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RESUMEN EJECUTIVO

Durante décadas, toneladas de sustancias biolégicamente activas, sintetizadas para su uso en
la agricultura, la industria, la medicina, el cuidado personal e higiene, han sido vertidas al medio
ambiente sin reparar en les posibles consecuencias. Al problema de la contaminacion, que
comenzo a hacerse notable desde principios del siglo XIX, hay que afadir el problema de la
escasez, aspecto que esta adquiriendo proporciones alarmantes a causa del cambio climatico y
la creciente desertizacion que esta sufriendo el planeta.

En 2010, el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA), apoyé el desarrollo de un
proyecto para realizar pruebas de tratabilidad en el laboratorio de membrana de la
Subcoordinacién de Potabilizacién. Se evaluaron tres tipos de membranas de nanofiltracion,
concluyendo que este proceso es adecuado para potabilizacién del agua, ya que mas del 95%
de los farmacos probados fueron removidos, quedando como resultado un agua de rechazo o
salmuera con alto contenido de farmacos, iones, hormonas, nonilfenoles y sus etoxilatos entre
otras moléculas utilizadas para las pruebas. Dado que esta agua de rechazo o salmuera tiene
concentraciones altas de contaminantes, su disposicion o liberacion al ambiente, sin un
tratamiento previo, tendria un impacto negativo cuya magnitud y dimension son dificiimente
predecibles, ya que la dosis umbral para exposiciones ambientales a este tipo de compuestos
no esta definida y menos aun para los metabolitos o subproductos de degradacion.

Por lo anterior los objetivos del presente proyecto son: a) explorar la aplicacion de dos procesos
de tratamiento para reducir la concentracion de contaminantes emergentes potencialmente
téxicos contenidos en los residuos que se generan en la potabilizacion del agua mediante
procesos de nandfiltracion y, b) explorar la utilidad de la toxicologia computacional y la actual
aplicacion de la metodologia de evaluacion de riesgos ambientales y a la salud publica, para
predecir los efectos adversos de contaminantes emergentes en organismos no blanco

Procesos avanzados de oxidacién para tratamiento de salmueras

Los procesos avanzados de oxidacion, PAOs, representan actualmente la mejor opcion para la
remocion de farmacos y productos de cuidado personal de matrices acuosas. La accién del
radical hidroxilo, especie altamente oxidante, caracteristica de estos procesos, permite la
oxidacion de una amplisima gama de moléculas organicas, por lo que representa una excelente
opcién de tratamiento.

En la literatura se pueden encontrar numerosos ejemplos de la aplicacion de los PAOs al
tratamiento de agua contaminada con compuestos emergentes en concentraciones de mg/L o
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bien pg/L. Las técnicas mas aplicadas son la oxidacidon con ozono, con el sistema Fenton, foto-
Fenton y por fotocatalisis heterogénea con TiO,.

Tratdndose de matrices como agua subterranea, caracterizadas en general por un bajo
contenido en sales y materia organica una opcion elegante y efectiva es el uso de la
fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio inmovilizado.

Como parte de este trabajo se realizaron algunos experimentos con muestras sintéticas
utilizando carbamazepina como molécula modelo en agua deionizada, y dioxido de titanio
inmovilizado como catalizador en un colector solar de tipo parabdlico compuesto. La mejor
degradacion se logré para una disolucion de 150 ng/L del farmaco, aunque se exploré hasta
2000 ng/L. Después de 3h de exposicion a la radiaciéon solar la concentracion de
carbamazepina disminuy6 en un 90%, es decir de 150 ng/L a s6lo 15 ng/L.

En otra prueba, este antiepiléptico fue degradado en un 75%, en presencia de una mezcla de
otros cinco farmacos, la carbamazepina disminuy6 de 1350 ng/L a 340 ng/L, el DEET disminuyo
de 6.45 a 2.87 ng/L (56% de remocion), la eritromicina pasé de 0.908 a 0.357 ng/L (remocion de
61%) y el sulfametoxasol se degradd en un 84% al disminuir su concentracion de 20.3 ng/L a
3.2 ng/L.

Para poder estimar la aplicabilidad del proceso al tratamiento de salmueras generadas en los
sistemas de membranas, sera necesario realizar la evaluacibn de muestras reales para
descartar posibles interferencias por la posible presencia de cationes, pero especialmente
aniones en altas concentraciones. Por lo pronto, estos resultados preliminares, indican que esta
metodologia podria ser funcional, sin embargo hacen falta estudios para alcanzar el
escalamiento que se requiere para el trabajo en una planta potabilizadora real.

Herramientas computacionales para la evaluacién de riesgos sanitarios y ambientales

El capitulo de herramientas computacionales o de toxicidad in silico, para la evaluacién de
riesgos a la salud, si bien no es una revision bibliografica exhaustiva, si constituye una sintesis
de temas relevantes en la evolucién de las pruebas de toxicidad en el contexto de la evaluacion
de riesgos a la salud humana asociados con la exposicion a compuestos quimicos ambientales,
partiendo de la importante interconexién que hay entre la salud publica, las ciencias
ambientales, la toxicologia, la farmacologia y, las ciencias emergentes como son la
bioinformatica, quimioinformatica, gendmica, protedmica y metabolomica para el mejor
entendimiento de la influencia que los compuestos quimicos presentes en el ambiente tienen
sobre la salud humana.
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Hay miles de compuestos quimicos necesarios para la vida cotidiana, crecimiento econdémico,
bienestar y salud, que incluyen quimicos industriales, plaguicidas, medicamentos, productos
para la higiene y cuidado personal, asi como otras moléculas farmacolégicamente activas e
ingredientes inertes, que constituyen una fuente ambiental de exposicion humana a
xenobidticos potencialmente significativa y para los cuales la informacion toxicolégica es
limitada o simplemente no existe [Judson, et al., 2010], por tanto, se carece de informacion
fundamental para fijar estandares regulatorios cuyo objetivo es la proteccion de la salud publica
y de los ecosistemas.

Las actuales estrategias de prueba de toxicidad descansan principalmente en la observacion de
respuestas adversas de los animales de laboratorio tratados con altas dosis de los compuestos
quimicos de interés. Las inferencias acerca de los riesgos para las poblaciones humanas
basadas en estas observaciones, requieren extrapolaciones inciertas, primero de altas dosis a
los niveles ambientales (usualmente varios érdenes de magnitud por debajo de las probadas en
el laboratorio), y segundo la extrapolacion de animales a humanos [Andersen y Krewski, 2009].

Estos huecos en la informacion y el conocimiento, se deben en gran medida a factores éticos y,
a los altos costos y periodos de tiempo requeridos para llevar a cabo estudios epidemioloégicos
y ensayos en animales. Evidentemente los ensayos en modelos animales e in vitro
proporcionan informacion valiosa; sin embargo, ésta es limitada en cuanto a los mecanismos de
accion y por ende de las vias celulares que podrian llevar a la toxicidad en humanos. Dicha
informacion, mecanista, es clave para ir mas alla de los actuales paradigmas en la estimacion
de los riesgos a la salud humana a niveles de exposicion realistas [Judson, et al., 2010].

El Consejo Nacional de Investigacion (NRC, por sus siglas en inglés) de la Academia Nacional
de Ciencias de los Estados Unidos, actualmente promueve la transformacion de las pruebas de
toxicidad a través del entendimiento de las vias o rutas moleculares; en respuesta, diversos
grupos de investigacion han acelerado los esfuerzos para aplicar enfoques de tamizaje con un
alto flujo y contenido de informacion para la priorizacién de compuestos quimicos y pruebas de
toxicidad, lo cual resulta en la disponibilidad explosiva de datos de ensayos de toxicidad in vitro
[Cohen, 2009] y posiblemente in silico.

