [61]. En este punto, el rol de las virotoxinas
en la toxicidad humana sigue siendo poco claro, aunque debido a su pobre absorcién oral, se

da poca importancia clinica a esta clase de toxinas.

Diferente perfil toxicoldgico de los tres grupos de ciclopéptidos toxicos

Las amatoxinas son altamente toxicas (DLsg intraperitoneal (i.p.) = 0,1-0,6 mg/kg en el
raton blanco; excepto amanulina, acido amanulinico y proamanulina que presentan DLso> 20
mg/kg), causando la muerte en 2-8 dias. Si bien T. Wieland y O. Wieland en 1959
determinaron una DLsp i.p. de 0,1 mg/kg para a-amanitina y DLsy de 0,4 mg/kg para p-
amanitina en ratones [68], posteriormente [29] se publicaron otros valores (DLsg de
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o-amanitina = 0,3 mg/kg y DLs de B-amanitina = 0,5 mg/kg en ratones por via i.p.). La DLsg
de a-amanitina para los seres humanos es de 0,1 mg/kg por via oral. Por lo tanto, teniendo en
cuenta que un espordforo de Amanita phalloides (20-25 g) puede contener de 5 a 8 mg de
amatoxinas [2], la ingestion de un solo hongo mediano (0o medio hongo grande) de A.
phalloides es teéricamente una dosis letal para un hombre de 75 kg [69].

Las falotoxinas y las virotoxinas son menos toxicas (DLsp i.p. = 1,5-20 mg/kg, en el ratdn
blanco) que las amatoxinas, pero actlan rapidamente, causando la muerte en 2-5 horas [31].
Todas las falotoxinas tienen una DLsg i.p. similar (de 1,5 a 4,5 mg/kg), excepto profaloina,
que parece ser menos téxica (> 20 mg/kg). La falotoxina neutra faloina y las falotoxinas
acidas falacina y falacidina presentan DLsg i.p. de 1,5 mg/g en ratones. La DLsp i.p. de las

virotoxinas en ratones oscila entre 1,0 y 5,1 mg/kg.

Obtencidn de otros compuestos toxicos de Amanita phalloides

Amanita phalloides contiene también otro grupo de ciclopéptidos, antamanida y
cicloamanidas A-D (Figura 4), que son monociclicos y no contienen triptofano. La
antamanida es un ciclopéptido que contrarresta a la faloidina, segun se determinara hace largo
tiempo [29]. La quimica, bioquimica y aspectos bioldgicos moleculares de los ciclopéptidos

toxicos en Amanita fueron tratados por Wieland [4].

= L-Pro-L-Phe-L-Phe-L-Val-L-Pro = —= Ala-Gly-Pro-Val-Phe-Phe _‘
—— L-Pro-L-Phe-L-Phe-L-Ala-L-Pro
Antamanida Cicloamanida A
—=|le-Pro-Ser-Phe —— —= Gly-Phe-Leu-Val-Leu et GIy—Fhe-Leu-Val;Lm.l_—’
L Pro-Phe-Phe+ Leu-Met(O)-Pro .._—’ — L eu-Met{(O}-Pro
Cicloamanida B Cicloamanida C Cicloamanida D

Figura 4: Estructuras quimicas de antamanida y cicloamanidas A-D.

Tambien se ha aislado e identificado un compuesto de bajo peso molecular como el &cido
(2S,4S)-4-hidroxi-2-pirrolidincarboxilico (Figura 5) en carpoforos de Amanita phalloides,
que es estructuralmente similar al acido (2S,3R,4R)-3,4-dihidroxi-2-pirrolidincarboxilico

(Figura 5) aislado e identificado en carp6foros de Amanita verna [70].
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HO,

?”‘COOH [ i

Acido (25,4S)-4-hidroxi-  Acido (2S,3R,4R)-3,4-dihidroxi-
2-pirrolidincarboxilico 2.pirrolidincarboxilico

Figura 5: Estructuras quimicas de los acidos hidroxipirrolidincarboxilicos presentes en
Amanita phalloides y A. verna respectivamente.

Asimismo, de extractos acuosos de Amanita phalloides se aisl6 una hemolisina toxica
denominada falolisina, que es una mezcla de dos o tres proteinas citoliticas de estructura
similar, cada una con un peso molecular de 34 kDa. Ha demostrado actividad hemolitica in
vitro. Dado que el jugo gastrico del estbmago destruye esta toxina, es inocua por via oral
[29].

También se aislo toxofalina, que es una proteina téxica de 55 kDa y un punto isoeléctrico
(pl) de 5,7 y que se expresa predominantemente en el estipite del carp6foro de Amanita
phalloides; se caracterizaron sus principales propiedades fisicoquimicas y biologicas que
coincidieron con las informadas previamente [71,72].

Como se evaluara mediante experimentos de entrecruzamiento, toxofalina forma un
complejo trimérico en solucién con buffer. Induce la apoptosis en varias lineas celulares de
mamiferos (L1210 y CCL-64 murinas, y A549 humanas) con Clsy de 0,25-0,45 pg/ml [71].
Las caracteristicas fisicoquimicas, quimicas y bioldgicas de toxofalina difieren claramente de
las de falolisina. La estructura primaria de toxofalina se estudi6 previamente en forma parcial
mediante la secuenciacion directa de sus péptidos tripticos, seguida por la correspondiente
clonacion basada en PCR (reaccion en cadena de la polimerasa; del inglés: polymerase chain
reaction) del ADNc (ADN complementario) [72]. La toxofalina mostr6 una homologia
estructural con la L-aminoacido-oxidasa del hongo Laccaria bicolor. El acido ascérbico
inhibi6 el efecto citotoxico de toxofalina, muy probablemente como resultado de la captacién
de perdxido de hidrogeno, que es el producto de la catalisis de las oxidasas.

La toxofalina induce la fragmentacion del ADN vy los cambios morfoldgicos en los nucleos
de las células diana (condensacion de cromatina y fragmentacion de nucleos), que son
caracteristicas de la apoptosis. Recientemente se demostro que las L-aminoacido-oxidasas de
Amanita phalloides y Clitocybe geotropa inducen apoptosis dependiente de caspasas [73] en
lineas celulares cancerosas Jurkat a través de las vias intrinseca y extrinseca; si bien el
aumento significativamente mayor de caspasa 9 sobre la actividad de caspasa 8 sugiere que es

la via intrinseca el modo predominante de la apoptosis inducida por estas oxidasas [73].
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Varios basidiomicetos presentan actividad de L-aminoacido-oxidasas con amplia
especificidad de sustrato y una variedad de masas moleculares aparentes que varian de 25 a
200 kDa, siendo mas activas a pH 5,5 que a pH 8,0 [72].

Por lo tanto, ademas de los ciclopéptidos altamente tdxicos y la lectina tdxica falolisina,
A. phalloides contiene toxofalina que es una proteina citotoxica con propiedades de la
enzima L-aminoacido-oxidasa.

