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1-INTRODUCCION GENERAL.

1.1-Concepto de medioambiente.

Los seres desarrollan su vida en un espacio fisico rodeado por otros organismos y el
medio fisico y socioecondmico. Los factores bidticos y abioticos interaccionan entre si
generando un lugar propio y dicho espacio se denomina ambiente. La Conferencia de las
Naciones Unidas sobre Medio Ambiente en Estocolmo (1972) lo define como: “Medio
ambiente es el conjunto de componentes fisicos, quimicos, bioldgicos y sociales capaces de
causar efectos directos o indirectos, en un plazo corto o largo, sobre los seres vivos y las
actividades humanas”, citado en el libro “Agenda 21” de Foy (1998).

En términos macroscopicos se suele considerar al medioambiente como un sector, una
region o un todo (escala global). En cada uno de esos niveles o alcances de estudio hay una
interaccion entre los factores anteriormente mencionados, especialmente del aire, del agua o
del suelo como agentes abidticos y de toda una gran variedad de organismos animales y
vegetales, con distinto nivel de organizacion celular, como integrantes del mundo bidtico
(\Valverde et al., 2007).

La rama de la quimica que se ocupa del estudio de estos escenarios se denomina
Quimica Ambiental, para ello es necesario tener bien presente el concepto de Medioambiente,
y consecuentemente realizar una clasificacion de compartimentos ambientales o esferas
ambientales, que interactian entre si experimentando intercambios continuos de materia y
energia (Echarri, 1998; Tyler Miller, 2007). Tradicionalmente se ha considerado al agua, al
aire, a la tierray a la vida, es decir, a la Hidrosfera, a la Atmdsfera, la Geosfera y la Biosfera,
donde se tenia a la actividad humana como una actividad de perturbacion permanente en las
distintas esferas. Actualmente se ha incluido una quinta esfera denominada Antroposfera
(Manahan, 2007), la que involucra a todos los seres humanos y las actividades relacionadas
con su desarrollo y supervivencia (Figura 1.1.1). Esta visién moderna promueve al hombre
como parte del medio ambiente, ademas de incentivar a que las acciones ejecutadas por él, no
solo minimicen el dafio hacia el resto de las esferas, sino también que se puedan ejercer
acciones beneficiosas para todo el planeta.

En este contexto han surgido ramas de la ciencia dedicadas a estudiar en forma
integral al medio ambiente: Ecologia, Ecotoxicologia, Fisicoquimica Ambiental, Biologia
Aplicada, que en conjunto con la Quimica Ambiental y las Ciencias Sociales, evaltan
permanentemente el estado poblacional, el nivel de contaminacion y las metodologias de
diagndstico y remediacion ambiental, tal como lo indica Manahan (2007).
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Figura 1.1 Las cinco esferas del ambiente. La materia y la energia se mueven
constantemente entre estas esferas, como campo de estudio de la quimica
ambiental. Tomado de Manahan (2007).

1.2-Ecosistema.

El clima, los suelos, las bacterias, los hongos, las plantas y los animales de cualquier
lugar definido constituyen juntos un ecosistema (Pianka, 1982). Este comprende la
comunidad biol6gica junto con su ambiente fisico (Begon et al., 1999). McNaughton y Wolf
(1998) resumen esas ideas definiendo el campo de estudio de la ecologia como “La ecologia
es una ciencia ambiental que trata de descubrir y comprender la forma, como actlan los
factores ambientales sobre los organismos y como los organismos son capaces a la vez de
modificar su entorno”

. En un ecosistema se necesita, ademas de los factores bidticos y abioticos, algo
fundamental: una fuente de energia (Odum, 1992). La misma fluye a través de todos los
componentes, mantiene la vida y moviliza el agua, los minerales y otros componentes fisicos
(Tyler Miller, 1998). Esta accion energética, en nuestro planeta, principalmente es provista
por el sol. La movilizacion de estos componentes, se produce en forma permanente en un
ecosistema, bajo un sistema cerrado, conservativo, donde se transfieren del aire al agua, al
suelo, a los seres vivos y de esta manera la materia se recicla, acompariada de un flujo de
energia. Esos procesos se engloban bajo la denominacion de “ciclos biogeoquimicos”
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(Butcher et al., 1992). “Los ecosistemas se estudian analizando las relaciones alimentarias,
los ciclos de la materia y los flujos de energia” (Heinrich, 1990)

Beasistama
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Figura 1.2.1: Esquema de organizacion de un ecosistema. Desde las &tomos hasta los
organismos superiores. Tomado de Echarri (1998)

1.3-Propiedades fisicoquimicas. Interacciones entre compartimentos.

Todos los compuestos quimicos, tanto organicos como inorganicos, estan formados
por un conjunto de atomos variables en nimero y tipo. A su vez estas uniones atdmicas
adoptan una distribucion en el espacio segun las leyes de la quimica convencional. Estas
caracteristicas microscopicas se traducen en propiedades macroscopicas medibles, a las
cuales se les puede atribuir un nimero y una unidad. Al conjunto de esas magnitudes fisicas
medibles, producto de las caracteristicas quimicas microscépicas, se las denominan
Propiedades Fisicoquimicas (Chang, 1997).

Desde el punto de vista ambiental, las méas relevantes son aquellas que permiten
inferir el comportamiento en cada esfera ambiental de las distintas sustancias. Posiblemente
las més relevantes resulten el punto de ebullicién (Pe) y la presion de vapor (Py), ya que estas
permiten evaluar el comportamiento de una sustancia en la atmosfera; la solubilidad en agua
(S), para ponderar la interaccion de los compuestos con hidrosfera y el coeficiente de
particion octanol-agua (Kow) que mide la capacidad de reparto de un compuesto quimico
entre las fases acuosa y organica (Figurello et al., 2004); ayudando a estimar el grado de
interaccion que puede tener esa sustancia con el tejido vegetal y/o animal a la hora de
atravesar membranas bioldgicas (Connell et al., 2005).
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Los distintos estados de agregacion de la materia en el medioambiente estan en
permanente coexistencia, y numerosos equilibrios de reparto estan puestos en juego en y
entere cada fase de la corteza terrestre, los cuales estdn intimamente vinculados con las
propiedades moleculares de los distintos compuestos (Domeénech y Peral, 2006).

Figura 1.3.1: Interacciones entre los distintos compartimentos ambientales. Equilibrios
involucrados en cada uno de ellos. Construido a partir de Doménech y Peral (2006)

1.4-Contaminantes ambientales.

Hasta mediados de los afios de 1960, la entrada de nuevas sustancias quimicas al
mercado se realizaba sin mayores requisitos. Sin embargo, a raiz del nimero creciente de
casos de enfermedades cronicas asociadas con la entrada al ambiente de sustancias cuyos
efectos adversos se desconocian, se reconocié que, antes de permitir su comercializacion, se
deberia evaluar las propiedades toxicoldgicas y ambientales de las sustancias, para disminuir
los riesgos en la poblacion y proteger el equilibrio ambiental (Foy, 1998).

La Sociedad Americana de Quimica (American Chemical Society, ACS) es
responsable de llevar un registro de estas nuevas sustancias bajo el nimero de CAS
(Chemical Abstract Service), siendo esta una identificacion numérica que se les asigna a los
compuestos a medida que hacen su aparicion en la literatura. A la fecha se encuentran
registrados alrededor de cuarenta y cuatro millones de sustancias, con una tasa de doce mil
registros diarios (CAS, database). Asimismo la gran mayoria no tienen ningun uso después
de su descubrimiento (Fuente: Sitio web oficial de la CAS: http://www.cas.org/).
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Para una sustancia nueva dependerd de su agresividad quimica/bioquimica la cantidad
necesaria para interactuar con el medio, para superar su umbral de tolerancia (Baran, 1995), a
estas sustancias se las conoce con el nombre de xenobidticos (xeno=extrafio y bio =vida).
Conjuntamente las actividades antrépicas también pueden generar un aumento en la
concentracion de algunas especies quimicas presentes en el ambiente en forma corriente
(Biogénicos) (Tyler Miller, 2007). EI Programa Nacional de las Naciones Unidas (PNUMA)
(Castafion del Valle, 2006) define como sustancias quimicas de importancia mundial
"aquellas que se encuentran ampliamente diseminadas en el ambiente, en cantidades de
importancia, como resultado de su transporte a través del aire, el agua o las cadenas
troficas, o porque estdn presentes en las mercancias que son objeto de comercio
internacional a gran escala”. También se incluyen en este grupo las sustancias que sélo son
importantes en el &mbito local o regional pero preocupan a varios paises.

Actualmente se ha incorporado al concepto de contaminantes a los agentes fisicos y
bioldgicos, un ejemplo de los primeros puede ser el ruido excesivo (contaminacion sonora),
la radiacion, las ondas electromagnéticas; para el caso de los bioldgicos pueden citarse a los
desechos cloacales, los virus, las bacterias. Manahan (2007) define “En términos generales
entonces, puede considerarse a un contaminante como todo agente, fisico, quimico o
biolégico que produce alteraciones en los equilibrios establecidos en y entre los
compartimentos ambientales o bien de una combinacion de varios agentes en lugares, formas
y concentraciones tales que sean o puedan ser nocivos para la salud, la seguridad o para el
bienestar de la poblacion, o bien, que puedan ser perjudiciales para la vida vegetal o animal, o
impidan el uso normal de las propiedades y lugares de recreacion y goce de los mismos”.