Entre las varias opciones de ensayos de toxicidad, el Comité en Pruebas de Toxicidad y
Evaluacién de Riesgos Ambientales (Comité) del NRC, intenta definir un paradigma de
evaluacién de riesgos que permita:

a) Lograr una amplia cobertura de compuestos quimicos, mezclas, resultados y estadios
de vida

b) Reducir los costos y tiempos requeridos para llevar a cabo las pruebas de toxicidad
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c) Desarrollar bases cientificas mas robustas para evaluar efectos a la salud asociados
con quimicos ambientales

d) Minimizar el uso y sufrimiento de animales en los ensayos o pruebas de toxicidad

En este entorno, el Comité prevé el uso de los métodos computacionales y toxicologia in silico,
en la fase de caracterizacion de los compuestos quimicos a evaluar, para estimar o predecir sus
propiedades fisicoquimicas y si es posible sus potencialidades toxicoldgicas [Andersen y
Krewski, 2009]. Esto es, la aplicacion de modelos matematicos y de computo para predecir el
efecto de los agentes ambientales y dilucidar la cascada de eventos que propician una
respuesta adversa [NRC, 2006].

Actualmente, es posible relacionar estructuras moleculares con actividad biolégica, esto es
relaciones estructura actividad (SAR, por sus siglas en inglés) con resultados considerados de
alta calidad y capacidad predictivas [Valleverdu, 2005]. Asimismo, los sistemas expertos y la
existencia de bases de datos en red y coordinadas, esta dando lugar a un alto flujo de
informacion disponible al publico. Los datos se localizan e interrelacionan facilmente.

Se concluye, mediante la aplicacién exploratoria de ToxTree y OpenTox, para identificar la
peligrosidad de moléculas como los etoxilatos de nonilfenol ramificados, que estas herramientas
son amigables y a manera de ejemplo, fueron un elemento importante para soportar la
priorizacion de contaminantes organicos presentes en un acuifero influido por agua residual
utilizada en el riego agricola, lo cual lleva a la necesidad de: a) implementar un estudio de
calidad del agua mas detallado y especifico para contaminantes emergentes; b) pone de
manifiesto la necesidad de llevar a cabo estudios de caracterizacion de la exposicién humana a
contaminantes emergentes y, ¢) necesidad de revisar el actual esquema normativo para reuso y
reciclamiento del agua en México.
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1 ANTECEDENTES

El agua es un recurso natural escaso, indispensable para la vida humana y el sostenimiento del
medio ambiente que, como consecuencia del rapido desarrollo humano y econémico asi como
del uso inadecuado que se ha hecho de ella como medio de eliminacién, ha sufrido un
alarmante deterioro. Durante décadas, toneladas de sustancias biolégicamente activas,
sintetizadas para su uso en la agricultura, la industria, la medicina, el cuidado personal e
higiene, han sido vertidas al medio ambiente sin reparar en les posibles consecuencias. Al
problema de la contaminacion, que comenzd a hacerse notable desde principios del siglo XIX,
hay que anadir el problema de la escasez, aspecto que esta adquiriendo proporciones
alarmantes a causa del cambio climatico y la creciente desertizacion que esta sufriendo el
planeta [Barceld y Lopez de Alda, s/fl. En México, la normativa existente en materia de
contaminacién quimica del agua ha sido hasta el momento insuficiente para dar una solucion al
problema vy, la creciente demanda de agua asi como la constante generacion de conocimiento
sobre nuevos contaminantes potencialmente peligrosos, dejan clara la necesidad de seguir
investigando y modificar paradigmas en todas aquellas areas que puedan contribuir a proteger
la salud humana, a la vida silvestre y el medio ambiente en general, conseguir un uso
sostenible del recurso hidrico y atenuar los efectos del cambio climatico.

Debido a esto, durante 2009 y 2010, en el IMTA se llevaron a cabo proyectos relacionados con
los llamados contaminantes emergentes en agua para consumo. Mediante trabajo de gabinete,
se cubrieron temas como: riesgos sanitarios y ambientales, normatividad en el ambito nacional
e internacional, transformacién y transporte en el ambiente, estudios de caso, técnicas de
monitoreo y analisis, y sistemas de tratamiento para remocion de este tipo de contaminantes en
fuentes de abastecimiento. En una segunda etapa, se llevaron a cabo pruebas de tratabilidad
en el laboratorio, se evaluaron tres tipos de membranas de nanofiltracion, concluyendo que este
proceso es adecuado para potabilizacion del agua, ya que mas del 95% de los farmacos
probados fueron removidos, quedando como resultado un agua de rechazo o salmuera con alto
contenido de farmacos, iones, hormonas, nonilfenoles y sus etoxilatos entre otras moléculas
utilizadas para las pruebas.

Dado que esta agua de rechazo o salmuera tiene concentraciones altas de contaminantes, su
disposicién o liberacion al ambiente, sin un tratamiento previo, tendria un impacto negativo cuya
magnitud y dimension son dificilmente predecibles, ya que si bien son numerosos los trabajos
que se estan realizando para conocer cual es la toxicidad de los diferentes compuestos
catalogados como contaminantes emergentes, la definicion de la dosis tdxica no esta
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establecida para compuestos concretos y menos aun para los metabolitos o subproductos de
degradacion.

Los efectos pueden resultar en problemas tales como disrupcion endocrina para organismos
acuaticos, alteracion de la flora y fauna del suelo, y efectos endocrinos, neuroldgicos y
sistémicos en humanos, aves, mamiferos y reptiles. Estos problemas sanitarios y ambientales,
ponen de manifiesto la necesidad de evaluar procesos de tratamiento que favorezcan la
descomposicion de este tipo de contaminantes a moléculas quimica y biologicamente inactivas
(no toxicas) y que tampoco tengan impacto sobre el medio fisico en el cual seran dispuestos los
residuos.

En la literatura, se reportan tecnologias diversas para el tratamiento de aguas de rechazo o
salmueras, destacando los procesos de oxidacion avanzados, que pueden aplicarse solos o
combinados ya se entre si 0 bien con otros métodos convencionales. En términos generales,
estos métodos se basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir cambios profundos en
la estructura quimica de los contaminantes, y han sido utilizados en paises industrializados para
el tratamiento de efluentes contaminados con moléculas organicas persistentes y emergentes,
suelos y aire.

Por otro lado, considerando los huecos en el conocimiento sobre los efectos toxicos asociados
con la exposicidon crénica a este tipo de contaminantes, se analizaron metodologias de
evaluacién de riesgos sanitarios y ambientales, basadas en la propuesta por la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos, y si bien se concluyd que son aplicables (con
algunas modificaciones) a México, se presentan algunas limitaciones en cuanto a la necesidad
de la informacion necesaria para alimentar los modelos y estimar cocientes de peligro.