En el presente trabajo se analizo el contenido de los principales ciclopéptidos tdxicos de A.
phalloides, como son las amatoxinas y las falotoxinas, asi como su distribucién en diferentes
tejidos de los carpoforos de esta especie, obtenidos del Parque Pereyra Iraola, Pilar y Lujan,
mediante cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion por arreglo de diodos (DAD:
diode array detection) y espectrometria de masa.

2. Materiales y Métodos

Reactivos y Productos quimicos: Todos los reactivos, solventes y compuestos quimicos
se obtuvieron de la mayor pureza disponible, de Merck AG (Darmstadt, Alemania) o de
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.). En lo posible de representantes en Argentina. El
patron de a-amanitina de alta pureza (>90 % pura) se adquirié de Sigma-Aldrich (Prod. No.
A2263, Sigma-Aldrich Co., St Louis, EE. UU.). La f-amanitina de alta pureza se obtuvo de
Cayman Chemical Co. (Ann Arbor, MI, EE. UU.). El acetonitrilo y el metanol (grado HPLC
y grado LC-MS) fueron adquiridos de Fisher Chemicals (NJ, EE. UU.). El agua se purific
con un sistema de purificacion Milli-Q Plus para obtener agua ultrapura (Millipore, Bedford,
Ma., EE. UU.). Se control6 la pureza de todos los solventes utilizados [74].

Meétodos cromatograficos analiticos y preparativos:

Cromatografia en capa delgada (CCD) o TLC (del inglés: Thin-layer
chromatography):

Para las cromatografias analiticas en capa delgada se utilizaron cromatoplacas de silicagel
G-60 Fus4 (Merck), de fase reversa RP-18 (Merck) y de alumina Fzs4 de 100 um de espesor
(Merck). También se usaron cromatoplacas de alta resolucion (HPTLC: high performance
thin-layer chromatography) de silicagel 60 Fzs4 (Merck). En todos los casos se uso la técnica
ascendente.

Se usaron reveladores universales como: 1) (H,SO;-CH3COOH (1:1), con calentamiento
posterior (105°C, 5 min): Todos los compuestos organicos produjeron manchas negras; y 2)

luz ultravioleta de longitud de onda de 254 nm: Se obtuvieron manchas fluorescentes,
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color celeste o amarillo). También reveladores especificos como: a) Reactivo de Ehrlich
para indoles: 4-dimetilaminocinamaldehido en &cido clorhidrico 6 N y etanol. Se rocid la
placa cromatografica y a continuacion se calent6 durante 5 minutos a 105°C.

Cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC: high-performance liquid
chromatography) con detector de masa (CL-EM/EM; del inglés: LC-MS/MS):

Se utiliz6 el triple cuadrupolo TSQ Quantum Access MAX como detector de masa tandem
y la fuente APl ThermoScientific™ Ion Max™ con la sonda HESI-1I. La alta resolucién de
la monitorizacion selectiva de reacciones (H-SRM) con tiempos de adquisicion de 2 ms
permitio cuantificar una gran cantidad de compuestos en un solo analisis. Se usé el rango de
masa de 10 a 3000 m/z. La celda de colision de contaminacion cruzada cero elimind los
falsos positivos. Se logrd la cuantificacion y confirmacion simultanea de las estructuras.
Meétodos espectroscopicos

Espectroscopia infrarroja

Los espectros de absorcion infrarroja realizados con transformacion de Fourier (FT-IR) se
obtuvieron en un espectrofotometro Unicam modelo Mattson Galaxy 3020 (resolucion de 2
nm) con programas de analisis de datos Mattson. Las determinaciones se hicieron en pastillas
de bromuro de potasio (300 mg). Los valores de niumero de onda maximo se expresaron en
cm™. Se pesaron masas crecientes de estandares desde 1,0 mg a 20 mg, produciendo pastillas
homogéneas del orden de 0,3 a 6%, generando las curvas versus la absorbancia; se
compararon bandas y se graficaron.

Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Los espectros de espectros de resonancia magnética nuclear proténica (*H-RMN) de alta
resolucidn se registraron en un equipo Bruker AC-200 a 200,1 MHz, y en un Bruker AM-500
a 500 MHz, usando dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-ds) como solvente y tetrametilsilano
(TMS) como estandar interno. Los espectros de resonancia magnética nuclear de *C (**C-
RMN) se efectuaron en los equipos indicados, a 50,3 MHz y 139 MHz respectivamente. Se
utilizo el programa WIinNMR, de Bruker, de registro y ampliacién de zonas de los espectros.
Los desplazamientos quimicos se expresaron en ppm (38). Los datos de RMN fueron
procesados en una estacion de trabajo Bruker.

También se realizaron estudios especiales para los ciclopéptidos y espectros
bidimensionales de RMN en un equipo de H-RMN de 600 MHz, con magneto Bruker
UltraShield 600 Plus de 14.1 Tesla. Sistema de adquisicion y control: Bruker Avance 111 600
con preamplificador y unidad neumatica para RMN de sélidos. Sondas de observacion: En

espectros de rutina de muestras liquidas se usé SmartProbe *H/BBO (*H/X) 5 mm con
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gradiente Z (BBO calibrado para observar **C y >N). En espectros de muestras liquidas de
macromoléculas como los ciclopéptidos se usé TXI triple resonancia (*H/**C/*°N) 5 mm con
gradiente Z.
ESTUDIO DE AMANITA PHALLOIDES

Muestras para la identificacion del material recolectado

Se recolectaron muestras de hongos toxicos en el otofio, en el Parque Pereyra Iraola, en
Pilar y en Lujan, Provincia de Buenos Aires, Argentina. Varios carpoforos con distinto grado
de crecimiento fueron cuidadosamente recolectados para ser enviados a micologos
especialistas en taxonomia para su identificacion inequivoca. Los carpoforos fueron
identificados en la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (FCEN) de la Universidad de
Buenos Aires (UBA) como Amanita phalloides (Vaill. ex Fr.) Secr. Un ejemplar
representativo fue depositado en el entonces Departamento de Ciencias Bioldgicas, FCEN,
UBA, bajo el N° BAFC 34.547. Algunos basidiocarpos después de la recoleccion se
incluyeron cuidadosamente dentro de una resina de poliéster Nobile recién preparada para
inclusion preacelerada, siendo la polimerizacion catalizada con metiletilcetona (100:1,5), y
estas muestras se mantuvieron en el Instituto PROPLAME de CONICET (FCEN, UBA)
(actualmente INMIBO, Instituto de Micologia y Botanica, CONICET-UBA).

Determinacion de la presencia de amatoxinas (toxicidad oral) por ensayo o test de
Wieland-Meixner
Una vez recolectados los carpdforos, se realizd el llamado ensayo o test del periddico de

Wieland [75,76], comUnmente llamada prueba de Meixner [77,78] o de Wieland-Meixner,
que es un ensayo muy utilizado en el campo por los micélogos para facilitar la identificacion
de Amanita phalloides o de presencia de amatoxinas toxicas. La reaccion se debe, en
realidad, a la presencia de un anillo indol sustituido.