Un caso especial de agentes quimicos, de estrecha relacion con la contaminacion, son
aquellos que pueden encuadrarse en la definicion de Toxicos haciendo referencia a toda
sustancia que puede producir algin efecto nocivo sobre un ser vivo, alterando sus equilibrios
vitales tal como lo indican Bello y Lopez (2001). Estos autores destacan a su vez, la
importancia de una rama de la toxicologia que se dedica a investigar “lo que puede alterar el
equilibrio de un ecosistema y trata de cuantificar los efectos no deseables de los
contaminantes, su confirmacion experimental y su mecanismo de accion” , esta definicion es
retomada por otros autores bajo la denominacién de Ecotoxicologia (Capé Marti, 2007), mas
aun, Repetto y Camean (2005), afiaden a la definicion que, ademas de los equilibrios y la
cuantificacién, también estudia cdmo “contribuir a la recuperacion del trastorno producido
por la llegada de un toxico al ecosistema”.

1.4.1-Biomarcadores.

Segun la definicion ya clasica de McCarthy y Shugart (1990), los biomarcadores son
"medidas” en los niveles molecular, bioquimico o celular, tanto en poblaciones naturales
provenientes de habitats contaminados, como en organismos expuestos experimentalmente a
contaminantes, y que indican que el organismo ha estado expuesto a sustancias toxicas y la
magnitud de la respuesta del organismo al contaminante™. Este concepto de biomarcador se
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fundamenta en que, para que los efectos de los contaminantes sean evidentes en el
ecosistema, el primer nivel de interaccion es el molecular-celular. Este nivel de organizacion
es ademas el ideal para estudiar relaciones causa-efecto y los mecanismos de accion de los
contaminantes (Galloway et al., 2004; Depledge y Galloway, 2005).

Asi, la propuesta o desarrollo de un biomarcador debe basarse en el conocimiento del
mecanismo de respuesta del mismo (Capd Marti, 2007). Otras caracteristicas que los
biomarcadores deben poseer son la reproducibilidad, sensibilidad, especificidad,
reversibilidad, aplicabilidad en diversas especies, facilidad de uso y relacion costo/efectividad
adecuado (Newman y Unger, 2003). Es fundamental que el tiempo de respuesta del
biomarcador sea corto (horas, dias), de forma que éste pueda ser utilizado como "sistema de
alarma temprano™ y puedan tomarse medidas de reparacion antes de que el ecosistema se vea
afectado (Cajaraville et al, 2000). Si, ademas, el biomarcador muestra valor diagndstico, éste
podra ser entonces utilizado de forma predictiva (Long et al., 2004)

El anélisis de biomarcadores de exposicion y de efecto, normalmente, en combinacion
con otras aproximaciones para la evaluacion de la calidad del medio, como los analisis
quimicos convencionales, los bioensayos y los estudios ecoldgicos a largo plazo, son un
instrumento clave para detectar el impacto de la contaminacion sobre la salud de los
ecosistemas (Halbrook 1991; Peakall y Kennedy, 1999; Long et al., 2004; Depledge y
Galloway, 2005)

1.5-Etapas analiticas involucradas en las mediciones ambientales.

La gran diversidad quimica del medio ambiente requiere del desarrollo de
metodologias analiticas particulares y la adaptacion de herramientas de la quimica analitica
convencional tal que ayuden a conocer tipo y cantidad, tanto de los componentes
mayoritarios como los trazas. Esta informacion es necesaria para comprender el “estado
quimico” de un lugar, establecer el grado de impacto de la actividad antropica, presencia y
niveles de contaminantes quimicos (Baird et al, 2001)

Los contaminantes pueden repartirse entre el aire, el agua o el suelo en funcién de sus
propiedades fisicoquimicas, conforme a las leyes de reparto (Figueruelo et al., 2004). Esta
situacion hace que deban enfocarse estrategias diferenciadas de analisis segun cada matriz
ambiental. En términos generales pueden citarse las etapas bien conocidas de la quimica en
general: el muestreo, el analisis quimico y la interpretacion de resultados (Csuros, 1994;
Khopkar, 2004).

1.5.1-Muestreo.

En cuanto al muestreo, la esfera que requiere mas cuidados a la hora de ser estudiada
resulta ser la atmdsfera, por el manejo de gases y los niveles de dilucidn alcanzados en esta
matriz para los distintos compuestos (Keith, 1996; Khopkar, 2004), en la mayoria de los
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casos los niveles de deteccion instrumentales no pueden ser aplicados en forma directa por lo
que se requiere una concentracion de los analitos por alguna operacion cuidadosa de
concentracion (Hess, 1996), esto se logra mediante el uso de soluciones absorbedoras en el
caso por ejemplo del SO, NO, y de dispositivos de adsorcién generales y especificos,
llevando un volumen de varias decenas de litros a algunos mililitros, pueden estar
involucradas reacciones de derivatizacion durante el proceso de adsorcion sobre un soporte
solido activo, como por ejemplo los aldehidos y las aminas (Colls, 2002; Zhang et al, 2007).
Muchas sustancias estan formando parte de la atmdsfera sorbidas en el material particulado
en suspensién lo que necesita del disefio de dispositivos especiales que permitan la toma de
muestras minimizando la perturbacion el tamafio de las particulas retenidas ni los equilibrios
de sorcion-desorcion existentes entre los analitos y el soporte sélido brindado por las
particulas, este es el caso de aplicacion de impactadores de particulas de alto volumen,
utilizado para el muestreo de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos y sus derivados, Fenoles
y algunos metales presentes en la atmdsfera (Hesketh, 1996)

En la hidrosfera las estrategias de muestreo principalmente se orientan a la
recoleccién de un volumen de agua transportable desde el recurso natural hasta el laboratorio,
tratando de direccionar esa recoleccién a distintas profundidades, para lo que se cuenta con
elementos que van desde dispositivos simples como una botella, o un recipiente que pueda
contener liquidos, hasta los més complejos como sondas para liquidos, o toma muestra de
fondo, independientemente de los sistemas de monitoreo in situ (APHA, AWWA, WEF,
1998). En la gedsfera los muestreos estan direccionados a los suelos y sedimentos, donde una
porcidén de ellos es recolectada y trasladada al laboratorio para su analisis. Para los suelos se
pueden tomar muestras mediante un barrenador, una calicata o simplemente una pala, para
los sedimentos la principal herramienta de muestreo es la draga (Keith, 1996).

En la toma de muestras de la biosfera nuevamente dependera de la esfera quimica
relacionada con el material bioldgico a investigar y estas estrategias se vinculas intimamente
con la especialidad de la ecologia y ecotoxicologia (Suter, 2000).

1.5.2-Analisis.

Existen numerosas técnicas analiticas con distintos objetivos, algunas de ellas apuntan
a caracterizar la muestra, a determinar los componentes mayoritarios que ayudan a una
especificacion de rutina, de especiacion, a la determinacion de parametros fisicoquimicos
predeterminados que cuantifiquen los distintos componentes de la matriz. El desafio se
presenta a la hora de la determinacion de elementos 0 compuestos trazas, que generalmente
apuntan a conocer los niveles de compuestos que generan un impacto ambiental importante
aun en concentraciones muy bajas (algunas partes por billén son suficientes) y esto se debe a
la sensibilidad de los sistemas bioldgicos ante algunas sustancias (Zhang, 2007).
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Mas alla de las técnicas puntuales, a lo largo de la investigacion en quimica analitica
ambiental, se han podido sistematizar estas operaciones en una serie de pasos bien definidos
que pueden presentarse como (Barceld, 1993; Khopkar, 2004, Smith y Cresser, 2004; Harris,
2007)

> Extraccion del analito desde la matriz de origen en funcion de propiedades quimicas
generales (orgénicos polares, no polares, por grupos funcionales; inorganicos, metales y no
metales), donde se aplican principios de separaciones basicos como liquido-liquido, liquido-
solido, destilaciones, precipitacion.

> Concentracion, las fases provenientes de la extraccion se someten a procesos de
reduccion de volumen minimizando las pérdidas del analito, esto generalmente involucra un
proceso de evaporacion con la ayuda de distintos dispositivos instrumentales segln el tipo y
cantidad de solvente.

> Purificacion o “clean-up”, luego de la concentracion se procede a realizar lo que se
puede definir como una “segunda extraccion”, pero en vez de ser general es especifica. En
este paso la molécula objetivo se separa del resto de las presentes provenientes de la
extraccion primaria sometiendo el extracto concentrado a un sistema de interacciones
especificas y selectivas, generalmente estas condiciones son reunidas por una técnica
cromatografica a escala semipreparativa o extracciones con solventes activos.

> Andlisis instrumental, el extracto purificado y concentrado se somete a alguna
metodologia de identificacion y cuantificacion haciendo uso de los instrumentos disponibles
para tal fin: espectrofotometros, voltimetros, cromatdgrafos liquidos y gaseosos, etc. Todos
ellos permiten tener confirmacién de presencia/ausencia y en caso de lo primero determinar
la cantidad presente con la mayor precision y exactitud posible.