En Estados Unidos, en 2007, el Consejo Nacional de Investigacion (NRC, por sus siglas en
inglés), publico el informe “Toxicity Testing in the 21st Century: A Vision and a Strategy”
(Pruebas de toxicidad en el siglo XXI: Una visién y una estrategia), en el que el grupo de
expertos que analizé el problema, demanda una toxicologia transformadora para pasar “de un
sistema basado solamente en pruebas completas en animales a uno basado principalmente en
métodos in vitro que evalue los cambios en los procesos biolégicos utilizando células, lineas
celulares o componentes celulares, preferiblemente de origen humano” [NRC, 2007]

Con el apoyo de la nueva tecnologia, en Estados Unidos se formé en 2010 el grupo Tox21,
integrado por el Programa Nacional de Toxicologia (NTP), el Centro Nacional de Gendmica
Quimica (NCGC) y la Agencia de Proteccién al Ambiente de los Estados Unidos (USEPA), con
la misién de modificar los actuales protocolos para las pruebas de toxicidad. Especificamente,
buscan: a) identificar nuevos mecanismos de actividad quimica en las células; b) priorizar las
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sustancias quimicas que aun no han sido probadas para realizar evaluaciones mas amplias v,
c) desarrollar mejores modelos para predecir la respuesta humana a las sustancias téxicas.

El resultado que se espera de este grupo son métodos de ensayo para las pruebas de toxicidad
cientificamente y econémicamente mas eficientes y, modelos para la evaluacion de riesgos a la
salud que se basen mas en sistemas bioldgicos. Como consecuencia, también debera haber
una reduccion o sustitucion del uso de animales en las pruebas vigentes para fines regulatorios;
asimismo, se prevé que en paralelo se incremente la capacidad para evaluar la gran cantidad
de productos quimicos que actualmente carecen de evaluacién toxicoldgica adecuada [NTP,
NCGC, EPA, and FDA MOU, http://epa.gov/ncct/download_files/tox21/MOU_EPA-NTP-NCGC-
FDA-Without-Signature-Page.pdf; Schmith, 2009].

En marzo de 2009, la USEPA publicé su agenda de Tox21, “The U.S. Environmental Protection
Agency’s Strategic Plan for Evaluating the Toxicity of Chemicals” (Plan estratégico para evaluar
la toxicidad de las sustancias quimicas de la Agencia de Proteccion al Ambiente de EUA), en
donde se afirma que “la explosion de nuevas herramientas cientificas en las ciencias de la
computacion, de la informacion y moleculares ofrece una gran promesa para... fortalecer las
pruebas de toxicidad y los enfoques de la evaluacion de riesgos.” [Schmith, 2009].

El concepto de afiadir mas datos mecanisticos a la evaluacion de riesgos no es nuevo. Antes
de Tox21, los modelos de farmacocinética basada en la fisiologia (en inglés, PBPK), la
toxicogendmica y otros enfoques relacionados ya estaban llevando a cabo evaluaciones de
riesgos con bases mas mecanisticas. Pero esa investigacion no necesariamente se traducia en
cambios en las politicas de regulacién que gobiernan la exposicion humana [Rhomberg, 2009].

De lo anterior se deduce que actualmente, estan cobrando reconocimiento herramientas
complementarias y aplicacion de la gendmica, metabolomica y probidtica (entre otras
tecnologias conocidas como “omics”). Estas tecnologias junto con los ensayos in vitro de alto
rendimiento y la toxicologia in silico, permiten llevar a cabo evaluaciones de toxicidad para un
mayor numero de compuestos quimicos, determinando efectos especificos y alteraciones para
una amplia gama de sistemas biolégicos blanco a nivel biomolecular, celular y tisular, en menor
tiempo, disminuyendo considerablemente el uso de modelos animales, optimando el proceso de
evaluacion de riesgos abatiendo el costo de las pruebas de toxicidad.
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2 OBJETIVOS Y RESULTADOS ESPERADOS

2.1 OBJETIVOS

Explorar la aplicacion de dos procesos de tratamiento para reducir la concentracion de
contaminantes emergentes potencialmente téxicos contenidos en los residuos que se generan
en la potabilizacion del agua mediante procesos de nanofiltracion

Explorar la utilidad de la toxicologia computacional y la actual aplicacién de la metodologia de
riesgos ambientales y a la salud publica para predecir los efectos adversos de contaminantes
emergentes en organismos no blanco

2.2 RESULTADOS ESPERADOS

Estudio del estado del arte de los procesos de tratamiento, para el tratamiento de aguas de
rechazo o salmueras que resultan de la potabilizacion del agua mediante procesos de
membrana con énfasis en oxidacién avanzada

Informe de resultados obtenidos en las pruebas de tratabilidad mediante oxidacién avanzada
para degradar los contaminantes emergentes contenidos en el rechazo de la nandfiltracion

Estudio del estado del arte sobre el uso y aplicacion de herramientas computacionales para la
evaluacion de riesgos sanitarios y ambientales
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3 METODOLOGIA GENERAL

3.1 ESTUDIOS DEL ESTADO DEL ARTE

Se llevo a cabo la revision y analisis de informacién bibliografica disponible en bases de datos,
textos especializados y revistas indizadas, asi como de difusion cientifica, literatura gris y
publicitaria. Los temas a tratar fueron los siguientes:

3.1.1 PROCESOS DE TRATAMIENTO DE AGUAS DE RECHAZO O SALMUERAS, CON ENFASIS EN
PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA

a) Introduccién
b) Medidas de control de contaminantes emergentes en el ambiente acuatico
c) Tecnologias disponibles

d) Aplicaciones de la fotocatalisis. El caso de la carbamazepina

3.1.2 HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES APLICABLES A LA EVALUACION DE RIESGOS SANITARIOS
Y AMBIENTALES

a) Introduccion
b) Herramientas computacionales, p. €j., modelos estructura-actividad (QASAR)
c) Toxicologia regulatoria

d) Necesidades de investigacion y conclusiones

3.1.3 PRUEBAS DE TRATABILIDAD

Se llevaron a cabo pruebas de tratabilidad mediante fotocatalisis en un concentrador solar para
la degradacion de compuestos organicos emergentes. La experimentacién se realizd en un
reactor tipo CPC, disefiado por Manuel Collares Pereira de acuerdo a las caracteristicas del
proyecto SOLAR SAFE WATER (Collares, 2005De manera general, se llevo a cabo una primera
prueba con carbamazepina, farmaco ampliamente utilizado y persistente en el ambiente.

En la segunda prueba, con el fin de obtener una estimacion de la efectividad del proceso de
oxidacion fotocatalitica heterogénea, en el tratamiento de salmueras generadas por el proceso
de potabilizacién con membranas de agua subterranea contaminada con algunos farmacos

5
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(Cortés, et al., 2011) se preparé6 una muestra sintética con agua deionizada y farmacos
comerciales. Se analizaron de agua cruda y tratada, para su analisis en el laboratorio, mediante
un sistema acoplado de cromatografia de liquidos- espectrometria de masas, en modo Positive
Electrospray lonization LC-MS-MS.

Los controles de calidad para el analisis de los farmacos incluyen el analisis de un blanco, el
uso de surrogados, o sustitutos, isotépicamente marcados para determinar los porcentajes de
recuperacion, muestras fortificadas, asi como el uso de estandares internos para realizar la
cuantificacion.

Mayor de talle de las pruebas de tratabilidad y analisis de muestras, se describe en el capitulo
4.6.2.
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4 TRATAMIENTO DE AGUAS DE RECHAZO O SALMUERAS, CON ENFASIS EN
PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA

4.1 INTRODUCCION

El tratamiento, reuso y reciclamiento del agua juegan un papel fundamental en la administracion
y manejo de este recurso en todos los paises, especialmente en aquellos que presentan
problemas de escasez. En los paises industrializados se han desarrollado proyectos e
investigaciones para el reuso y reciclamiento del agua con los beneficios adicionales de
prevencion de riesgos a la salud publica, protecciéon de la vida acuatico y de otras formas de
vida silvestre; no obstante, en ultimo afios ha habido un creciente interés en los llamados
contaminantes emergentes, entre los que se encuentran farmacos, hormonas, algunos
plaguicidas, almizcles y otros compuestos organicos de uso industrial, que han sido detectados
en aguas superficiales y ocasionalmente también en aguas subterraneas.