Las amanitinas o, B y v y otras amatoxinas solo se diferencian en el anillo peptidico, pero
siempre contienen un 6-hidroxiindol central, por lo tanto dan reaccidn positiva, como asi
también todos los otros géneros que poseen amatoxinas [75,78].

Este test se realiza aplicando una pequefia cantidad de liquido obtenido al exprimir una
porcion de hongo fresco, o de la muestra que se va a analizar, en un trozo de papel rustico
que contenga gran cantidad del biopolimero complejo lignina (como el papel de peridédico o
el de guias telefonicas), se deja secar la mancha y, luego, se agrega una gota de acido
clorhidrico concentrado que actia como catalizador acido. Si se tiene una parte de hongo
seco, se debe tratar con etanol al 70% y luego centrifugar brevemente para sedimentar las

esporas oscuras; ese liquido se utiliza entonces para realizar el ensayo.
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Una reaccion entre el grupo indol sustituido (o triptamina sustituida) y la lignina del papel
da como resultado la formacion de un color azul (ensayo positivo), que aparece 5 a 10
minutos después de agregar el &cido [78,79]. El color azul de la reaccion se intensifica
después de aproximadamente 1 hora; al cabo de unas 2 horas comienza a desvanecerse y
practicamente desaparece 8 horas después.

Se conocen falsos positivos respecto a la presencia de amatoxinas, ya que los hongos que
contienen compuestos indolicos como las triptaminas hidroxiladas, como la psilocina de
algunos hongos alucinogénicos (llamados “hongos magicos™), o la serotonina, también daran
una reaccion de Wieland-Meixner positiva [80]. El resultado negativo de las falotoxinas
implica que el indol no hidroxilado no da la reaccion con lignina (test de Wieland-Meixner
negativo), como tampoco lo dan amaninamida y amanina que son amatoxinas con un indol no
hidroxilado (indol 2,3-disustituido con el ciclo peptidico).

No se ha dilucidado cudl es el compuesto azul que se forma en el caso de las amatoxinas,
pero aqui proponemos una reaccion con el producto final que da origen a ese color. La
reaccion se produce entre el aldehido coniferilico (4-hidroxi-3-metoxicinamaldehido)
presente en la lignina y el indol hidroxilado de la toxina en el medio acido concentrado dando
el acetal correspondiente coloreado (producto de Meixner) (Figura 6). Con otros indoles
hidroxilados cambia la posicion de union del aldehido coniferilico al indol, obteniéendose
siempre un producto similar, con variabilidad en la sustitucion, lo cual provoca cambios en el

color y tonalidad del producto.

[o]

T,
HCI H;CO \ H
H;CO
3 A H + 2 ®7§ _— o]
HO N HO

HO H

Aldehido Coniferilico 6-Hidroxindol 2,3-disustituido .
(de la lignina) (Amatoxina)
Compuesto coloreado (Acetal)
(Producto de Meixner)

Figura 6: Reaccion de Wieland-Meixner propuesta en este trabajo para mostrar la formacion
del producto coloreado (producto de Meixner), indicando reaccion positiva para las
amatoxinas que contienen el anillo 6-hidroxiindol 2,3-disustituido con el ciclo peptidico.

Extraccion y aislamiento de los ciclopéptidos toxicos de Amanita phalloides
La preparacion de las muestras antes del procesamiento de las mismas se realiz6 separando
los restos organicos e inorganicos de cada carpéforo fresco de Amanita phalloides

debidamente identificados.
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Los carpoforos de Amanita phalloides recolectados fueron seccionados por medio de
cuchillas de acero. Se ensayaron diferentes metodologias de extraccion, por ejemplo: a
distintas temperaturas. Cada muestra constaba de 10 g de hongo fresco por cada 100 ml de
metanol. Una de las muestras fue extraida en metanol a temperatura ambiente con un tiempo
de contacto de una semana aproximadamente. La otra, se la procesé con metanol a reflujo
durante 1 hora. La extraccion a reflujo resultd més efectiva.

El extracto metandlico, con los ciclopéptidos solubilizados, fue filtrado al vacio con papel
Whatman 1 en embudo de vidrio fritado. La torta obtenida se siguio extrayendo en caliente
una vez mas con igual procedimiento. Para cada muestra los filtrados obtenidos fueron
mezclados y llevados a sequedad a presion reducida a 40°C de temperatura. El residuo fue
tratado con cloruro de metileno o con éter de petréleo fraccion 60-80° varias veces para la
extraccion y lavado de los compuestos lipidicos. EI remanente se suspendié en metanol, se
filtrd, se evapord al vacio; se repitié el procedimiento y se llevo a concentracion de 1g de
peso seco por mililitro de solucion.

El residuo final en el procesamiento a escala preparativa fue disuelto en agua y se pasé por
una columna de la resina macrorreticular no iénica XAD-4 (Amberlite XAD-4; Sigma-
Aldrich) de 20-60 mesh y 100 A de tamafio medio de poro, que es un adsorbente polimérico
(copolimero de estireno-divinilbenceno) para la eliminacion de sales en los extractos eluidos,
quedando retenidos los ciclopéptidos. Esta resina adsorbi6 y liberé las sales (especies idnicas)
a través de interacciones hidrofobicas y polares. Generalmente se utiliza en condiciones
isocraticas. Amberlite XAD-4 se debe almacenar en un recipiente bien cerrado en un lugar
fresco, seco y bien ventilado; lejos de agentes oxidantes.

La columna se eluy6 con agua-etanol (1:1, en volumen), la purificacion de los
ciclopéptidos eluidos se realiz6 a pH 3 en una columna de resina Sephadex LH-20 (Sigma-
Aldrich) seguida de otro desalado con XAD-4 y luego la elucion continué en Sephadex LH-
20 a pH neutro. Sephadex LH-20 es un dextrano entrecruzado hidroxipropilado que tiene una
potente selectividad cromatografica debido a la naturaleza dual, hidrofilica y lipofilica, de la
matriz. El rango de pH operativo es de 2 a 13. Se utilizo primero agua como fase movil para
eluir los azucares libres y compuestos muy hidrofilicos, luego etanol con porcentaje creciente
de 20 a 90% y por ultimo acetona. Los ciclopéptidos se obtuvieron en las fracciones eluidas
con las distintas concentraciones de etanol.

Cada fraccion cromatogréafica fue monitoreada mediante cromatografia en capa delgada
comun y de alta resolucion. El control de pureza se efectué por cromatografia liquida de alta

resolucion y electroforesis capilar de alta resolucién. La visualizacion de las manchas en los

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110. 90



Stella M. Battista et alia

cromatogramas en capa delgada se efectu6 mediante reactivos de iodo, reactivo de
Dragendorff y ninhidrina, los cuales son adecuados para detectar ciclopéptidos, péptidos
lineales y aminoacidos.