Todo analista debe tener presente que en cada una de estas etapas se produce una
pérdida del analito a causa de trabajar con operaciones que no son 100% eficientes ya sea por
el manejo del operador (evitable o reducible) o por las interacciones quimicas intrinsecas en
cada etapa (inevitables) (Barcel6, 1993). Esto obliga a un manejo cuidadoso de las muestras
ambientales en todo su proceso de analisis y a la determinacion del factor de eficiencia (o
recuperacion) en la metodologia global para la consiguiente correccion de los resultados.

Existen en la literatura muchas normas y metodologias analiticas internacionales
publicadas que abarcan cada una de estas etapas, entre ellas pueden citarse a las normas de la
USEPA (United States, Environmental Protection Agency), de la ASTM (Analytical Standard
Testing Methods), para ambientes naturales y las de la NOSH (National Institute for
Ocupational Safety and Health), de la OSHA (Occupational Safety and Health
Administration) para ambientes laborales. Cada dia se incorporan a las publicaciones
cientificas casos particulares para el tratamiento de muestras ambientales, es el caso de
Environmental Research, Environmental Pollutions, Atmospheric  Environment,
Chemosphere, Water Toxicology, Environmental Sciences and Technologies, Sciences of
Total Environment, Journal of Environmental Chemestry y tantas otras. Asimismo a nivel
nacional se encuentran las Normas Iram de amplia difusion y aplicacion en nuestro pais.
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1.5.2.1-Analisis Instrumental Moderno.

De todas las técnicas analiticas de uso corriente en laboratorio, para la medicion de
residuos en el ambiente, probablemente las mas ampliamente difundidas sean las
cromatograficas (De Brabander et al., in press), desde sus bases conceptuales a cargo de
Tswett (1905), Willstatter y Stoll (1913) y Martin y Synge (1941) hasta la cromatografia
liquida de ultra-resolucion (Ultra Performance Liquid chromatography, UPLC), desarrollada
en los ultimos afos (Castro-Perez et al.,2005), por su versatilidad y rango de aplicaciones..

Conjuntamente a estas técnicas separativas se han desarrollado toda una serie de
dispositivos encargados de la deteccion de las sustancias, desde los més simples como un
sensor de conductividad hasta un espectrometro de masas (Mass Spectrometry Detector,
MSD) (Siri, 1947; Eiceman, 2000). Este desarrollo instrumental ha mejorado notablemente
los limites de deteccion sobre muestras de interés ambiental al minimizar el manipuleo y
mejorar la selectividad y sensibilidad de los detectores empleados (Khopkar, 2004). El
surgimiento de la espectrometria de masas, donde la deteccion se realiza a través de la masa
molecular de la especie quimica en cuestion (McLafferty, 1993) y su acoplamiento con
sistemas de separacion de avanzada como un cromatdgrafo de gases (Gas Chromatography,
GC) o de liquidos de alta resolucion (Higth Performande Liquid Chromatography, HPLC) ha
resuelto simultaneamente el problema del aislamiento y la identificacion de los distintos
componentes de una mezcla (Oliver, 1998).

Los mayores avances tecnoldgicos en este campo estan en la fusion de la
cromatografia liquida y la espectrometria de masas, la combinacion de estas dos poderosas
técnicas de la quimica analitica dan la capacidad de analizar practicamente cualquier tipo de
especies moleculares, incluyendo, térmicamente labil, no volatil y de alto peso molecular. Se
ha dicho que méas del 80% de especies organicas conocidas son susceptibles de separacion
con cromatografia liquida (Snyder y Kirkland, 1991), asimismo la espectrometria de masas es
capaz de proporcionar la estructura, el peso molecular, férmula empirica, y la informacién
cuantitativa acerca de un analito (McLafferty, 1993). EI mayor desafio que afrontd esta
técnica fue la compatibilizacion de un espray liquido, proveniente del HPLC, con el alto
vacio y la fase gaseosa en la que funciona el MSD, con los inicios de la investigacion en los
afios 70’s, los primeros sistemas confiables surgieron 20 afios después (Niessen, 1999)

Existen distintos tipos de interfases, para resolver los dos problemas principales que
plantea este tipo de conexion (Niessen, 2003):

a) eliminar la gran cantidad de gas, y vapor procedente de la fase mdvil antes de entrar
a la region de alto vacio del MS; y

b) transformar las moléculas, en solucion de la fase movil, en iones en fase gaseosa,
sin gque se produzca degradacion térmica.

Siendo, a la fecha, las mas comercializadas las denominadas de ionizacion a presion
atmosférica (Atmospheric Pressure lonization, API), ellas son la electrospray (ES) o
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ionizacidn quimica a presion atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI)
(Niessen, 20036.

La muestra luego de pasar por la interfase/ionizacion ingresa al espectrometro de
masas propiamente dicho para luego llegar al analizador de iones, donde se obtienen las
respuestas de masa/carga (m/z) de los iones formados. La energia de los iones es convertida
en una sefial eléctrica, que es registrada por un sistema grafico, analdgico o digital,
obteniéndose: el tipo de i6n (masa) e intensidad del mismo, proporcional a la concentracion
(McLafferty, 1993). Estas respuestas estan en relacion a la separacién analitica previa, por lo
que el otro parametro que caracteriza al compuesto es el tiempo de tencion (Kovats, 1958),
ésta terna de datos identifica y cuantifica al compuesto de interés con un alto grado de certeza
en la identidad y la concentracion.

1.5.3-Interpretacion de resultados

Con las determinaciones quimicas de los componentes mayoritarios y el barrido de
una serie de parametros relacionados con indicadores de contaminacién, comienza un camino
de estudio e interpretacion que involucra a distintas areas de las ciencias teorico-
experimentales como pueden ser a la ecologia, la ecotoxicologia, la biologia, la ingenieria, la
fisicoguimica y las estadisticas aplicadas. Cada una de ellas aporta una vision desde su
objetivo de estudio y en conjunto aportan al disefio de estrategias de remediacién, de
contencion y de seguimiento de diversas problematicas ambientales, en base a:

v" resultados numéricos de las mediciones
v' observaciones generales del tipo descriptivas

v' desarrollo y validacion de modelos tedricos y su compatibilidad con los hechos
experimentales

1.5.3.1-Métodos integrados de analisis de datos.

En la sistemética del andlisis ambiental es corriente, que para una determinada
muestra, se realicen un conjunto de mediciones orientadas a generar un conocimiento
cualitativo y cuantitativo de los distintos componentes en el ambiente de estudio (Baird et al.,
2001; Manahan, 2007). Por ejemplo para un curso de agua superficial pueden medirse
parametros generales como pH, conductividad, dureza, alcalinidad, y pardmetros especificos
de contaminacion como pesticidas organoclorados y metales pesados. En este caso, el curso
de agua, es el objeto de estudio y los parametros medidos las variables métricas que lo
describen. Desde el formalismo matematico se dice que si se mide un objeto mediante n

10
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medidas se obtiene un perfil métrico (un vector) de n medidas representandolo. Si luego cada
una de estas n medidas es usada por separado para hallar la media y el desvio estandar
poblacional, el vector del objeto es desmembrado y el objeto es perdido. Esta es la limitacion
fundamental de la estadistica univariada, no hay un vector real, o perfil, representando
objetos o grupos de objetos (Ramirez, 1999).

En los ultimos veinte afios, ademas de los métodos estadisticos convencionales, se han
comenzado a aplicar técnicas derivadas del analisis multivariado de datos a todo un conjunto
de disciplinas (Chandra et al., 2001; Chiu, 2002; Mirko, 2006), entre ellas, las ciencias
ambientales (Ballesteros-Grijalva et al., 1996; King y Jackson, 1999; Pineda-Torres et al.,
2002; Serita et al., 2005). La ventaja de la estadistica multivariada reside en preservar los
objetos como un todo en forma integrada, un vector de medidas, y no un inventario de datos
independientes. Cualquier medida estéa en el contexto de las otras medidas del mismo objeto y
de otros objetos formando una matriz coherente. Es por esto que la matriz de covarianza es la
base matematica de estos analisis (Howells, 1969). Los analisis multivariados consisten en
crear nuevas variables que resumen la mayor parte de la variacion del espacio y permiten ver
la posicion de los objetos en unos pocos ejes (Howells, 1969), abarca las técnicas estadisticas
que consideran dos 0 mas variables aleatorias relacionadas como una entidad produciendo un
resultado general segun las relaciones entre ellas (Jackson, 1991; Hair et al., 1999).

En algunos casos suelen definirse a las técnicas multivariadas como una extension de
las univariadas, por ejemplo la de regresion lineal multiple como una extension de la
regresion simple (Dillon y Goldstein, 1984). Existen, sin embargo, otra clase de técnicas
multivariadas, que si bien pueden ser empleadas para la inferencia estadistica, tienen su
principal aplicacién en el analisis de datos (Jackson, 1991). Sus métodos analizan
conjuntamente las n variables medidas sobre un conjunto de p individuos u objetos. Las
técnicas estadisticas utilizan datos de conjuntos de variables medidas en mdltiples objetos y
estos datos se escriben en forma de tabla o matriz, siendo procesados por medio de programas
computacionales (XLSTAT, STATISTICA, R) leyendo dicha matriz y operando con ella. Seria
impensable el desarrollo del Anélisis Multivariado sin la ayuda de la Informética, pues dichos
métodos procesan, en general, gran cantidad de datos y a pesar de haber sido desarrollado en
los afios 30, recién a fines de los 70°s (Manly, 1994).