De acuerdo con Vystavna et al., quienes presentaron datos sobre la contaminacion en
septiembre de 2010 en la Semana Mundial del Agua en Estocolmo
(http://www.worldwaterweek.org/documents/WWW _PDF/2010/sunday/K21/Vystavna_Yuliya_et
al.pdf), la calidad de las aguas superficiales en Ucrania no cumple con los estandares
nacionales de calidad y ésta se clasifica de contaminada a extremadamente contaminada,
siendo una de las principales causas, la descarga no controlada de aguas residuales;
lamentablemente este mismo escenario se repite en diversos paises del mundo, incluyendo a
México.

Por ejemplo, en el acuifero del Valle del Mezquital, localizado en el estado de Hidalgo, Méx., los
datos de Jiménez, et al. [2008], indican contaminacion por butil-bencilftalato (plastificante),
dietil-hexil-ftalato, nonilfenol (tensoactivo de uso industrial), acido salicilico, triclosan (antiséptico
bucal) y los farmacos carbamazepina, ibuprofeno y naproxeno. Los autores concluyen que el
suelo da tratamiento al agua y que el acuifero tiene calidad aceptable; sin embargo,
recomiendan tratamiento avanzado para uso potable, cambios en la normativa e investigacion
de los mecanismos de transporte y remocion de contaminantes

Esta recomendacion es importante por dos razones: a) algunos de los contaminantes
emergentes listados tienen potencial para causar disrupcion endocrina y, b) que por sus
caracteristicas fisicoquimicas este tipo de contaminantes no son eliminados en los tratamientos
convencionales de tratamiento de aguas residuales o potabilizacion, y si bien las
concentraciones halladas pueden ser muy bajas, del orden de los nanogramos por litro, el
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desconocimiento sobre los riesgos derivados de su constante liberacion al ambiente a través de
diversas vias, lleva a la busqueda de alternativas de tratamiento del agua para eliminarlos o
transformarlos en moléculas que no tengan actividad farmacoldgica o toxicolégica para
humanos, organismos acuaticos y otras formas de vida silvestre.

Los procesos de membrana (6smosis inversa y nandfiltracion) y otras tecnologias emergentes
para el tratamiento de agua, han mostrado ser efectivos para la eliminacion de los
contaminantes emergentes, sin embargo, tienen limitaciones derivadas de la naturaleza y las
propiedades fisicoquimicas de los contaminantes presentes y en general de la calidad de las
aguas o efluentes a tratar y presentan el problema de la disposicién y tratamiento del rechazo,
que es en realidad un efluente concentrado de los contaminantes presentes en el agua de
alimentacion.

En estos casos y cada vez con mayor frecuencia, se esta recurriendo en los paises
industrializados al uso de las llamadas Tecnologias o Procesos Avanzados de Oxidacion
(TAOs, PAOs). La mayoria de los PAOs pueden aplicarse a la remediacién y detoxificacion de
aguas especiales, como es el caso de los rechazos o salmueras de procesos de membrana.
Los métodos pueden usarse solos o combinados entre ellos o con métodos convencionales,
pudiendo ser aplicados también a contaminantes de aire y suelos. Permiten incluso la
desinfeccion por inactivacion de bacterias y virus.

4.2 TECNOLOGIAS DISPONIBLES PARA CONTROL Y DISPOSICION DE RESIDUOS GENERADOS EN
LA POTABILIZACION DEL AGUA MEDIANTE PROCESOS DE MEMBRANA

El tratamiento y disposicién de residuos o rechazos generados durante el tratamiento de agua
para su potabilizacion, es uno de los grandes retos actuales, principalmente cuando se
producen grandes volimenes de agua para consumo humano, ya que no es ambientalmente
posible o factible mezclar estos residuos concentrados, conteniendo iones y compuestos
organicos, con otro tipo de efluentes tratados o bien en cuerpos de agua naturales.

Existen algunos métodos para manejar y disponer estos concentrados, algunos estan
disponibles en el mercado, en tanto que otros se encuentran en desarrollo o emergiendo. El
manejo convencional del concentrado incluye descarga a un cuerpo de agua superficial, a un
efluente de agua residual, inyeccion a pozos profundos, lagunas de evaporacion, aplicacion en
suelo y evaporacion térmica u otras tecnologias para tratar de lograr descarga cero.

Las tecnologias emergentes tienen como objetivo incrementar la recuperacion de agua y por
tanto minimizar el concentrado, incluye tratamiento biolégico o primario de concentrados de
6smosis inversa, procesos de lodos por etapas para eliminar los compuestos de manera
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controlada, evaporacion, destilacion y membrana, ésmosis y otros procesos de ablandamiento,
pretratamiento, control de pH y oxidacién avanzada.

4.3 PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA

Dado que los tratamientos convencionales eliminan sélo parcialmente farmacos, hormonas,
plaguicidas y otros compuestos organicos de uso industrial. Las tecnologias de oxidacion
avanzada representan una alternativa de tratamiento.

Los procesos de oxidacion avanzada son métodos oxidativos basados en la generacion de
radicales intermediarios; los radicales hidroxilo, extremadamente reactivos y menos selectivos
que otros oxidantes. Estos radicales se producen a partir de agentes oxidantes como ozono,
peroxido de hidrégeno, frecuentemente combinado con catalizadores metédlicos o
semiconductores y/o radiacion UV.

Las tecnologias o Procesos Avanzados de Oxidacion (PAO) pueden aplicarse a la remediacion
y desintoxicacion de aguas especiales, generalmente en pequefa o mediana escala. Los
métodos pueden usarse solos o0 combinados entre ellos o con métodos convencionales,
pudiendo ser aplicados también a contaminantes de aire y suelos.

Los (PAO), se basan en procesos fisicoquimicos capaces de producir cambios profundos en la
estructura quimica de los contaminantes. Estos procesos se definen como procesos que
involucran la generaciéon y uso de especies transitorias poderosas, principalmente el radical
hidroxilo (HO-). Este radical puede ser generado por medios fotoquimicos (incluida la luz solar)
o por otras formas de energia, y posee alta efectividad para la oxidacion de materia organica.

Los Procesos Avanzados de Oxidacion se clasifican en procesos no fotoquimicos y
fotoquimicos (Tabla 4.1), sea que se utilice algun tipo de radiacién para complementarlos, o no.
En general los procesos fotoquimicos tienden a presentar mejores eficiencias.