Para la identificacion de cada ciclopéptido se aplicaron técnicas espectroscopicas como
resonancia magnética nuclear proténica (*H-RMN) y espectrometria de masa.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC: high-performance liquid
chromatography) y Cromatografia liquida-espectrometria de masa (CL-EM)

Los extractos de Amanita phalloides se analizaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) en columnas Cig de fase reversa (150 x 4,6 mm; particulas de 5 pm),
utilizando una fase movil de acetato de amonio 0,05 M (50 mM)/acetonitrilo (9:1, v/v), pH:
5,5, con una velocidad de flujo de 1 ml/min, en un equipo de HPLC Agilent serie 1200
equipado con un detector de longitud de onda variable.

Tambieén se utilizé una fase maévil con un programa de gradientes de eluyente para realizar
cromatografia liquida-espectrometria de masa (CL-EM), mediante combinacion de la fase
movil A con la fase movil B. Fase movil A: acetato de amonio 0,02 M (20 mM), pH 5; fase
movil B: acetonitrilo (grado HPLC). El programa usado consistié en aumentar gradualmente
el porcentaje de B desde 10% hasta 100%, a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Detalles del
programa: 10% B durante 4 min, luego 18% B durante 6 min, luego un gradiente lineal de
18% B a 100% B durante 20 min, a una velocidad de flujo de 1 ml/min. En cada corrida, se
inyecto el equivalente a 0,6 mg de tejido en un volumen de 30 pl. El eluido se control6 a 250,
295 y 305 nm. La deteccion por espectrometria de masa del eluido se realizd con un
espectrometro de masa de cuadrupolo simple Agilent 6120 en modo de polaridad positiva con
un rango de exploracién de 700-1000 m/z. Los iones se generaron mediante electrospray con
un ajuste de voltaje capilar de 5 kV y una temperatura del gas de secado (nitrogeno) de
350°C.

Para analizar cada parte del carpéforo (sombrero o pileo, estipite o tallo, anillo, volva y
bulbo) de Amanita phalloides, el tejido a analizar fue homogeneizado en una mezcla de
metanol/agua/acido clorhidrico diluido, 0,01 M, (5:4:1, en volumen). En condiciones
isocraticas, se us6 una columna de fase reversa Cig y como fase mdvil: acetato de amonio
0,05 M/acetonitrilo (90:10, v/v), pH: 5,5, con una velocidad de flujo de 1 ml/min.

3. Resultados y Discusion

Analisis de los ciclopéptidos de Amanita phalloides
Los datos de cuantificacion de las toxinas de Amanita phalloides de diferentes regiones del

mundo son importantes para obtener la mayor informacion posible sobre su relativa
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morbilidad y potencial letalidad. Hasta el momento, no se habia realizado estudio alguno
sobre el contenido de toxinas de A. phalloides de Argentina, por lo tanto lo abordamos en esta
investigacion.

Se estudiaron carpoforos de A. phalloides recolectados en el Parque Pereyra Iraola y en
otras zonas de la Provincia de Buenos Aires como Pilar y Lujan. Las principales toxinas de A.
phalloides (amatoxinas y falotoxinas) fueron analizadas y separadas en este trabajo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC: reversed-phase high-
performance liquid chromatography) con deteccion ultravioleta (UV) de onda fija y de onda
variable, incluido arreglo de diodos, y con deteccion de masa (espectrometro de masa como
detector). Sus estructuras quimicas fueron confirmadas por espectrometria de masa. Se
cuantificaron estas toxinas en diferentes partes del carp6foro (sombrero o pileo, estipite o
tallo, anillo, volva y bulbo).

Los cromatogramas se obtuvieron con columnas Cig de fase reversa (150 x 4,6 mm;
particulas de 5 pm), utilizando una fase movil de acetato de amonio 0,05 M (50
mM)/acetonitrilo (9:1, v/v), pH: 5,5, con una velocidad de flujo de 1 ml/min. También se
utilizé una fase madvil con un programa de gradientes de eluyente para realizar cromatografia
liquida-espectrometria de masa (CL-EM), mediante combinacion de la fase mévil A con la
fase movil B. Fase movil A: acetato de amonio 0,02 M (20mM), pH 5; fase movil B:
acetonitrilo (grado HPLC). El programa usado consisti6 en aumentar gradualmente el
porcentaje de B desde 10 % hasta 100%, a una velocidad de flujo de 1 ml/min. En cada
corrida, se inyect6 el equivalente a 0,6 mg de tejido en un volumen de 30 pl. El eluido se
control6 a 250, 295 y 305 nm. La deteccion por espectrometria de masa se realiz6 en modo
de polaridad positiva con un rango de exploracién de 700-1000 m/z. Los iones se generaron
mediante electrospray con un ajuste de voltaje capilar de 5 kV y una temperatura del gas de
secado (nitrogeno) de 350°C.

La longitud de onda utilizada en la detecciébn UV permitié ver preferentemente a las
amanitinas frente a las falotoxinas, ya que a 303 nm se visualizaron los picos cromatograficos
de a-, B- y y-amanitinas, asi como también &- y e-amanitinas con menor intensidad,
parcialmente superpuestas con las mencionadas previamente, mientras que a 290-295 nm se
detectaron adecuadamente las falotoxinas: falacidina, falisina, faloidina y faloina. A modo de
ejemplo se muestran en la Figura 7 cromatogramas con deteccion UV a onda fija, a las

longitudes de onda mencionadas.
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Figura 7: Cromatogramas de amanitinas y falotoxinas obtenidos mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC: high-performance liquid chromatography) con deteccién
UV de extractos de Amanita phalloides. (A): Cromatograma que muestra o-, B- y y-
amanitinas a una longitud de onda UV de 303 nm. (B): Cromatograma que muestra las
falotoxinas a una longitud de onda UV de 292 nm. Abreviaturas: mUA: miliunidades de
absorbancia; min: minutos. Tiempos de retencion (tg): B-amanitina: 4,82 min; a-amanitina:
6,22 min; y-amanitina: 12,52 min. Falacidina: 22,46 min; faloidina: 50,54 min.

Por lo tanto, para detectar adecuadamente, tanto las amatoxinas como las falotoxinas
presentes en cada extracto bajo estudio, fue necesario utilizar un detector UV de onda
variable o con mejor precision un detector UV de arreglo de diodos (DAD: diode array
detector). Para obtener mas datos de cada pico se acoplo a un detector de masa obteniendo
entonces el i6n molecular (M) de cada pico y los espectros de masa correspondientes (Tabla
1).
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Figura 8: Cromatograma de los ciclopéptidos de pileos o sombreros de carpéforos de
Amanita phalloides con detector UV y de masa. Tiempos de retencion (tg): B-Amanitina:
4,46 min; o-amanitina: 6,03 min; y-amanitina: 8,01 min; falacidina: 12,35 min; falisina:
16,68 min; faloidina: 17,27 min; faloina: 20,73 min.
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Se cuantifico el contenido de a-amanitina en tejidos del sombrero o pileo, estipite y volva
mediante cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa. Los limites de deteccion
UV fueron de 55 pg/ml para a-amanitina y 64 pg/ml para B-amanitina, lo cual es importante
para la salud alimentaria [81]. El limite de deteccion en CL-EM para cada toxina fue de
aproximadamente 10 ng/ml de medio de extraccion. Los resultados muestran que los
sombreros tienen el mayor contenido de amatoxinas (Figura 8), mientras que la volva fue
mas rica en falotoxinas (Figura 9). Ademas, se observo la variabilidad en la composicién de
las toxinas de diferentes sitios geograficos y por diferencias en tipo de suelo, clima, época de

recoleccion, momento de la estacion otofial, humedad ambiente y grado de madurez del

carpoforo.
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Figura 9: Cromatograma en fase reversa de los ciclopéptidos de la volva de carpé6foros de
Amanita phalloides con deteccion UV. Abreviaturas: UA: unidades de absorbancia; min:
minutos.