Una primera diferenciacion entre los distintos métodos se basa en los objetivos que
persiguen. Genéricamente, se distinguen cuatro posibles objetivos (Dillon y Goldstein, 1984;
Mainly, 1994)

a) Simplificacion estructural: se trata de describir la informacion original de forma
sintética o resumida. EI método consiste en condensar las n variables originales en un nimero
menor de nuevas variables creadas por el propio analisis, que contengan sin embargo gran
parte de la informacion original. A este tipo de objetivo, y de método, se denomina reduccion
de la dimension ya que los datos originales se expresan en un espacio de dimension n
mientras que como resultado del analisis podemos expresarles en otro espacio de menor
dimensién m. Las nuevas variables creadas por el analisis se denominan ejes, factores, o
componentes principales. Son variables sintéticas, que estaran en funcién de las n variables
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originales; generalmente, estos factores tienen una interpretacion o significado que el
investigador debe descubrir. EI Andlisis de Componentes Principales (ACP), el Andlisis
Factorial (AF), y el Andlisis de Correspondencias (AC) son métodos de reduccion de la
dimension.

b) Clasificacion o agrupacion: estos métodos incluyen los de agrupamiento (Analisis
Cluster) y los de Segmentacion. La agrupacion de individuos consiste en formar grupos de
individuos homogéneos en cuanto a las n variables y heterogéneos respecto a los otros
grupos. La agrupacion de variables busca la formacion de grupos de variables similares en
cuanto a su comportamiento en un colectivo de objetos.

c) Analisis de interdependencia: se trata de buscar la interdependencia entre grupos
de variables, sin que a priori se suponga relacion de causalidad entre ellas. EI método mas
conocido es el Andlisis de Correspondencias, que es una generalizacion del Analisis de
Correspondencias Bivariante.

d) Analisis de dependencia: explica las relaciones entre grupos de variables, donde se
supone que unas pueden ser causas de otras. EI Anélisis de Regresion pertenece a este grupo
de métodos. Un tipo interesante de analisis de dependencia consiste en buscar un criterio que
permita separar o discriminar entre objetos pertenecientes a priori a grupos diferentes. Dicho
criterio es una funcién de las variables originales. En Gltimo término, se trata de usar los
resultados en el futuro para predecir a qué grupo pertenecen nuevos objetos que no formaban
parte de la informacion original y para los cuales se han medido las n variables. EI Analisis
Discriminante (AD) y la Regresion Logistica son métodos que persiguen este objetivo.

Estas herramientas, aplicadas al ejemplo de los cuerpos de aguas superficiales, pueden
ayudar por ejemplo a decidir cuéles son los pardmetros mas relevantes en cada region (Via
ACP) o si los rios de una region pueden diferenciarse por lectura de algunos componentes en
particular (AD) (Topalian et al., 1999; Parinet et al., 2004; Busso y Santa Cruz, 2005; Lucas
y Jauzein, 2008)

Conjuntamente con la expansion de los andlisis multivariados, han nacido nuevas
metodologias para el tratamiento de datos a partir del desarrollo de los sistemas informaticos.
Los esfuerzos estuvieron direccionados en imitar el funcionamiento del sistema nervioso del
ser humano, més especificamente en el sistema de aprendizaje, es decir de las neuronas y su
funcionamiento (Gurney, 1997; Haykin, 1999) asi surgen los sistemas de andlisis de datos
denominados Redes Neuronales Artificiales (RNA o del inglés Artificial Neural Network,
ANN).

Desde el punto de vista bioldgico, una neurona consta de un cuerpo celular mas o
menos esférico, del que salen una rama principal, el axén, y varias ramas mas cortas,
Illamadas dendritas. Una de las caracteristicas de las neuronas es su capacidad de
comunicarse. En términos generales las dendritas y el cuerpo celular reciben sefiales de
entrada; el cuerpo celular las combina e integra y emite sefiales de salida y el axon transmite
dichas sefiales a los terminales axonicos, que distribuyen informacion o un nuevo conjunto de
neuronas (Shepherd, 1988). Una neurona se puede considerar como un pequefio procesador

12



Marino Damidn-Tesis Doctoral. Marzo de 2009

de informacion, que recibe entradas, las procesa y devuelve salidas a otras neuronas y al estar
conectadas unas con otras, la salida de una es la entrada de la otra.

En los sistemas artificiales, las interacciones quimicas, son reemplazadas por datos de
entrada y salida, que pueden ser bits, nimeros enteros o decimales. Una funcion procesa estas
sefiales y devuelve el valor resultante a otras neuronas a las que estd conectada (Haykin,
1994). Estas neuronas se agrupan formando capas, una de entrada, que recibe la informacion
desde el exterior, una oculta que procesa la informacion y una de salida, que devuelve la
informacion procesada al exterior ( Figura 1.5.3.1.1). De manera general, un sistema neuronal
artificial es un conjunto de funciones ponderadas, es decir que no todas las funciones tienen
el mismo peso en el calculo, donde los resultados que emiten unas son tomados como datos
para procesar por las siguientes. La red utiliza datos externos que son cargados a modo de
validacion sobre los cuales realiza el aprendizaje, este procedimiento es logrado mediante
distintos tipos de algoritmos predefinidos y ampliamente investigados (Hornik, 1993;
Nicolaos, 1993). Como cuando el ser humano ve una persona y luego la reconoce en una
foto, compara el ingreso de la imagen con un patron de referencia previo, teniendo como
herramienta un mecanismo de aprendizaje para la asociacién de imagenes).

Entradas

Capa de Capas Capa de
entrada ocultas aalida

Figura 1.5.3.1.1: esquema de una Red Neuronal, capa de entrada, capa
oculta o de entrenamiento y capa de salida.

Estos sistemas de procesamientos de datos has sido ampliamente adoptados por la
comunidad cientifica para predecir la ocurrencia de distintos eventos, para ver cual/es
variables son mas importante en estos procesos, para la elaboracion de modelos de
reconocimiento/identificacion. En el campo de las ciencias ambientales en los ultimos 10
afios han aparecido diversas publicaciones dedicadas a la investigacion de contaminantes
ambientales (Gardner y Dorling, 1998; Maier y Dandy, 2000; Kolehmainen et al., 2001), la
relacién con sus fuentes (Reich et al., 1999; Daniel y Sivakumar, 2009) y la elaboracion de
modelos predictivos (Perez et al., 2000; Chelani et al., 2002) basados en redes neuronales
artificiales.

En un estudio ambiental, luego del muestreo, el andlisis de laboratorio, la
optimizacion instrumental y el procesamiento de resultados, comienza la etapa de
interpretacion de las mediciones, las posibles causas y efectos derivados, en base a distintas
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propiedades fisicoquimicas de las sustancias y sus equilibrios de reparto, por lo que es
necesario apelar a herramientas propias de la fisicoquimica (Figueruelo et al., 2004).

1.6-Fisicoquimica y sus alcances.

El aporte quimico en las evaluaciones ambientales involucra la descripcion de los
eventos que ocurren en el ambiente, el conocimiento de las concentraciones de algunos
compuestos en los distintos compartimentos, la relacion con sus propiedades fisicoquimicas
y los equilibrios involucrados en estos repartos, confluyen para tal fin areas de la quimica
analitica y la fisicoquimica. Algunos lineamientos de la quimica analitica fueron descriptos
anteriormente resaltando las principales fases por las que pasa una muestra ambiental desde
el momento de la toma hasta el resultado final provisto por un nimero y una unidad. Los
fendmenos de reparto y su vinculacion con las propiedades fisicoquimicas necesitan para su
descripcion estrategias integradas de modelizacion y formalizacion matematica tanto de la
variante experimental como tedrica, macroscépica y microscopica.

1.6.1-Fisicoquimica moderna. Fisicoquimica Tedrica y las computadoras.

La fisicoquimica no ha quedado al margen de la revolucion cientifica brindada por la
mecanica cuantica en los afios 1900-1905 de la mano de Planck y Einstein, en las tematicas
vinculadas a la radiacion del cuerpo negro y al efecto fotoeléctrico respectivamente (Einstein,
2002). En el afio 1928 Dirac propone un desarrollo matematico, basado en los conceptos de
sus antecesores, que permitié explicar el comportamiento de las particulas descubiertas por
ese entonces entre ellas el SPIN (Dirac, 1962), asi con 25 afios de tradicion y menos de tres
afios de desarrollo nace una nueva ciencia: la mecanica cuéntica con su formulacion
definitiva.