Tabla 4.1. Clasificacion de los procesos de oxidacion avanzada seguin uso de radiacién

PROCESOS NO FOTOQUIMICOS PROCESOS FOTOQUIMICOS

Ozonizacion en medio alcalino (O3/OH") Oxidacién en agua sub/y supercritica

Ozonizacion con peroxido de hidrogeno (Os/H,O,)  Procesos fotoquimicos

Procesos Fenton (Fe,/H,0,) y relacionados Fotolisis del agua en el ultravioleta de vacio (UVV)
Oxidacion electroquimica UV/perdxido de hidrégeno

Radidlisis y tratamiento con haces de electrones UV/ozono
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PROCESOS NO FOTOQUIMICOS PROCESOS FOTOQUIMICOS
Plasma no térmico Foto-Fenton y relacionadas
Descarga electrohidraulica-ultrasonido Fotocatalisis heterogénea
Fuente:

Estas tecnologias ofrecen ventajas sobre el uso de otras:
a) Destruyen a los contaminantes y no sélo los cambian de fase
b) Generalmente alcanzan la mineralizacion o completa oxidacion

c) Frecuentemente con un consumo menor de energia, son muy utiles para contaminantes
refractarios que resisten otros métodos de tratamiento, y

d) Permiten obtener productos tratables luego por métodos mas econdémicos, como el
tratamiento bioldgico

En cuanto a su eficiencia, los procesos involucrados poseen una mayor factibilidad
termodinamica y una velocidad de oxidacibn muy incrementada por la participacion de
radicales, principalmente el radical hidroxilo, HO+. Esta especie posee propiedades adecuadas
para atacar virtualmente a todos los compuestos organicos y reaccionar de dos a tres 6rdenes
de magnitud mas rapido que oxidantes alternativos como el O;. La Tabla 4.2, que presenta
potenciales de oxidacion de distintas especies, muestra que después del fluor, el HO-, es el
oxidante mas enérgico y en la Tabla 4.3 se puede observar la gran diferencia en las constantes
de velocidad de reaccién de distintos compuestos con el radical hidroxilo y con el ozono. Sin
embargo, es importante destacar que, para ser eficientes, los PAO deben generar altas
concentraciones de radicales hidroxilo en estado estacionario [Doménech et al., 2001].

Tabla 4.2. Potenciales redox de algunos agentes oxidantes

ESPECIE Ey, (V, 25 °C) ESPECIE Ey, (V, 25 °C)
Flaor 3.03 Permanganato 1.68
Radical hidroxilo 2.80 Diéxido de cloro 1.57
Oxigeno atémico 242 Acido hipocloroso 1.49
Ozono 2.07 Cloro 1.36
Peréxido de hidrégeno 1.78 Bromo 1.09
Radical perhidroxilo 1.70 Yodo 0.54
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Tabla 4.3. Constantes de velocidad (k en L mol” s'1) del radical hidroxilo en comparacién con el
ozono para algunos compuestos organicos

COMPUESTO HO- 0;
Alquenos clorados 10° - 10 10" - 10
Fenoles 10°-10" 10°
Aromaticos 10°-10" 1-10°
Cetonas 10°-10" 1
Alcoholes 10° - 10° 10™- 1
Alcanos 10° - 10° 10

En su revision, sobre degradacion y métodos de remocion de antibioticos de matrices acuosas,
Homem y Santos [2011], presentan un andlisis a cerca de las tecnologias mas aplicadas en los
ultimos diez anos, para la eliminacién de este diverso grupo de contaminantes emergentes.

Vale la pena comentar, que en su revisidbn concluyen que los tipos de antibidticos mas
estudiados en estudios de remocion de estos contaminantes emergentes son: las B-lactamas y
las sulfonamidas; en contraste, la agencia de Vigilancia Europea para el consumo de
antibidticos indica que los productos mas prescritos en Europa fueron las B-lactamas, las
lincosamidas y los macrélidos, en el mismo periodo.

Analizan los procesos de adsorcidn, los procesos de membrana: ésmosis inversa, nano y
ultrafiltracién, intercambio idnico asi como los procesos avanzados de oxidacién y los
combinados.

Los puntos mas relevantes sobre las tecnologias revisadas se sintetizan como sigue:

En el caso en que la toxicidad no sea alta para los microorganismos de los sistemas de
tratamiento bioldgicos, estos procesos siguen siendo la mejor opcién. Cuando los tratamientos
convencionales resultan ineficientes para la remocion de este tipo de compuestos, la opcién es
el tratamiento con procesos avanzados de oxidacion, PAOs. De ellas la ozonacion, la oxidacion
con Fenton y foto-Fenton asi como la fotocatalisis con semiconductor son las que se han
trabajado mas.

Con respecto a la cloracion, los autores concluyen que esta técnica parece ser efectiva para la
degradacién de antibioticos presentes en matrices con bajas cargas de materia organica, tales
como agua potable. Las velocidades de reaccion son influenciadas por el pH. Esta técnica ha
sido remplazada por los PAOs a fin de evitar la formacion de especies halogenadas, las cuales
son potencialmente carcinogénicas. A continuacion se presenta informacion relevante sobre los
procesos avanzados de oxidacion.
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4.3.1 OZONACION

Si bien la ozonacion tiene la ventaja de poder aplicarse al tratamiento de corrientes con flujos y
composiciones variables, el alto costo de los equipos y la energia requerida para el proceso
constituyen sus principales desventajas. Varios estudios informan de su efectividad en el
tratamiento para remover antibiéticos. Sin embargo, se presentan bajas tasas de mineralizacién
aun para largos tiempos de tratamiento y la ecotoxicidad de los efluentes tratados permanece
casi sin cambio y algunas veces es mayor, debido a la producciéon de subproductos toxicos. Por
sus limitaciones econdmicas, no se profundiza en esta técnica.

4.3.2 FENTON

La oxidacion con el reactivo de Fenton es una metodologia ampliamente utilizada. En la década
de 1890, Henry John Horstman Fenton desarrollé el reactivo que da nombre la metodologia,
que consiste en una disolucion de peroxido de hidrogeno y de iones ferrosos, la cual posee
propiedades fuertemente oxidantes. El reactivo de Fenton puede trabajarse en fase
homogénea, lo mas usual, o en fase heterogénea.

En este sistema se ha sugerido la formacion del radical hidroxilo HO+ por la reaccion entre el
peroxido y el hierro en su forma reducida Fe2+

Fe*” +H,0, - Fe® + HO" + HO® ;k =76 Lmol™'s™ 1

Dichos radicales podian reaccionar luego por dos vias, la oxidacién de Fe (Il), ecuacion 2 (una
reaccion improductiva) y el ataque a la materia organica (RH):

Fe(Il)+ HO® —> Fe(IIl)+ HO" )
RH + HO® + H,O0— ROH + H,0" — productos oxidados 3

A pH < 3, la reaccion es autocatalitica, [Kiwi, et al., 1993; Pulgarin y Kiwi, 1996] ya que el Fe (lll)
descompone H202 en 02 y H20 a través de un mecanismo en cadena:

Fe" +H,0, =Fe-OOH*" + H* 4

Fe-OOH* —HO; + Fe™ 5

12
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Fe” +H,0, »>Fe"” + HO +HO" 5
. 2. 3
HO; +Fe™" > Fe™ +HO, 7
HO, +Fe® —Fe® +0,+H’ 8
HO +H202 —>H20 +HO2 9

Ya que es un proceso altamente efectivo en la produccion de *OH, se puede aprovechar muy
bien para oxidar materia organica, sin embargo un exceso de iones Fe2+ puede ser
contraproducente, ya que atrapa a la especie oxidante (ecuacion 2), algo similar sucede en
presencia de halégenos; el mismo H,O, o el radical perhidroxilo, como se ve a continuacion.