Tabla 1: Deteccidn por espectrometria de masa de los ciclopéptidos del extracto de
carpoforos de Amanita phalloides. Abreviaturas: M: idn molecular.

Ciclopéptido | Formula I6n molecular | Valor
elemental (Daltons) experimental
a-Amanitina | CsoHs4N10014S | 918,3 919,3 [M+H"]
B-Amanitina | C3gHssNgO15S | 919,3 920,3 [M+H"]
y-Amanitina | C3gHs4N10043S | 902,4 903,4 [M+H"]
Faloidina CasHigNgO11S | 788,3 789,3 [M+H']
Faloina C35H48N80105 772,3 773,3 [M+H+]
Falisina CasHisNgO12S | 804,3 805,4 [M+H']
Falacidina C37H50NgO13S | 846,3 847,3 [M+H+]
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Composicién de los ciclopéptidos toxicos en Amanita phalloides obtenida en esta
investigacion
Dado que la ingestion de los carpéforos de Amanita phalloides es responsable de varias

intoxicaciones fatales accidentales o bien, premeditadas, es relevante tener datos sobre su
composicion total de compuestos tdxicos, su distribucion en los tejidos del carpéforo del
hongo y también su preponderancia geografica.

Hasta el momento no se disponia de trabajos cientificos sobre la composicion de los
ciclopéptidos toxicos de A. phalloides que crece en Argentina, por eso se encaro el tema en
este trabajo.

Se han registrado varias intoxicaciones en diferentes areas del pais. Esta especie existe en
todo el territorio argentino pero con mayor incidencia en la zona central del pais, en Buenos
Aires y gran Buenos Aires. Nuevos casos de intoxicacion por A. phalloides han sido
registrados cada afio, el mas reciente en 2021, referido a un turista que muri6 en la Provincia
de Cordoba. Sin embargo, es dificil estimar el nimero exacto de intoxicaciones por este
micetismo que ocurre cada afio debido a la falta de difusion publica de los registros
hospitalarios sobre el tema.

Se eligio la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) debido a que varios hospitales
y clinicas cuentan actualmente con un cromatografo para realizar estos ensayos. Ademas, el
procedimiento en fase reversa ha sido el mas utilizado en la literatura [36,40,82-87], lo cual
permite realizar comparaciones.

Se analizaron 37 muestras de A. phalloides provenientes de la Provincia de Buenos Aires
(Parque Pereyra Iraola, Pilar y Lujan). Los resultados de la cuantificacién fueron:

Total de amatoxinas: 2,10 + 0,02 a 5,70 = 0,02 mg/g de peso seco.

Total de falotoxinas: 0,50 £ 0,01 a 2,30 £ 0,01 mg/g de peso seco.

En realidad los valores numéricos no son relevantes, pues se observa una constante
variacion significativa en el contenido de toxinas, no solo debida a los diferentes sitios
geograficos, sino también, como es sabido, por la influencia de las condiciones climaticas, la
topografia y las caracteristicas del suelo [84,85]. Asimismo, en una misma zona, fijados esos
parametros, se observa una distribucion desigual de los ciclopéptidos toxicos dentro de los
tejidos de los carpoforos de Amanita phalloides. Interesan los valores relativos y las
tendencias.

En cuanto al estado de maduracion, hemos podido comprobar que el contenido de
amatoxinas es relativamente alto durante las primeras etapas de desarrollo (boton, boton con
el velo exterior roto y pileo revelado desde el velo exterior) y disminuye en etapas de

madurez (cuerpo fructifero completamente desarrollado con sombrero convexo) y de vejez
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(cuerpo fructifero marchitado con sombrero doblado) [17,86]. Algo similar se ha descripto
para otra especie, Amanita exitialis [86]. Si bien se sabe que el carpéforo joven totalmente
desarrollado contiene concentraciones mas bajas de toxinas totales (amatoxinas y falotoxinas)
con respecto al carp6foro maduro [31].

De acuerdo con los resultados obtenidos, se han observado diferencias significativas en las
cantidades de toxinas en diferentes tejidos del carpo6foro (sombrero o pileo, laminillas,
esporas, anillo, estipite o tallo, volva y bulbo) [84]. La menor cantidad de toxinas se detecto
en las esporas (s6lo un 3% de la concentracion de toxina del carpoforo [88]), seguidas por la
volva y el estipite, en forma creciente entre todas las partes del carpoforo. La cantidad
méaxima de toxinas se midid en las laminillas, seguidas por el pileo, en forma decreciente.

Se utilizaron las técnicas multivariadas de anélisis de datos para obtener mas informacion
sobre las variables que mas influyen en las similitudes y/o diferencias de cada muestra.

Respecto a a-amanitina, la cantidad mas alta se encontré en el sombrero y el estipite,
mientras que la méas baja correspondio a la volva de A. phalloides. El contenido de o-
amanitina del sombrero fue el doble que en el estipite y cuatro veces mayor que en la volva.

Los resultados muestran que el sombrero o pileo, las laminillas, el anillo y el estipite tienen
el mayor contenido de amatoxinas, mientras que la volva y el bulbo son los mas ricos en
falotoxinas, en concordancia con resultados previos [17,83,85], si bien las cantidades
variaron. Esta aparente discrepancia puede explicarse por factores ambientales y diferencias
genéticas.

En cuanto a las condiciones ambientales del area de recoleccién (temperatura, microclima,
suelo y valores de pH) parecen jugar un rol determinante en el perfil de amatoxinas y de
falotoxinas. La geografia local influye significativamente en la composicion de las toxinas de
los tejidos del cuerpo fructifero, en concordancia con resultados previos [84]. Las
condiciones geogréficas, topograficas, climaticas, y las diferencias de pH del suelo entre las
areas analizadas parecen tener un impacto en el perfil de las toxinas. Segun nuestros
resultados, las condiciones ambientales del sitio de recoleccion tienen mayor influencia en la
composicion de las falotoxinas que en la de amatoxinas. Las mayores variaciones en la
concentracion de las toxinas correspondieron a faloidina y falisina en los estipites de Pereyra
Iraola y Lujan. La concentracién mas alta de faloidina se encontrd en el estipite de Pereyra
Iraola. Por otro lado, la concentracion més alta de falisina se encontrd en el estipite de Lujan.