Un nuevo mundo de investigacion se abre a partir de estas nuevas herramientas, los
postulados y los teoremas establecidos permitieron interpretar las propiedades quimicas
observadas en “primeros principios”, esto implicé conocer la informacion al maximo punto
de detalle. Las particulas se analizaron desde un comportamiento dual onda-particula, y tras
amplios debates de la comunidad cientifica de la época a cargo de Heisenberg, Born, Jordan,
Schrodinger, Planck, Dirac y el mismo Einstein, estas “nuevas ideas” quedaron
definitivamente instaladas como una guia de trabajo para muchas ramas de las ciencias,
muchas de estas aplicaciones al campo de la quimica se muestran en la literatura basica del
tema (Glasstone, 1948; Levine, 1991; Szabo y Ostlund, 1996; Bort, 2001; Cramer, 2002;
Simons, 2003)

La principal dificultad, ampliamente resuelta por los investigadores de la época, de la
mecanica cuantica fue la complejidad matematica, no por la falta de ideas, sino por las
herramientas de cdalculo numérico, el uso de tablas de calculo, las estimaciones y
aproximaciones para facilitar los manejos numéricos. El nacimiento de las computadoras en
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el afo 1950, con la primera generacion comercial de computadoras (aplicadas en el censo de
los Estados Unidos de América en el afio1951), han favorecido notablemente las perspectivas
de aplicacion y manejo de los conceptos cuédnticos en todas sus potencialidades. Desde
entonces se han direccionado los esfuerzos en desarrollar cada vez equipos de procesamiento
de menor tamario, de mayor capacidad de almacenamiento y respuesta y todo ello a un costo
de comercializacion aceptable por el mercado. Todos coincidimos que esto esté bien logrado
al dia de hoy, desde la primer computadora con un procesador del 60 m? desarrollada por la
ENIAC (Electronic Numerical Integrator And Computer) a los actuales 0,06 m? de la
notebook con la que se redacta este manuscrito, sin tener en cuenta las velocidades de
respuesta !.

1.6.2-Fisicoquimicaimica Computacional.

La quimica computacional estd compuesta de dos grandes &reas basadas en principios
fisicos distintos. Por una parte, la mecénica molecular (MM) que se basa en la mecanica
clasica, considerando los &tomos como particulas puntuales (dotadas de masa y carga)
interaccionando unos con otros mediante enlaces que se asimilan mayormente a resortes. Por
otro parte, los métodos de estructura electronica (MEE) basados en la aplicacion de la
mecénica cuantica a los sistemas atdbmicos y moleculares (Eyring et al., 1944; Cramer, 2002).
Tanto la MM como los MEE permiten calcular un conjunto basico de propiedades, por
ejemplo la energia de un determinado arreglo de nucleos (conformacién de la molécula), la
geometria dptima de un sistema molecular (es decir, el arreglo geométrico de los nucleos que
brinde la energia mas baja) y otras propiedades moleculares como las frecuencias
vibracionales y el momento dipolar (Smith y Sutcliffe, 1997; Bort, 2001, Young, 2001).

Los distintos métodos dentro de la MM comparten el hecho de tomar sus fundamentos
de las leyes de la fisica clasica. Se diferencia en: (i) el tipo de ecuaciones que describen como
varia la energia potencial de una molécula con la geometria de sus &tomos; (ii) el tipo de
atomos, es decir el tipo de caracteristicas que definen a un &tomo de nimero atdbmico dado en
el entorno molecular en el que se encuentre (con lo cual, un oxigeno carboxilico no es
equivalente necesariamente a un hidroxilico); y/o (iii) el conjunto de parametros que ajustan
las ecuaciones aplicadas a los atomos definidos por su tipo, a los valores experimentales que
se emplean para la parametrizacion. Estos tres componentes definen lo que se conoce como
campo de fuerza y definen completamente un método de MM (Allinger y Burkert, 1982).

Los MEE, emplean la mecénica cuéntica para estudiar el comportamiento de nucleos
y electrones (y no sélo nicleos como en MM) que se consideran como particulas puntuales
con carga y masa fijas e invariables, interaccionando segun la ley de Coulomb. Los MEE se
dividen en tres grupos principales: ab initio, funcionales de la densidad y semi-empiricos en
funcién que no usen méas que las constantes atébmicas fundamentales o empleen datos
experimentales para parametrizar parte de los calculos. Todos los MEE se basan en el planteo
y solucién aproximada de la ecuacion de Schrédinger (Namboori et al., 2008).
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El modelo ab initio del Halmiltoniano provee una representacion completa de todas
las interacciones no relativistas entre el ndacleo y los electrones en una molécula. Sin
embargo, la solucidn a la ecuacién de Schrédinger es necesariamente una aproximacion cuyo
tiempo de calculo es proporcional al nimero de electrones de la molécula. Muchos de los
calculos ab initio se basan en la aproximacion de los orbitales moleculares de Hartree-Fock
(Szabo y Ostlund, 1989). En general este método provee buenos resultados para la energia
electronica total de la molécula. Otros métodos ab initio son ampliamente utilizados y
comercializados lo que permite el calculo de correlaciones electronicas de las moléculas de
una forma fécil. Hay que tener en cuenta que la mayoria de estos métodos no son practicos y
fallan en la convergencia en el caso de moléculas mayores de diez atomos (Smith y Sutcliffe,
1997).

Los métodos ab initio Hartree-Fock y post-Hartree-Fock tienen el enorme
inconveniente de ser muy costosos desde el punto de vista computacional v,
consecuentemente, aplicables so6lo a moléculas de tamafio reducido. El factor limitante en
este tipo de métodos es el tiempo necesario para calcular el gran nimero de integrales
bielectronicas sobre las funciones bases y/o para transformarlas en integrales sobre orbitales
moleculares. Los métodos de la MM por el contrario, son aplicables a grandes moléculas,
pero no tienen en cuenta en forma explicita la estructura electrénica. Es por ello necesario
encontrar una metodologia intermedia que permita tratar la estructura electronica de las
moléculas de forma aproximada, sin los costosos requisitos de los métodos ab initio (Cramer,
2002).

Como métodos alternativos, se han desarrollado métodos semi-empiricos, estos
métodos estan basados en la teoria de orbitales moleculares y usan simplificaciones que
reducen dramaticamente el tiempo de calculo al eliminar gran parte o una parte de las
integrales mencionadas anteriormente (Thiel, 2000). Algunos parametros se obtienen a partir
de los datos experimentales de los &tomos y/o de los sistemas moleculares prototipos. Las
cargas, dipolos y longitud de los enlaces obtenidas por algunos métodos semi-empiricos son
mas realistas que aquellas obtenidas con métodos ab initio de baja calidad (Janoschek, 1997).
Es necesario hacer notar que, los resultados obtenidos por diferentes métodos semi-empiricos
no son comparables de manera general, aungue dan tendencias similares (Karelson et al.,
1996).

1.7-Relaciones propiedad-actividad-estructura.

En su momento Dalton planted: "Los compuestos quimicos estan formados por atomos
de més de un elemento. En cualquier compuesto, la relacion entre el nimero de 4tomos esta
establecida por numeros enteros o fraccionarios sencillos". Con el avance del conocimiento,
a la unidad que representa a un compuesto se le dio el nombre de molécula y asociada a ellas
aparece el concepto de materia. Es cotidiano que la materia se nos presente en tres estados:
solido, liquido y gaseoso. Las magnitudes asociadas a estos estados son de caracter fisico:
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punto de ebullicion, punto de fusion, presion de vapor, indice de refraccion, etc., permiten
tener una idea del tipo e intensidad de interacciones energéticas entre las moléculas
intervinientes (Findlay et al., 1979).

De hecho, ocurre que estos pardmetros varian regularmente segun el tipo de compuesto
que se trate, cuando se estudian los compuestos solidos formados por atomos de carbono e
hidrogeno, se observa un aumento de sus puntos de fusion conforme aumenta el numero de
atomos de C en la molécula, a estos compuestos se los conoce con el nombre de alcanos, y
todo compuesto que responda con esas caracteristicas quimicas se dice que pertenece a la
familia de los alcanos (McMurry, 2000). Existen diversidad de familias de compuestos que se
agrupan segun sus propiedades quimicas citdndose por ejemplo a los alcoholes (presentan H,
C, y obligatoriamente al grupo -OH en su estructura molecular), las aminas (conteniendo el
grupo —NH,, en su estructura molecular), los éteres (que resultan de la unién de dos grupos
alquilo al oxigeno R-O-R") (McMurry, 2000)

Toda la quimica existente esta formada por una conglomeracion de familias de
sustancias, si averiguamos el tipo de reacciones que da una molécula desconocida y luego
cuantificamos sus propiedades macroscopicas podemos llegar a tener idea de al menos su
familia de pertenencia (Vogel, 1991). En quimica eventualmente es necesario conocer la
estructura que presenta esta molécula, entendiéndose por estructura a la disposicion espacial
que ofrecen los atomos. Ademas al descifrar la estructura estamos encontrando una
explicacion microscopica a una evidencia macroscopica. Volviendo al ejemplo de los
alcanos, experimentalmente se sabe que si bien los puntos de fusion aumentan conforme
aumenta el nimero de atomos de carbono, si se mantiene fijo el contenido de carbono vy se
permutan las estructuras, las propiedades fisicoquimicas variaran de acuerdo a la interaccion
espacial de la molécula (Fig. 1.7.1) (McMurry, 2000).

Por lo tanto es imprescindible conocer la estructura de una molécula para poder
definirla en su integridad. Estas propiedades asociadas a una estructura molecular, pueden
vincularse a través de distinto tipos de funciones matematicas, que de alguna manera
“miden” estas relaciones propiedad-estructura. Esta sistematizacion del estudio se engloba
bajo la denominacion de técnicas QSPR (del inglés Quantitative Structure Property
Relationships) (Hammet, 1933; Fredenslund et al., 1975; Kier et al., 1976; Joback et al.,
1987).