HO*® + HO,” >0, +H,0

Actualmente se cree que otras especies, de Fe (IV) o Fe (V) (como FeO* y complejos de
ferrilo), son en realidad los agentes activos del proceso. En presencia de exceso de peroxido, la
concentracién de Fe?" es pequefia con relacién a la de Fe**, ya que la reaccién (5) es mas lenta
que la (6). Ambos radicales, el *OH y el HO,¢ reaccionan indiscriminadamente con la materia
organica, pero el segundo es menos reactivo. La constante de velocidad para la reaccion del
ion ferroso con H,O, es alta, y el Fe (ll) se oxida a Fe (lll) en segundos o0 minutos en exceso de
H,O,. Se cree por ello que la destruccion de residuos por el reactivo de Fenton es simplemente
un proceso catalizado por Fe (ll1)-H,O,, y que el reactivo de Fenton con exceso de H,O, es
esencialmente un proceso de Fe ;+/H,0,. Por ello, estas reacciones ocurren también con iones
metalicos de transicion como el Fe (lll) o el Cu (ll), y se las conoce como reacciones tipo
Fenton:

M™ + H,0, — M™D" + HOe + HO

De acuerdo con Doménech et al., [2001] en general el grado y la velocidad total de
mineralizacion son independientes, del estado de oxidacién inicial del Fe. Por su parte, la
eficiencia y la velocidad inicial de mineralizacion son mayores cuando se parte de Fe (ll); en
contraste, las sales de Fe (lll) producen una concentracién estacionaria de Fe (ll). Se debe usar
aqui también un pH menor que 2.8.

13



. ONIDOS 4,
& <,

REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES DE

((s RESIDUOS DE TRATAMIENTO DE EMERGENTES:

MMTA IMPORTANCIA SANITARIA Y AMBIENTAL; DISMINUCION

A S DEL IMPACTO SANITARIO Y AMBIENTAL DE LOS ,

Tecnologia del Agua DESECHOS GENERALDOS. FEDIO AMBIENTE ¥
(TC1104.1)

4.3.3 FOTO-FENTON

Una manera de incrementar la eficiencia del proceso Fenton de oxidacion es mediante su
combinacion con radiacion UV, dando lugar al sistema denominado foto-Fenton. El uso de la
radiacion puede incrementar la eficiencia del proceso debido principalmente a la regeneracion
de iones ferroso y la produccién extra de radicales hidroxilo durante la fotdlisis de complejos
férricos, segun lo siguiente:

Fe"(OHY*" +hv — Fe'+HO-

La utilizacion de radiacion solar constituye una ventaja ya que disminuye significativamente los
costos globales del tratamiento. En este sistema, se puede aprovechar el uso de longitudes de
onda desde 300 nm hasta el visible.

Las concentraciones de Fe(ll) que se requieren pueden ser hasta varios 6érdenes de magnitud
menores que las necesarias en el sistema Fenton convencional.

El desempeio de estos sistemas depende principalmente del pH (idealmente debe estar entre 3
y 4, para evitar la precipitacion de oxihidréxidos a pH alto, y la reduccién de los radicales
hidroxilo a pH muy &acido), temperatura (un incremento en la temperatura en principio es
favorable, aunque puede acelerar la descomposicién del peroxido de hidrégeno), y de las
concentraciones de peréxido (se puede presentar un descenso en la eficiencia del proceso si se
usa un exceso de peroxido) y del soluto a tratar.

Este método tiene sus ventajas, como ya se comentd, sin embargo, también tiene desventajas,
entre ellas que requiere un suministro constante de perdxido y mantener condiciones acidas,
con el fin de evitar la precipitacion de los hidréxidos de hierro. Sus principales aplicaciones se
encuentran en el tratamiento de aguas industriales, suelos vy lixiviados.

Sobre la aplicacién que se ha dado al Foto-Fenton en el ambito del tratamiento de agua para
eliminar compuestos emergentes, se tienen las referencias de EImolla and Chaudhuri [2009 en
Homem & Santos, 2011] quienes estudiaron la degradacion de amoxicilina, ampicilina y
cloxacilina en concentraciones del orden de 100 mg/L en agua destilada, obteniendo, bajo
condiciones oOptimas, la completa degradacion de los antibidticos en dos minutos. El trabajo de
Rozas et al. [2010], referido en la revision de Homem y Santos, sobre la oxidacion de ampicilina
(20 mg), que bajo condiciones 6ptimas (pH =3.5, 87 mM Fe 2+, 454 mM H,0,) alcanzaron la
degradacién completa. Estos mismos autores alcanzaron una mineralizacion mayor (50%
remocion de TOC) con el sistema foto-Fenton que con el Fenton convencional (20% remocion
de TOC) obteniendo productos sin actividad antibacterial. En otro trabajo Bautitz y Nogueira
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[2007] refieren el tratamiento de 24 mg/L de tetraciclina en tres matrices bajo irradiacion solar y
simulada, alcanzando la degradacion total después de aproximadamente 1 min.

4.3.4 FOTOCATALISIS CON SEMICONDUCTOR

Las reacciones de oxidacion degradativa requieren de tres componentes basicos:
a) Una superficie catalitica foto-sensible, tipicamente se usa TiO2
b) Una fuente de fotones

c) Un agente susceptible de oxidacion.

Fotocatalisis es el cambio en la velocidad de una reaccién quimica, o su produccion, bajo la
acciéon de la luz en presencia de sustancias, denominadas fotocatalizadores, que absorben
cuantos de luz y que estan repetidamente involucrados en la transformacion quimica de los
participantes de la reaccion, regenerando su composicion quimica después de cada ciclo de
tales interacciones [Parmon, 1997].

La irradiacion de materiales semiconductores, como el TiO, o el ZnO, con luz de energia mayor
o igual a la de la banda prohibida de energia, promueve un electrén, de la banda de valencia a
la banda de conduccion, dejando un hueco, en el lugar que ocupaba el electréon en la banda de
valencia y un electron adicional en la banda de conduccion, conocido como par electron-hueco,
h*/e” (Fig. 4.1). Las especies fotogeneradas pueden recombinarse, quedar atrapadas en sitios
de la red cristalina o bien migrar hacia la superficie del semiconductor, tal y como se
esquematiza (Fig. 4.1). Una vez en la superficie pueden también ser atrapadas, recombinarse
radiativa o no radiativamente o participar en reacciones redox. En este ultimo sentido, el TiO,
actua como fotocatalizador [Serpone y Khairutdinov, 1996].

Estos dos mecanismos no se pueden diferenciar por el andlisis de los productos de reaccion,
pues en ambos casos generan los mismos radicales organicos principales, como en el caso del
fenol en que ambas rutas conducen al radical dihidroxiciclohexadienilo [Serpone y Khairutdinov,
1996]. Desde el punto de vista termodinamico, las propiedades redox del semiconductor tienen
algunas limitaciones. Para que una especie pueda ser reducida, su potencial redox debe ser
inferior al de la banda de conduccion.

Son dos los modelos propuestos para explicar la fotooxidacion de moléculas organicas en
presencia de TiO,. El primero postula que los huecos fotogenerados de la banda de valencia
reaccionan primeramente con agua fisisorbida sobre la superficie del TiO,, para dar lugar a
radicales hidroxilo enlazados a la superficie (E° redox = 1.5 + 0.3 V vs. electrodo normal de
hidrégeno, ENH, a pH=0); reaccion de oxidacion, esquematizada en la parte inferior derecha de
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la Fig. 4.1. Los radicales hidroxilo pueden reaccionar entonces con sustratos preadsorbidos o
fotoadsorbidos, dandose asi el primer paso en la oxidacion de sustancias organicas. El segundo
mecanismo propone la reaccioén directa entre los huecos de la banda de valencia (E°redox = 3.0
V vs. ENH a pH=0) y los sustratos organicos.