En gran parte de los carpoforos que recolectamos en Parque Pereyra Iraola, presentaron
mayor concentracion de beta-amanitina, respecto a la proporcion de las otras muestras

recolectadas en Argentina.
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Amanita phalloides pertenece a una categoria de hongos superiores llamados simbidticos
ectomicorrizicos. Es decir que estos hongos suelen tener una intima relacion (simbi6tica) con
las plantas que los hospedan. En este contexto, un hongo ectomicorrizico obtiene el
suministro de carbono y otras sustancias organicas esenciales del arbol y, a cambio, la planta
se beneficia por recibir recursos de agua y nutrientes para crecer. Por lo tanto, los lazos
estrechos entre los hongos ectomicorrizicos y sus huéspedes vegetales nos llevarian a esperar
mayor influencia del huésped en la composicion quimica de las especies de hongos
ectomicorrizicos. Los especimenes de A. phalloides de Lujan estaban en una asociacion
simbidtica con arboles de castafio y los ejemplares de Pereyra Iraola estaban en asociacion
simbidtica con el roble, lo cual también contribuy6é a las diferencias encontradas en el
contenido de las toxinas. Por lo tanto, el arbol huésped y la flora circundante que participan
en la relacion simbidtica tienen una influencia relevante en la composicion quimica de los

hongos, que hemos podido demostrar.

Conclusiones

Las condiciones geograficas, topograficas, climaticas y de pH del suelo mostraron, en
nuestros analisis, que tienen un importante impacto en el perfil de las toxinas, con mayor
influencia en la concentracion detectada de falotoxinas.

Se determinaron mayores variaciones en la concentracion de faloidina y falisina en los
estipites de las muestras de Lujan y de Pereyra Iraola. La concentracién mas alta de faloidina
se encontrd en los estipites de Pereyra Iraola y la concentracion mas alta de falisina en los
estipites de las muestras de Lujan.

En cuanto a las amanitinas de los carpoforos recolectados en muestras de Argentina, se
detecté mayor concentracion de B-amanitina en las de Parque Pereyra Iraola.

En este trabajo demostramos que es importante la influencia de la simbiosis con el arbol
huésped puesto que los ejemplares de Pereyra Iraola son robles, mientras que en Lujan son
castafios. Ademas, se pudo demostrar que la flora circundante participa en la relacion
simbidtica e influye en la composicion quimica de los hongos estudiados.
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En la ciudad de Roma (ltalia), entre los dias 21 al 25 de mayo del corriente afio, se
llevaron a cabo el 25° Congreso Internacional de Quimica Clinica y Laboratorio Médico, el
25° Congreso Europeo de Quimica Clinica y Laboratorio Médico y el 55° Congreso de la
Sociedad Italiana de Bioquimica Clinica y Biologia Molecular Clinica organizados por la
European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (EFLM;
anteriormente EFCC), International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine (IFCC) y la Societa Italiana di Biochimica Clinica e Biologia Molecolare Clinica
(SIBioC).

Los mismos se realizaron en el Centro de Convenciones la Nuvola y en ellos se
presentaron 21 simposios, 4 conferencias plenarias, 24 talleres educacionales, 12
presentaciones de la industria y otras actividades (reuniones cerradas, debates y reuniones
con expertos). Hubo una enorme concurrencia entre participantes y expositores. Es de
nuestro interés referirnos a algunos de los eventos relevantes de esas reuniones, lamentando
que por razones de espacio no podamos referirnos a todas las presentaciones incluidas en
los mismos.

La Conferencia de apertura llevada a cabo el sdbado 21, trato sobre un tema actual, en las
condiciones presentes en el continente europeo y estuvo referida a “El perdon para el
bienestar individual, familiar y comunitario”. El mismo fue dictado por el Profesor Robert
Enright (Universidad de Wisconsin Madison, EE. UU.) que es un pionero del estudio del
perdon desde el punto de vista cientifico. EI Prof. Enright sefialé que el perdon es una parte
importante de una vida sana y remarco que las personas pueden enfadarse y permanecer asi

durante afios como resultado de tensiones y conflictos entre las personas, dentro y fuera de
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las familias y en las comunidades. Manifesto que el perddn puede curar la ira enfermiza y
malsana. En esta conferencia inaugural, el Profesor Enright abordo siete preguntas sobre la
virtud moral del perdon: “a) (Como puede la ira comprometer el bienestar? b) ¢Cual es la
definicion de perddén cuando una persona estd perdonando a otros que actuaron
injustamente?; c) ¢Cudles son algunos temas que a menudo se confunden con el perdon,
como excusar o reconciliar?; d) ¢(Cuél es la evidencia cientifica que muestra una mejora en
el bienestar de quienes practican el perdon?; e) ;Como hace la gente para perdonar a los
demas?; f) ¢Como podria incorporarse el perdén en las familias?; g) ¢Como puede el
perdon mejorar el bien comun de las comunidades?” Estas preguntas que interpelan,
inducen a una reflexion individual, familiar y comunitaria profundas.

En otra conferencia plenaria llevada a cabo el jueves 25, se trato el tema de los “Avances
diagnosticos en demencia”. Fue dictada por el Dr. K. Blennow, especialista en
Neurociencia y Fisiologia (Universidad de Gotemburg, Alemania). En la misma se refirié a
los biomarcadores del LCR ATN (amiloide, tau, neurodegeneracion) que reflejan las
patologias centrales de la enfermedad de Alzheimer (EA) y cuyas pruebas totalmente
automatizadas estan disponibles. Son métodos con muy buena precision aprobados por la
FDA. Los biomarcadores especificos de ATN incluyen AR42, tau fosforilada (P-taul81) y
tau “total” (T-tau), y las relaciones AR42/40 y P-tau/AR42. Estos analitos muestran un
rendimiento muy alto para identificar el deposito de amiloide y la EA y también son Utiles
en las primeras etapas de la enfermedad. Sin embargo, el tamafio del efecto (veces de
cambio) para la proporcion de AR42/40 en plasma es muy bajo (s6lo alrededor del 10 % de
disminucion en los casos positivos de PET amiloide). Esto da como resultado una baja
robustez, lo que puede causar dificultades para la introduccion en el uso clinico rutinario.

Comento que recientemente se han informado datos prometedores para varias especies
de tau fosforiladas (P-taul81, P-tau217 y P-tau231) en sangre, con aumentos especificos en
EA y alta concordancia con el tau PET. Estudios recientes muestran altas correlaciones
entre estas especies de P-tau tanto en LCR como en plasma, lo que sugiere que las
diferencias son menores. Por otra parte, estudios recientes sugieren que P-tau231 muestra el
cambio mas temprano, mientras que P-tau217 aumenta con la gravedad de la enfermedad.
También existen varios métodos diferentes para todas las variantes de P-tau en plasma,
tanto inmunoensayos como métodos de espectrometria de masa. Los niveles de luz de
neurofilamento (NFL) aumentan en el LCR y en la sangre en la EA, pero NFL es un
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biomarcador general de neurodegeneracion que muestra niveles elevados en muchos otros

trastornos neurodegenerativos. Un nuevo biomarcador de neurodegeneracion de tipo EA, la
tau derivada del cerebro (BD-tau), se muestra prometedor como componente N en el marco
ATN sanguineo. Los biomarcadores sanguineos, junto con APO-E y la edad,
probablemente sean las herramientas de triage de primera linea para la prediccion del

riesgo.