Figura 1.7.1 moléculas isoméricas de C,; misma composicion, distintas propiedades

fisicoquimicas observables.
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QSPR

ESTRUCTURA PROPIEDAD

En los sistemas bioldgicos los conocimientos bésicos indican que los cambios
estructurales de las moléculas definen en su accién sobre el organismo vivo, a esta accion se
la llama actividad, entonces en vez de establecerse relaciones entre propiedad estructura se
las trata como actividad-estructura QSAR.

QSAR

ESTRUCTURA ACTIVIDAD

1.7.1-Breve resefia historica

Este proceso de cuantificacion de la informacién estructural/molecular evolucion6 a lo
largo de los afios en una serie de etapas. La primera de ellas fue en el area de regresion
estadistica con el desarrollo del anélisis de los componentes principales (Hotelling, 1933), le
sigui6 el uso de propiedades fisicas para describir una molécula y armar modelos tratando de
medir la calidad de la respuesta obtenida a partir de ellos (Hansh y Fijita, 1964). Al mismo
tiempo aparece una alternativa paradigmatica para el modelado de propiedades fisicas: la
teoria de orbitales moleculares (Kier, 1971), la cual intentaba combinar cuantificaciones
definidas, con estructuras que permitirian medir la calidad del nuevo modelo predictivo,
alcanzando su forma final con la innovacion del uso de la metodologia de los cuadrados
minimos parciales (Wold y Sjostrom, 1974, 1998) que mejor0 el peso estadistico de los
resultados.

Tomando como base la teoria de grafos se desarrollaron los indices topologicos para la
codificacion las estructuras moleculares (Kier y Hall, 1976; Randic 1986; Trinajstic, 1992),
conjuntamente se adaptaron herramientas del &lgebra lineal para la eleccion de las variables
méas Optimas, cuyas componentes resulten ortonormales entre si, las que se llamaron
Descriptores Ortogonales (Randic, 1991). Desde ese momento y hasta la fecha los avances
son tan veloces que resulta dificil enumerarlos, lo que si se sabe es que los resultados
obtenidos, superan, en calidad y cantidad, a los que se hubieran imaginado los iniciadores del
sistema.

1.7.2-Indices topoldgicos.

En este modelo se describe a los &tomos como puntos en el espacio asumiendo distintas
disposiciones relativas. La idea fue util para describir la existencia de diversas estructuras con
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el mismo tipo y relacion de &tomos (Wiener, 1947; Hosoya, 1971; Katritzky, 1993). Existen
modelos matematicos que permiten cuantificar las relaciones propiedad-estructura, estas
representaciones tedricas aproximadas se basan en los indices topoldgicos, que permiten
caracterizar una molécula por un simple namero.

La necesidad de representar estructuras moleculares por un nimero caracteristico surge
del hecho de que la mayoria de las propiedades moleculares estan descriptas por nimeros
(nimeros de atomos, longitudes de enlace, angulo de enlace, etc.). En este paso existe una
pérdida considerable de informacion, acompafiada de una ventaja importante: una molécula
de tres dimensiones puede ser descripta en una dimension: su descriptor molecular
(Todeschini y Consonni, 2000). Sin embargo es sorprendente que la mayoria de la
informacién estructural relevante sea retenida en los indices topoldgicos (Wiener, 1947;
Castro el al., 2002). Una seleccién severa nos permite quedarnos con aquellos descriptores
que se ajusten con las reglas generales presentadas en la tabla 1.7.2.1 (Randic, 1992;
Balaban, 1988).

Tabla 1.7.2.1: Caracteristicas que debe cumplir un descriptor para
ser aplicado en un modelo tipo QSAR/QSPR

1- Interpretacion estructural directa.

2-Buena correlacion con las propiedades moleculares
3-Buena discriminacion de isémeros.

4-Localmente definidos.

5-Generabilizable.

6-Linelmente independiente.

7-Simplicidad.

8-No deben estar basados sobre propiedades fisicas o quimicas.
9-No deben ser triviales sobre otros indices.
10-Eficiencia de construccion.

11-Basados sobre conceptos estructurales.
12-Correcto tamafio de dependencia.

13-Cambio gradual con cambio gradual de estructura.

En cuanto al area bioldgica, puede resultar mas conveniente trabajar con descriptores
moleculares como alternativa de los indices topolégicos, ya que éstos son calculados sobre
una base de dos, tres 0 mayores dimensiones (Oprea, 2002) y tiene incorporado en su
construccion algunos efectos electronicos y estéricos tridimensionales (Randic et al., 1988;
Randic, 1997; Randic et al., 2000), que resultan ser determinantes en un mecanismo de
accion bioldgica.

Las propiedades propuestas por Randic que se presentan en la tabla 1.7.2.1, que se
exigen que cumplan los indices, representan un muy alto nivel de significacion .Los indices
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presentes en la tabla 1.7.2.2 se aproximan a este ideal. Su punto mas débil es la diferenciacion

de isomeros a excepcion del indice de Balaban.

Tabla 1.7.2.2: indice tipol6gicos mas comunes usados en la metodologia QSAR/QSPR

indice topoldgico ~ Simbolo Interpretacion estructural Autor (afio)

de Wiener w Suma de las distancias Wiener (1947)

de Hozoya z Suma de uniones no adyacentes Hosoya (1971)

de Randic V4 Suma de uniones ponderadas Randic (1975)

de Balaban J Suma ponderal de distancias Balaban (1982)

de Schultz MTI Suma de los elementos de una fila Schultz (1989)
de una matriz de valencia

de Hararay H Suma de los cuadrados de las Plavsic,Nikoliic,
distancias reciprocas Trinajstic (1991)

1.7.3-Conceptos elementales en la teoria de grafos.

La teoria de grafos es una rama discreta de la matematicas basada sobre
fundamentos de combinatoria y topologia. Esto habla de la forma en que los objetos
son conectados, englobando a su vez todas las consecuencias de tal situacion (Harary,
1971; Cvetkovic et al., 1995)

Especificamente la teoria de grafos quimicos es un éarea de la matematicas
quimica, es decir de la quimica tedrica. Estos grafos representan sistemas quimicos,
donde tedricamente se evaltan todas sus posibilidades de union y por ende todas las
consecuencias derivadas de ello (Bonchev y Rouvray, 1990; Barysz, 1983).
Matematicamente hablando un grafo es la aplicacién de un conjunto sobre si mismo,
esto es, una coleccion de elementos de un conjunto y sus relaciones binarias,
conduciendo a espacios vectoriales de multidimensionales (Randic, 1986). Para un
quimico el uso de dos dimensiones es suficiente: representado por un conjunto de
vértices y sus uniones. Un grafo G (Fig. 1.7.3.1) puede ser visualizado por un
diagrama donde los veértices son caracterizados por pequefios circulos y las uniones
por lineas o curvas. Cuando un grafo tiene sus vértices numerados se dice que esta
nivelado, como G.

50, ON

Figura 1.7.3.1: Grafo G Muestra un diagrama de un grafo en dos dimensiones.

20



Marino Damidn-Tesis Doctoral. Marzo de 2009

Quimicamente un grafo se puede utilizar para representar una variedad de objetos:
moléculas, reacciones, cristales, polimeros y “clusters”. Sus caracteristicas comunes son la
presencia de determinados sitios y conexiones. Estos sitios pueden ser atomos, electrones,
moléculas, fragmentos moleculares, etc., y las conexiones entre ellos representan uniones,
pasos de reaccion, fuerzas de Van der Waals, etc. Una clase especial de grafos quimicos son
los grafos moleculares o constitucionales, ellos representan especificamente la construccion
de moléculas (Trinajstic, 1992).

1.7.4-Grafos moleculares.

Se pueden aceptar como grafos moleculares a aquellas disposiciones esquematicas que
representan en forma concreta la estructura de una molécula. Distinguiéndose distintos tipos
de grafos, uno de los mas usados por su simplicidad son los grafos de hidrégenos
suprimidos (Fig. 1.7.4.1), donde se representa la molécula de forma convencional
exceptuando en su esqueleto a los hidrogenos (Randic y Wilkins., 1979; Randic, 1992).

Dos grafos G; y G, se definen como isomdrficos si existe una correspondencia unitaria
entre sus conjuntos de vértices y su conjunto de enlaces. Un invariante de un grafo G es una
cantidad asociada con G que tiene el mismo valor para cualquier grafo que es isomorfico
con G. Dado un grafo, la valencia de un vértice i es el nimero de uniones gue lo vinculan a
otros veértices, a modo de ejemplo: si todos los vértices en un grafo regular tienen valencia
2, el grafo se vincula con un ciclo.