Energia  Semireacciones
A de reduccion

., 0, >0y
Banda de conduccion H,0, + 0, —"OH + OH- + O,

) )
EC ‘ / \¥>
Excitacion

. ., — —» Red
Recombinacion 0x, 1

hv>Eg

Eg~33ev - Red,—> Ox,

N PN I~V
() b)—| "\

Banda de valencia H,0 —>"OH + H*

Semireacciones
de oxidacion

Fig. 4.1. Etapas iniciales en el proceso de descomposicion fotocatalitica de sustancias organicas
contaminantes, con diéxido de titanio

La oxidacion de una especie es posible si su potencial redox se ubica por encima de la banda
de valencia. Si el nivel redox de una especie esta entre ambas bandas, los dos procesos,
oxidacién y reduccion, pueden ocurrir.

El electrén puede reaccionar con especies aceptoras de electrones, como el oxigeno, evitando
la recombinacion y propiciando la posibilidad de reaccion de los huecos con especies capaces
de ceder electrones. Los huecos también pueden reaccionar directamente con moléculas
organicas iniciando asi su descomposicion que puede terminar, en el mejor de los casos, en la
oxidacion total de estas moléculas, en donde los productos finales son CO,, agua y, en su caso,
acidos minerales diluidos, como se ejemplifica enseguida para el fenol:

C,H,OH +70,—%" _;6C0, +3H,0
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Aunque los eventos quimicos que ocurren en las particulas de semiconductor, y en la interfaz
sélido-agua, son complejos, generalmente se acepta que ocurren tres categorias de reacciones
[Blake et al., 1991].

Reacciones productivas que convierten electrones y huecos en especies quimicas activas:

O, +e- + H+ - «HO, Formacioén de radical hidroperdxido
O, +e- o 0Oy Formacioén de radical superéxido

0O, +2H" + 2e- > H,0, Formacién de peroxido de hidrogeno
H,O, + O, —» eOH +OH + O, Reaccion del peréxido de hidrc’>geno1
M™ +ne- >M?° Reduccién de especies metalicas

Consumo de huecos:

H,O +h* — eOH + H* Generacion de radicales hidroxilo
2H,0 + 4h* > O, +4H" Produccién de oxigeno

Reacciones que transforman la materia organica en especies oxidadas

MO + h* = MO oyidaga Oxidacion de materia organica (MO)
MO + ¢OH — MO qigaga + OH" Oxidacion de materia organica (MO)
Reacciones que consumen radicales hidroxilo, no productivas

2 ¢OH —» H,0, Formacion de peréxido de hidrogeno

eHO, + ¢OH — H,O + 0O, Retorno de agua y oxigeno

' Con formacién de radicales hidroxilo
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Mencién aparte merece la adicion de peréxido de hidrégeno pues, al igual que el oxigeno, es
una especie oxidante capaz de recibir electrones, por lo que al hallarse en el medio puede
generar también radicales hidroxilo.

H202 +e — eOH + OH

Sin embargo, también puede consumir huecos y electrones (llisz et al., 1999), que constituyen
reacciones parasitas que no contribuyen a la formacion de radicales especies que,
formalmente, promueven la degradacion de los compuestos organicos.

H202+2h+ —)02 "‘2H+
H202+26_ — 20H "~

En presencia de oxigeno (disolucion aireada), adicionar este reactivo no mejoro
significativamente la velocidad de reaccion de oxidacion del fenol. En general, en la literatura no
hay acuerdo en cuanto a los beneficios que representa utilizar el perdoxido de hidrégeno para
mejorar la eficiencia en los procesos fotocatalizados con TiO,.

En términos de eficiencia de remocion, esta metodologia parece ser prometedora para el
tratamiento de efluentes con bajas cargas de materia organica; agua de rios, agua subterranea
y agua potable). A pesar de que la fotocatalisis con semiconductores ha sido estudiada por
décadas y se han publicado innumerables articulos, esta tecnologia no ha sido aplicada de
manera practica al tratamiento de agua debido a su bajo valor de energia eléctrica por orden
[Homem y Santos, 2011].

4.4 PROCESOS DE ADSORCION Y PROCESOS COMBINADOS

En cuanto a los procesos de adsorcién, éstos no permiten la remocién efectiva de los
contaminantes, sino solo su transferencia a una nueva fase, en donde ahora estan mas
concentrados. Los procesos combinados o integracion de procesos, utilizan mas de un
procedimiento en una secuencia que permite maximizar el desempefo del tratamiento.

Zhang et al. [2006] estudiaron la combinacion del proceso Fenton con osmosis inversa. Primero
realizaron una extraccion liquido-liquido para remover varios compuestos organicos.
Posteriormente, realizaron la oxidacion de Fenton y finalmente usaron un sistema de 6smosis
inversa. La remocién global alcanzada para el TOC fue de 99%.
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Por su parte, Sanchez-Polo et al. [2008], investigaron la aplicacién simultanea de ozonacién y
adsorcion en la remocion de imidazoles. Por su parte Otker et al. [2005], también estudiaron la
combinacion de estas dos técnicas para la remocion de quinolonas. En este caso 80% del
compuesto fue adsorbido y la ozonacién degradd completamente el compuesto adsorbido en
zeolita.

Otros ejemplos son la combinacion de la fotocatdlisis con semiconductor acoplada a
nanofiltracion. Se realizo la oxidacién de lincomicina vy la filtracion permitio la separacion de las
particulas y de los productos de la degradacion [Augugliaro et al., 2005].

A pesar de que la combinacién de métodos no es una practica comun, su aplicacion es de las
mejores opciones de que se dispone para abordar la eliminacion de antibidticos en agua. Estos
métodos no son utilizados de manera generalizada debido a su complejidad, altos costos de
operacion y la mayor parte de las veces debido a que no es practico su uso en modo continuo.

Respecto a los métodos electroquimicos, en una revision reciente realizada por Sirés y Brillas
[2011]. Los autores clasifican estos métodos segun se detalla en la siguiente seccion.

4.41 TECNOLOGIAS DE SEPARACION ELECTROQUIMICA
Se identifican dos procesos: tecnologias basadas en membranas y electrocoagulacion.

El uso de membranas a presion provee una barrera efectiva para aislar la mayoria de los
compuestos organicos e inorganicos, asi como microorganismos. La disposicion de los
concentrados representa cierto riesgo, por lo que algunos autores proponen el acoplamiento
con Procesos Electroquimicos de oxidacion avanzada.

La electrocoagulacién emplea corriente eléctrica para disolver anodos de hierro o aluminio
inmersos en el agua contaminada. Su principal ventaja es su compatibilidad ambiental ya que
su principal reactivo, el electrén, es un reactivo limpio. Este método ha sido visualizado como un
pretratamiento para aguas residuales industriales, para acoplarlo a métodos biolégicos.

4.4.2 TECNOLOGIAS DE OXIDACION ELECTROQUIMICA

La electro-oxidacion u oxidacion anddica, involucra la oxidacion de los contaminantes en una
celda electrolitica sea por transferencia directa de electrones al anodo, o por oxidacién indirecta
o mediada con especies oxidantes generadas en el anodo tales como *OH fisisorbido u oxigeno
activo quemisorbido. En el caso en que el agua contenga cloruros se generan especies activas
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como cloro gas, acido hipocloroso, hipocloritos y cloritos que pueden oxidar a los compuestos
organicos presentes.

4.4.3 TECNOLOGIAS ELECTROQUIMICAS BASADAS EN LA QUIMICA DEL REACTIVO DE FENTON

Esta alternativa electroquimica parece mas atractiva ya que permite la electrogeneracion
continua y/o regeneracién de los reactantes, es decir de H,O, y Fe*, lo gue incrementa la
eficiencia del proceso y enfatiza su compatibilidad ambiental.