Dentro de los simposios, cabe destacar el excelente Simposio de la IFCC sobre
Inteligencia artificial y laboratorio clinico titulado: Aplicaciones de inteligencia artificial en
medicina de laboratorio clinico. Presidentes de sesion: A. Carobene (ltalia), D. Gruson
(Bélgica).

* Inteligencia artificial: aplicaciones actuales y futuras en el laboratorio médico, D. Gruson
(Bélgica).

* La ética de los dispositivos de punto de atencion y la necesidad de marcos de politicas de
IA en entornos con recursos limitados, M. Gmira (Marruecos).

* El valor de la IA en el ecosistema de salud mévil, N. Delvaux (Bélgica).

* Algoritmos completos de aprendizaje automatico basados en hemogramas para la
deteccion de sepsis, L. Agnello (ltalia).

« Inteligencia Artificial Aplicada a la Prevencion de la Esteatohepatitis No Alcoholica en
Atencion Primaria Utilizando Fib-4 como Marcador de Fibrosis, S. Sanchez Berdial
(Espafa)

El Dr. Demian Gruson en su presentacion expresé que el laboratorio clinico se encuentra
en el corazén de un ecosistema de salud cambiante donde las tecnologias emergentes, las
pruebas inteligentes, el monitoreo remoto y la ciencia de datos juegan un papel central. Los
laboratorios clinicos también se encuentran en una era de evolucion de los servicios que
brindan a los usuarios, la busqueda de eficiencia operativa, necesidad de practicas
sostenibles e integracion de plataformas multiomicas. El laboratorio “incrementado”
resultante debera tener beneficios para el manejo de los pacientes y los resultados clinicos.

Es evidente que para desarrollar enfoques integradores poderosos, con el uso de
inteligencia artificial (I1A) seré posible y permitird mejorar el apoyo a la decision clinica, el
modelado de riesgos, el tratamiento de enfermedades complejas, la eficiencia operativa y el

An. Asoc. Quim. Argent. 2023, 110 (1), 1-110. 105



Wordlab y Euromedlab 2023...

modelado in-silico. Con un papel cada vez mayor de la IA y los dispositivos de salud
moviles, es importante adoptar los estdndares de validacion apropiados y evaluar
cuidadosamente la calidad de estos complejos algoritmos de 1A basados en datos antes de
que se apliquen y se difundan en la atencién médica diaria. Los laboratorios clinicos, los
especialistas del laboratorio clinico y el conjunto de los cuidadores de Salud son actores
importantes para garantizar un uso seguro y etico de la A y las tecnologias emergentes en

el cuidado de la salud.

Otro evento al cual tuvimos oportunidad de asistir fue el Simposio de la IFCC referido al
“Rol central del laboratorio clinico en la salud publica y la continuidad de atencion al
paciente”. Fueron Presidentes del mismo los Dres. R. Erasmus (Sudafrica) y A. St John
(Australia).

* Revision critica de la evidencia que respalda el valor del Laboratorio Clinico en la
atencion clinica, K. Adeli (Canada).
» Agregado de valor a través de una implementacion de pruebas mejorada, A. St John
(Australia).
» Demostrando el valor del laboratorio meédico desde una perspectiva industrial, B. Meyer
(Reino Unido).
* Estrategias para promover el valor del laboratorio médico en América del Norte, D.
Kinniburgh (Canada).

En el mismo, el Prof. Dr. Koshrow Adeli, Presidente de la IFCC, remarcé el papel del
laboratorio clinico. La atencion médica integral para la prevencion, el diagnostico, el
tratamiento y el manejo de enfermedades clinicas, incluidos brotes de enfermedades
infecciosas como COVID-19 proporciona a los profesionales de la salud datos basados en
evidencia necesarios para brindar atencién segura, eficaz y de alta calidad a los pacientes.
Los profesionales de laboratorio aportan directamente a la atencion al paciente y a la Salud
publica. Si bien esta profesion es vital para la atencion médica, los sistemas de salud
tienden a no ser conscientes de su papel crucial y central en la prestacion de atencién
médica. Lo que claramente se necesita es una campafia de concientizacion mundial que
Ilegue a una audiencia global y llame la atencion sobre el papel del laboratorio clinico y su
valor agregado en la atencion médica 6P: personalizada, preventiva, predictiva,
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participativa, EMD vy rutas clinicas. Como parte de nuevos planes estratégicos, la IFCC
promovera fuertemente el valor del laboratorio médico mediante la recopilacion de
evidencia para demostrar el valor del laboratorio clinico en la prestacion de atencion
médica, particularmente en el contexto de la toma de decisiones clinicas. La evidencia
recopilada de todo el mundo se utilizard para promover el papel fundamental del
laboratorio en la atencion médica entre las partes interesadas clave, incluidos los gobiernos,
los profesionales de la salud y el publico. La IFCC también estd iniciando una nueva
campana anual llamada "Semana del laboratorio médico global de la IFCC" para celebrar la
profesion en abril de cada afio a partir de 2022 y durante todo el afio en todas las principales
conferencias y eventos internacionales o regionales de la IFCC. Este programa tiene como
objetivo crear conciencia sobre la contribucidn critica del laboratorio clinico al cuidado de
la Salud y celebrar el importante papel de todos los profesionales de laboratorio en todo el

mundo.

Otro evento de relevancia fue el Simposio de la IFCC titulado: Promocion de la
excelencia en laboratorio médico en todo el mundo: Una actualizaciéon de los grupos de
trabajo de la IFCC. Presidentes de la sesion: K. Adeli (Canada), A. Haliassos (Grecia).

* Mejora de la calidad de los laboratorios a nivel global: Resultados del estudio piloto EQA
de la IFCC, E. Amann (Alemania).

* Cerrar las brechas en el cribado neonatal: EI programa global NBS de la IFCC, J. Bonham
(Reino Unido).

* Impacto del Laboratorio Clinico en la Medicina Clinica: Desarrollando la Evidencia, Z.
Zhao (EE. UU.).

* Base de datos mundial de intervalos de referencia para adultos y nifos, J. Zierk

(Alemania).