3 01232
O\ 10121
DM=|21012
2 4 32103
21230

5

W =1/2 (8x1+8x2+4x3) =18
Figura 1.7.4.1: grafo de hidrégenos suprimidos y su aplicacion al calculo del
indice de Wiener (Wiener et al., 1947)

Los grafos pueden asociarse a su vez con matrices, ya sea de union o distancia segun un
espacio vectorial del algebra lineal, el indice de Wiener consiste en la semisuma de los
elementos de una matriz distancia respecto a un punto dado (Wiener, 1947; Castro et al.,
2002). Aplicada esta operacion a cada molécula de una familia dara origen a uno de los
conjuntos numéricos necesarios para el andlisis matematico. ElI hecho de representar una
molécula por un grafo y luego buscar relaciones entre los vértices y uniones de ellos es una
forma de codificar la informacion. El uso de la teoria de grafos posee una ventaja potencial
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de uso, ya que mientras los indices topoldgicos no son aplicables a estructuras
tridimensionales, la teoria de grafos puede ser extendida para calcular los denominados
descriptores 3-D, de importancia esencial en la actualidad para el modelado de actividades
bioldgicas, por ende farmacoldgicas (Kubinyi et al., 1998; Fontaine et al., 2005; Fernandes et
al., 2008).

Finalmente un modelo de QSPR se reduce a una expresion algebraica, funcional, que
muestra la correlacién entre dos conjuntos de nimeros, a saber: un conjunto representa las
propiedades macroscopicas Y el otro las estructuras moleculares bajo estudio.

F(X)
«—>

Propiedades Estructuras

Prop=f (estr)

Del analisis matematico de las posibles funciones surge un resultado sumamente
importante: a partir del conjunto ordenado de pares de datos (estructura, propiedad) y la
funcion que los relaciona, conociendo la estructura de una molécula de la familia, pueden
predecirse las propiedades macroscopicas desconocidas por simple codificacion de su
estructura (Randic, 1991).

1.7.5-Descriptores cuanticos.

Las propiedades fisicoquimicas de una molécula y ain su comportamiento en
reacciones o interacciones intermoleculares, son dependientes del contenido energético y de
las caracteristicas tridimensionales de su estructura molecular, forma y tamafio. El rapido
avance en la tecnologia de los ordenadores y el desarrollo de algoritmos eficientes, ha
facilitado la aplicacion de nuevos métodos denominados semi-empiricos en el area de
quimica cuéntica. Estos métodos intentan proporcionar informacion molecular con un coste
de célculo reducido. Los métodos semi-empiricos han dado lugar a una fuente atractiva de
nuevos descriptores moleculares, los cuales pueden en principio, expresar todas las
propiedades geomeétricas y electronicas de las moléculas y sus interacciones. Es por ello que
en trabajos recientes se emplean este tipo de descriptores, ya sea, solos o conjuntamente con
los descriptores convencionales

El procedimiento implica los siguientes pasos: i) se calculan las geometrias
moleculares usando un método computacional conocido, generalmente se utilizan los semi-
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empiricos por la relacion existente entre el tiempo de célculo y el grado de ajuste necesario
para este fin; ii) se barren las distintas posibilidades energéticas de las moléculas,
obteniéndose energias del HOMO, del LUMO; iii) estas energias se utilizan como
indicadores de propiedades internas de la molécula. También se suelen barrer las energias de
algin intermediario moléculas frente a distintas reacciones quimicas. Existen metodologias
més complejas como las que necesitan de una medida de similitud cuantica molecular (MQS)
definida por Carbo-Dorca y colaboradores (Carbo-Dorca et al., 1988; 1998), es util para
establecer medidas cuantitativas de semejanza entre las estructuras moleculares por medio de
la proyeccion de sus funciones de densidad. Las matrices de similitud cuantica molecular
(MQSM) estan basadas en postulados mecanico-cuanticos y usan a la funcion de densidad de
primer orden como descriptor molecular, el cual provee una representacion 3D coherente
(Amat et al., 1997; Amat et al., 1998; Carbd-Dorca et al., 1998).

Estos valores son usados como descriptores en estudios de QSAR (Amat et al., 1997;
Amat et al., 1998; Carb6-Dorca et al., 1998). Los descriptores moleculares para cada
compuesto se obtienen de la estructura molecular. Dichas estructuras son dibujadas con
ayuda de un software comercial, Hyperchem, Molecular Modeling Pro 3.01 (ChemSW
Software Inc.) y convertidas a estructuras 3-D cuando los calculos asi lo requieren usando el
Software CAChe (Oxford Molecular Ltd.) y Spartan Pro (Wavefunction, Inc.).

1.7.6-Estrategia general de trabajo en el desarrollo de un modelo QSPR/QSAR.

En QSAR/QSPR no existe una metodologia “dura” de procedimiento, si bien existen una
serie de pasos con los que el operador se puede orientar. Estos no son determinantes en el
calculo y permiten que los resultados obtenidos respondan a cierto perfil, sin necesidad de ser
elementales (Testa y Kier, 1964).

Se pueden citar como pasos iniciales de trabajo, la busqueda de propiedades
fisicogquimicas o actividades biologicas y la eleccion del descriptor que se usard para
codificar la estructura, en principio la propiedad resulta ser la variable dependiente (sobre la
que no se puede tomar decisiones) y la variable independiente es el descriptor, de los cuales
existen en la literatura alrededor de 3000 aceptados y validados (Todeschini y Consonni,
2000). Para obtener buenos resultados deben separarse el conjunto de moléculas en dos
conjuntos de datos: conjunto de trabajo y conjunto de prueba, el primero serd Gtil para
construir el modelo y el segundo para chequearlo, validarlo.

El paso siguiente consiste en encontrar una funcién matematica que vincule los datos del
conjunto de trabajo con los descriptores, la validez del mismo queda ratificada por los valores
estadisticos del r, Sy el F, a continuacién se aplica la ecuacion al conjunto de prueba. Esta
etapa es decisiva ya que si los pardmetros estadisticos clésicos S, F, r son aceptables, debe
cumplirse, como condicion excluyente, que las diferencias entre los valores predichos y los
verdaderos estén dentro de un valor aceptable (en el caso de una propiedad puede ser la
incertidumbre instrumental o un maltiplo de la misma), si se cumplen con estas condiciones
se valida el modelo. De lo contrario hay que probar con diferentes funcionalidades
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(exponentes enteros y fraccionarios, logaritmo natural o decimal del descriptor, inversa del
descriptor, etc.). Si repetido el proceso los resultados no son aun satisfactorios, se opta por
cambiar el descriptor, no la propiedades, ya que son el objetivo de trabajo (Randic, 1992).

En la actualidad existen diversos programas computacionales que permiten realizar
regresiones lineales, potenciales, exponenciales, logaritmicas, etc.; también pueden realizarse
regresiones multilineales donde un conjunto de variables métricas son correlacionadas
linealmente con una misma variable dependiente sin mayor dificultad (Ecuacién 1.7.6),

Y=Y ,aX;+b Ecuacion 1.7.6.1

Resultaria poco til detenerse a describir las operaciones anteriores, mas ain cuando la
intervencion del operador esta limitada al ingreso de valores numéricos y las operaciones de
célculo estan facilitadas por la capacidad computacional. No ocurre esto con metodologias
matematico estadisticas con un mayor formalismo de manejo como pueden ser, la
ortogonalizacion de variables (Randic, 1991), los analisis multivariados (Eriksson et al., 2002)
y la aplicacion de redes neuronales (Claycamp et al., 1999).

1.7.7-Estudios por Fragmentos moleculares.

Si se elije un grupo de moléculas pertenecientes a una familia quimica, ellas en
principio estaran conformadas por una estructura base, o un grupo funcional propio, variando
en el primer caso los sustituyentes y en el segundo los esqueletos quimicos que acompafian al
grupo funcional. Estas variaciones repercuten en el valor de la propiedad/actividad de la
molécula y en la variacion regular a lo largo de la familia (Hansch y Fujita, 1964). Otra
componente microscopica que influye en el valor de la magnitud observable resultan los
efectos estéricos, es decir la distribucion en el espacio de los &tomos como consecuencia de
las repulsiones electronicas presentes y los volumenes ocupados en el espacio en funcion
directa con el tamafio atdbmico (Unger y Hansh, 1976).

A partir de un importante banco de datos integrado por un gran nimero de moléculas
(Pomona Project) fueron Rekker y colaboradores (1977, 1979) los primeros en investigar este
tipo de influencias microscépicas sobre las propiedades macroscopicas y lo aplicaron al
calculo de coeficientes de particion Octanol-Agua. A partir de datos experimentales
emplearon métodos estadisticos para ponderar la contribucion de fragmentos simples como
C, CH-, CH3-, CH3- OH- y NH,-, también las contribuciones de distintos tipos de esqueletos
carbonados CgHs-, CgH4-, etc , como una forma de considerar los sistemas aromaticos. De
esta forma puede plantearse la férmula de Rekker’s como Ecuacion 1.7.7.1

logP =Y a,fy + Y bnFn Ecuacion 1.7.7.1
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Donde log P, representa la hidrofobicidad; a,, es el nimero de ocurrencia del fragmento f de
tipo n y b es el nimero de ocurrencia de correlacion F de tipo m. Desde el punto de vista
formal este tipo de préacticas resulta ser una metodologia semienpirica, tal que a partir de
medidas experimentales, se parametrizan las correlaciones con los distintos fragmentos para
la evaluacion del segundo término sumatoria de la expresion.

A partir de este concepto se han desarrollado mejoras considerables al incluir
formalmente factores estructurales relacionados con: el tamafio (Kamlet et al, 1983; Leo y
Hansch, 1976), la unidn, las interacciones intraatdmicas (por Ej. Un grupo amino y un
alcohol en la misma molécula), los sistemas conjugados y los equilibrios tautoméricos, estas
inclusiones expandio la aplicacion de este tipo de modelizaciones a distintos procesos
predictivos (Hansch y Leo, 1995).

1.8-Aplicaciones de los modelos QSAR/QSPR/QSTR.

Los primeros trabajos desarrollados en el campo de las relaciones propiedad
estructura fueron desarrollados por Hammet en el intento de establecer relaciones entre los
cambios estructurales de la molécula del acido benzoico y su reactividad, en el afio 1935; en
el afio 1964 Hansch y Fujita, realizan la primera aproximacion en lo que se posteriormente se
dio en llamar toxicidad no especifica al trabajar sobre los coeficientes de particion octanol-
agua.

Desde esta publicacion a la fecha han transcurrido mas de cuatro décadas, con una
gran expansion en la herramientas complementarias de trabajo: nuevas estrategias en el
calculo de los descriptores moleculares, los algoritmos matematico-estadisticos (analisis
multivariados (Malinowski, 1991), redes neuronales artificiales (Zupan, 1998), programas
computacionales especificos y confiables y computadoras méas répidas y con mayor
capacidad operativa. La disciplina se aplicé a practicamente toda la quimica de sintesis (Di
Santo et al., 2002; Mor et al., 2004), la bioquimica (Hansch y Leo, 1995; Benigni y Passerini,
2002; Ekins, 2007), en desarrollos tecnoldgicos e industriales (Durham y Pearl, 2001) y en el
campo de las ciencias ambientales (Hansch y Leo, 1995, Cai et al., 2008). Se encontrd en
estas metodologias mucha potencialidad desde el punto de vista econémico, al incluir un paso
previo en el disefio de productos segun la prediccion de sus propiedades/actividades por via
computacional, para luego en una segunda etapa aplicar los procedimientos experimentales
solo a las moléculas con mayores posibilidades de éxito. En otros casos se aplico la
metodologia QSAR/QSTR (Quantitative Structure Toxicology Relationships) para elaborar
bancos de datos toxicolégicos sobre un gran numero de moléculas y distintas especies, que
luego son utilizados a la hora de registrar nuevos productos (Ecetoc, 2003)

Asi mismo son de especial interés, los efectos que puedan predecirse en el caso de las
mezclas de varios componentes, por los posibles efectos sinérgicos, aditivos o antagénicos
que puedan ocasionarse, en este aspecto recién en los Ultimos 5 afios han comenzado a
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aparecer publicaciones cientificas dedicadas a este tema, con estudios sobre mezclas binarias
y ternarias (Young et al., 2002; Ekins, 2007)

1.8.1- Aplicaciones oficiales.

En los items anteriores se han detallado temas vinculados al medio ambiente y las
metodologias del calculo computacional aplicadas a la teoria QSPR/QSAR/QSTR. El
crecimiento de las problematicas ambientales y las obligaciones reglamentarias sitdan a la
quimica en un contexto global y ecosistémico. Los organismos oficiales de los Estados
Unidos como la EPA, la FDA (Food and Drug Administration),el CDER (Center for Drug
Evaluation and Research), la OPS (Office of Pharmaceutical Science), el ICSAS (Informatics
and Computational Safety Analysis Staff) y europeos como la ECETOC (European Centre
for Ecotoxicology and Toxicology of Chemicals) han desarrollado o aprobado la aplicacion
de programas computacionales con aplicacién directa en la prediccion de propiedades, que
van desde las fisicoquimicas generales, toxicidad en distintos organismos vegetales y
animales, con distintos niveles de organizacion, efectos sobre salud humana, aplicaciones a
carcinogénesis, mutagénesis y teratogénesis.En la Tabla 1.8.1.1 se presenta un resumen de las
aplicaciones desarrolladas por este tipo de programas computacionales y su capacidad
predictiva (Fuente: ECETOC, 2003).

Desde el punto de vista ambiental es de especial interés el conocimiento de la
velocidad de degradacion y la distribucion en los distintos compartimentos ambientales de un
compuesto quimico, para evaluar la persistencia quimica y las especies bioldgicas mas
afectadas en funcién de la biodisponibilidad (Richardson, 1996). En las tablas Tabla 1.8.1.2 y
1.8.1.3 se detallan los programas informaticos desarrollados para las aplicaciones ambientales
y de amplia aceptacion tanto por los organismos oficiales como por la comunidad cientifica,
segun ECETOC (2003).
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Tabla 1.8.1.1: distintos tipos de predicciones realizadas por los programas computacionales que actualmente
se comercializan. Calidad de la prediccion realizada ya sea sobre una propiedad fisicoquimica o una
actividad bioldgica.

Propiedades Prediccion Ecotoxicidad y Prediccion Salud Humana  Prediccién
Fisicoquimicas degradacion
Ambiental
-Punto de Fusién Buena -Fotodegradacién Limitado -Toxicidad oral Limitado
Aguda
-Punto de Ebullicion Buena -Hidrolisis Limitado  -Irritacion de la Limitado
piel
-Presion de Vapor Muy Buena -Biodegradacion Buena -Irritacion de la Limitado
vista
-Coeficientes de Muy Buena -Bioacumulacion Buena -Toxicidad Muy
Particion mamaria Limitado
cronica
-Solubilidad en Agua Muy Buena -Toxicidad aguda en Buena -Mutagénesis in  Limitado a
peces vitro bueno
-Toxicidad aguda en  Limitado  -Carcinogénesis Muy
invertebrados Limitado
-Toxicidad aguda Limitado -Teratogénesis Muy
para algas Limitado
-Toxicidad aguda Limitado -Sensibilizacion Limitado
para bacterias de a piel
-Toxicidad Cronica Muy
Limitado

Tabla 1.8.1.2: Propiedades fisicoquimicas predichas por distintos programas
computacionales existentes en el mercado.

PROGRAMAS ACEPTADOS

EPIWIN ASTER SPARC ACD PREDICT
Punto de Fusion X
Punto de Ebullicion X X X X X
Densidad X X X
Presion de Vapor X X X X
Solubilidad en
Agua X X X X
Kow X X X X
Constante de Henry X X X
Ka X X X
Tensién Superficial X X
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Tabla 1.8.1.3: Propiedades ecotoxicologicas predichas por distintos programas computacionales
existentes en el mercado

PROGRAMAS ACEPTADOS

CATABOL-
SRC  MultiCASE  TOPKAT ECOSAR  ASTER OASIS

DESTINO y DISTRIBUCION

Degradacion Abidtica

*Fotolisis

*Hidrdlisis X X
*Qxidacién

Atmosférica X

Degradacion Biottica

*Aerbbica X X X X X
*Anaerdbica X

Sorcioén X X
Bioacunulacion

Bioconcentracion X X
TOXICIDAD : Especies/Ambiente

Peces

*Aguda X X X X X X
*Cronica X

Dafnia

*Aguda X X

*Cronica X

Algas

*Aguda/Cronica X

Terrestres X
Marinos X

La EPA ha desarrollado y difundido un programa que abarca tanto los aspectos
fisicoguimicos como ecotoxicologicos: EPI Swite (Version 4.0, actualizado Diciembre 2008),
que resulta ser un ejecutor de toda una serie de mddulos ad on’s, entre los cuales se encuentra
el ECOSAR y el EPIWIN citados anteriormente, junto a otros auxiliares para el calculo de
todas las propiedades citadas en las tablas anteriores. El Software dispone de una ventaja
importante, como el cargado manual de propiedades fisicoquimicas medidas en el laboratorio
del compuesto para realizar optimizaciones de correlacion y los valores predichos resulten ser
mas consistentes, ya que de alguna manera se acotan los parametros de estimacién por parte
del programa y los resultados son parametrizados en funcion de las aobservaciones
experimentales. Una ventana del programa se muestra en la figura 1.8.1.

A la hora de evaluar el estado de un ambiente es necesario poder describir sus
componentes y las relaciones existentes entre ellos, tanto desde la quimica como desde la
biologia (Manahan, 2007). Esto incluye un relevamiento detallado de la flora y la fauna del
lugar, las caracteristicas del suelo, el agua y el aire, la presencia/ausencia de posibles
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sustancias contaminantes, la accion de las mismas sobre organismos blancos y su influencia
sobre la cadena trofica (Levin et al., 1989).
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1.9-Objetivos e Hipotesis Generales de Ttrabajo.

En cada capitulo se presentaran los distintos objetivos especificos y las hipétesis que
sustentan el trabajo. En términos generales todo el trabajo de la siguiente tesis persigue el
objetivo general de “aplicar en forma integrada metodologias experimentales y herramientas
derivadas de la quimica tedrico-computacional a compuestos organicos de relevancia
ambiental, para interpretar su comportamiento fisicoquimico y las posibles respuestas
bioldgicas derivadas de su presencia en el ambiente.”

Basado en la hipotesis fundamental de que “el andlisis multivariado de datos,
conjuntamente con la modelizacion molecular, aplicados a observaciones
experimentales, contribuyen al desarrollo u optimizacion de metodologias para el
monitoreo y evaluacion de impacto ambiental de contaminantes quimicos.”
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