Nos referiremos brevemente a la presentacion de la Prof. Dra. Z. Zhao (Weill Cornell
Medicina, EE. UU.) sobre el IMPACTO DEL LABORATORIO CLINICO EN LA
MEDICINA CLINICA: DESARROLLO DE LA EVIDENCIA. La Dra. Zhao comenz6 su
exposicion mencionando “que se requiere que los profesionales de laboratorio realicen
estudios que brinden evidencia del impacto de las pruebas en los resultados de los
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pacientes, ya que el crecimiento del laboratorio medico depende de su “valor agregado™ en
el panorama de la atencion médica. Para demostrar el valor de las pruebas, debemos
comprender si vale la pena invertir en la prueba e identificar el impacto de las pruebas en la
gestion, las vias de atencion y los resultados. Sin embargo, en realidad, vincular la
informacidn del laboratorio clinico con el valor es un desafio. La mayoria de las pruebas de
laboratorio se utilizan para multiples propésitos y en combinacion con otras pruebas
médicas o de laboratorio en una via de atencién compleja. El impacto de las pruebas de
laboratorio en los resultados de los pacientes es parcial y variable, ya que los resultados
medidos pueden estar muchos pasos mas alla del rendimiento de la prueba y verse
afectados por muchas otras variables. Entonces, cuando falta la informacion del resultado,
es dificil cuantificar el valor de las pruebas de laboratorio”.

El Grupo de trabajo de la IFCC sobre estudios de resultados en laboratorio médico (TF-
OSLM) se establecié en 2022. En su presentacion, compartio los mandatos y la experiencia
del grupo de trabajo para identificar publicaciones existentes de alta calidad revisadas por
pares que demuestren el valor del laboratorio en la atencién médica y desarrollar un
programa de investigacion financiado para investigadores en hospitales ubicados en todo el
mundo para realizar nuevas investigaciones retrospectivas y prospectivas con resultados

que evaluen el valor del laboratorio clinico en la atencion médica en general.

Otro Simposio importante en la programacion fue el organizado por EFLM referido a la
Calidad en el laboratorio clinico: un blanco en movimiento.
Presidentes de sesion: P. Fernandez-Calle (Espafa), D. Vitkus (Lituania).
* Evaluacion y seguimiento de la calidad analitica, M. Panteghini (Italia).
* Evaluacion de la solidez del proceso de prueba total con indicadores de calidad, V. De
Guire (Canada).
* Medicién de resultados e integracion de medidas de calidad en laboratorio médico, M.
Plebani (Italia).
* Los Programas de estandarizacion clinica de los CDC (CSP CSP) - Mejora de la calidad
de las mediciones de biomarcadores de enfermedades en Investigacion y atencion al
paciente, H. Vesper (EE. UU.).
* Mejorando la Reduccion de Errores en la Fase Post Analitica del Laboratorio Utilizando
Herramientas Lean 6 Sigma y Benchmarking, M. Mendes (Brasil).
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Dentro de dicho simposio nos referiremos a la exposicion sobre EVALUACION DE LA
ROBUSTEZ DEL PROCESO TOTAL de testeo mediante INDICADORES DE CALIDAD
del que participé como disertante el Dr. V. De Guire (Hospital Maisonneuve-Rosemont,
Montreal-CHUM Red de Laboratorios/Departamento de Bioquimica y Medicina
Molecular, Universidad de Montreal, Montreal, Canada) quien durante su presentacion se
preguntd si el laboratorio es lo suficientemente bueno para monitorear su calidad del
proceso total de testeo y garantizar la seguridad del paciente. También se interrogé como
profesional del laboratorio clinico, sobre cual es la mejor estrategia para evaluar de manera
eficiente la mejora de la calidad a través de los Indicadores de Calidad (IC). Durante su
presentacion, reviso las pautas y herramientas internacionales disponibles para el monitoreo
de IC y discutid, en base a iniciativas internacionales y nacionales, las estrategias para la

evaluacion comparativa, asi como la metodologia para la estandarizacién y seleccion de IC.

Otro de los Simposios relevantes fue el referido a Pruebas Prenatales cuyos Presidentes
de sesion fueron los Dres. B. Das (India), G. Novelli (Italia). En dicho simposio se incluyo:
* Deteccion de anomalias cromosOmicas fetales en el primer trimestre, G. Novelli (Italia).

* EQA en pruebas prenatales y estandarizacion de PAPP-A, C. Sturgeon (Reino Unido).

* Evaluacion del riesgo de pre-eclampsia durante el embarazo, L. Poon (Hong Kong).

* Impacto del tamizaje neonatal ampliado en la identificacion de Enfermedades Hereditarias
en Piamonte y Valle De Aosta, P. Sauro (lItalia).

* Estudio piloto para la implementacion del cribado neonatal de atrofia muscular espinal en

el sur de Espafia, R. Yayhaoui (Espafia).

Una de las presentaciones titulada: TAMIZAJE DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS
FETALES DEL PRIMER TRIMESTRE fue realizada por el Dr. G. Novelli de la
Universidad Tor Vergata (Roma, Italia). En el mismo mencioné que el diagnostico prenatal
proporciona una bateria de investigaciones de potencial interés y eficacia que permiten a la
pareja recibir informacion oportuna sobre cualquier patologia presente en el feto. Las
técnicas instrumentales disponibles actualmente ofrecen numerosas opciones que permiten
realizar el diagnostico prenatal tanto de forma no invasiva como invasiva. Durante las
ultimas dos décadas, se han desarrollado varios métodos y protocolos para evaluar el riesgo
de anomalias cromosOmicas, basados en marcadores de ultrasonido, bioquimicos y/o su
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combinacion. En los ultimos afios, asimismo, ha sido posible analizar muestras de ADN
fetal (cell free fetal DNA, cffDNA) en sangre materna desde el primer trimestre del
embarazo. Esta técnica conocida como Prueba Prenatal No Invasiva (NIPT) ha
revolucionado el diagnostico prenatal del ADN del primer trimestre, por la rapidez de
ejecucion, precision y costos. Es muy reconocida la validez y la utilidad clinica de la NIPT
limitada a las tres trisomias principales (21, 18, 13), para las cuales la prueba de deteccion
tiene mayor sensibilidad y especificidad. Se han informado tasas de deteccion de
embarazos Unicos del 99,7 %, 982 % y 99 % para las trisomias 21, 18 y 13
respectivamente con resultados falsos positivos en el 0,04 %, 0,05 % y 0,04 % de las
muestras. Aunque la NIPT se considera el estandar de oro en la deteccion de aneuploidias
principales, es importante enfatizar que:

(@) La NIPT no es una prueba de diagnostico, sino de deteccion;

(b) Actualmente es la prueba prenatal con mayor sensibilidad y especificidad para el
tamizaje de la trisomia 21 y ha sido validada para las principales aneuploidias autosémicas
y cromosOmicas sexuales;

(c) Reduce la dependencia de investigaciones diagnosticas invasivas, que tienen costos mas
elevados y, en consecuencia, reduce el riesgo de aborto vinculado a esas técnicas;

(d) No puede proporcionar un resultado en aproximadamente el 2% de los casos, debido a
la insuficiencia de la muestra relacionada con la baja concentracion de cffDNA en el
plasma materno;

(e) Se recomienda como una seleccidn contingente después de la Prueba Combinada;

(f) Debe ofrecerse como parte de una consulta con especialistas en genética médica y/o

obstetricia y ginecologia.
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