En una de las variantes del proceso anterior, el H,O, es adicionado a la disolucion. Se emplea
una celda dividida para evitar que el OH™ generado en el anodo disminuya la velocidad de la
reaccion de Fenton por efecto del incremento en el pH.

En el caso de la técnica Fotoelectro-Fenton, desarrollada por el grupo de Sirés y Brillas [2011],
la disolucion tratada bajo las condiciones de electro-Fenton es simultdneamente irradiada con
luz UVA para acelerar la mineralizacién de los compuestos organicos, asi, mediante la
aplicacion de la luz, se suman al sistema los beneficios del foto-Fenton.

4.4.4 FOTOELECTROCATALISIS

Consiste en la aplicacion de un potencial anédico constante a un anodo, generalmente basado
en una pelicula delgada de TiO,, irradiada con luz UV. Los electrodos fotoinducidos son
extraidos continuamente del anodo a través de un circuito externo para ser inyectados en el
catodo. De esta manera se incrementa el numero de huecos disponibles para las reacciones de
oxidacion.

4.5 NUEVAS TENDENCIAS

Entre las alternativas innovadoras para la remocién o degradacion de compuestos organicos
emergentes del agua se encuentran los procesos avanzados de oxidacion por plasma y
nanomateriales tales como los nanotubos de carbono, los dendrimeros (polimeros de estructura
dendritica) y membranas nanoreactivas.

4.5.1 PLASMA NO TERMICO

Puede ser generado en la disolucion contaminada o en el gas alrededor de descargas eléctricas
generadas por: descarga corona, descargas de barrera dieléctrica, deslizamiento de arco, o
contacto con descargas luminiscentes. La aplicacién de esta opcién, ha permitido la eliminacién
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de compuestos como el acido clofibrico, la carbamazepina y el iopromide, un medio de
contraste.

Existen dos desafios para la sustentabilidad de los tratamientos electroquimicos: obtener
electrodos a menor precio y generalizar el uso de fuentes renovables de energia para
suministrar a los procesos.

De manera general, las tecnologias de separacién y oxidacién electroquimica han sido poco
documentadas para el tratamiento de contaminantes emergentes, por lo que se requiere mas
investigacién y una mejor comprension.

4.5.2 PROCESO AVANZADO DE OXIDACION POR PLASMA

La empresa israeli Aquapure Technologies, patentd un proceso avanzado de oxidacion
mediante plasma no térmico para la degradacion de compuestos organicos, especialmente los
recalcitrantes. El sistema utiliza un electrodo de fibra de carbono y un electrodo de acero
inoxidable a los que se les aplican pulsos de alto voltaje por lapsos de nanosegundos con
frecuencias de 500 a 1,000 Hz. Los pulsos eléctricos de alto voltaje forman una corona de
descarga que se origina en el electrodo de fibra de carbono y termina en la superficie del agua.
Este campo energético provoca la ionizacion del aire dentro del reactor y la generacion
simultanea de ozono, radicales libres *OH y luz UV. En la Fig. 4.2 se muestra un esquema del
reactor.

Electrodo de acero inoxidable

Fig. 4.2. Esquema de reactor de oxidaciéon por plasma

Gerrety et al. [2009], probaron esta tecnologia en experimentos a nivel laboratorio y semipiloto
con recirculacion y en un solo paso, las matrices empleadas fueron efluentes terciarios y
superficial enriquecida; las sustancias a degradar fueron medicamentos (meprobamato, dilantin,
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primidona, carbamazepina, atenolol, trimetoprima) y un plaguicida (atrazina). Observaron que
hubo una degradacién rapida de los compuestos analizados, incluso de meprobamato,
primidona y atrazina que son los de caracter mas recalcitrante. Una ventaja que resaltan de la
tecnologia es que, a diferencia de otros PAOs (UV/H,O, y Os/H,0,), no requiere la adicién
externa de quimicos ni la destruccién posterior del peréxido de hidréogeno.

En otro estudio, a escala piloto, Even-Ezra y su equipo [2009], evaluaron la eficiencia del
proceso para la degradacion de tricloroetileno (TCE), dimetilnitrosamina (DMNA) y 1,4-dioxano
y compararon sus resultados contra los reportados por Carollo Engineers en una prueba piloto
del PAO UV/H,0.. Los autores reportan que el indice de eficiencia energética (con unidades de
KWh/m?) del proceso de plasma no térmico fue casi idéntico a la del UV/H,O, para la
degradacion de TCE (1.65 y 1.58 KWh/m®contra 1.7 KWh/m®), mientras que para DMNA el
reactor de plasma fue mas eficiente en todos los escenarios probados (0.87, 0.5 y 1.49 KWh/m®
contra 1.9 KWh/m?®). En cuanto al otro compuesto estudiado no hubo forma de compararlo, pero
se logré una remocion de 94% con un indice energético de 2.75 KWh/m?.

La tecnologia de plasma no térmico tiene la capacidad para degradar los compuestos organicos
incluso los recalcitrantes, sin embargo, la configuracién del equipo no permite el tratamiento de
grandes caudales.

4.5.3 NANOTUBOS DE CARBONO

Los nanotubos de carbono son macromoléculas de forma cilindrica cuyas paredes estan
hechas de atomos de carbono entramados en forma hexagonal. Hay dos tipos principales de
nanotubos de carbono, los de pared simple y los de paredes multiples. Debido a que presentan
una gran area superficial y a su estructura tubular son considerados como sorbentes
potenciales. Theron et al. [2007] revisaron las evaluaciones de diversos autores que
compararon el desempefio de los nanotubos de carbono contra carbon activado para la
remocién de diversos compuestos y en todos los casos los nanotubos de carbono fueron mas
eficientes. En la Tabla 4.3 se muestran los datos reportados en el trabajo antes citado.

4.5.4 DENDRIMEROS

Los dendrimeros son macromoléculas ampliamente ramificadas, relativamente monodispersas,
de composicion y arquitectura controladas que constan de tres componentes: nucleo, celdas
ramificadas interiores y celdas ramificadas terminales [Fréchet & Tomalia, 2001, Citados por
Savage y Diallo, 2005].
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Los dendrimeros tienen la capacidad para atrapar a los compuestos organicos ya sea por
encapsulamiento o bien por adsorcion electrostatica en las ramificaciones de los dendrimeros;
estos ultimos pueden ser removidos por membranas de microfiltraciéon o de ultrafiltracion con un

peso molecular de corte adecuado [Theron et al., 2008].

Multi Walled Manotubes

Single Walled Nanotubes

Fig. 4.3. Nanotubos de carbono de pared sencilla y de pared multiple
Fuente: http://lwww.tedpella.com/gold_html/Nanotubes.htm

Tabla 4.4. Remocidén de algunas sustancias organicas con nanotubos y carbén activado

‘ TIPO EFICIENCIA DE REMOCION
CONCENTRACION Nanotubos de Carboén Nanotubos Carboén
SUSTANCIA INICIAL carbono activado de carbono activado
P -nitrofenol 10 mg/L Polimerizados  CAG 99 47
Tricloroetileno 10 mg/L Polimerizados  CAG =100% 55%
Microcistinas Nd De pared Base 4 veces mayor que para el
sencilla madera carbon activado
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g5-cho

Fig. 4.4. Representaciéon de dendrimeros
Fuente: http://curiosidadesdelamicrobiologia.blogspot.com/2009/01/unir-para-destruir.html

4.5.5 MEMBRANAS NANOREACTIVAS

En las revisiones del estado del arte de los nanomateriales efectuadas por Savage y Diallo
[2005] y Theron et al. [2008], muestran membranas de distintos tipos acopladas con
nanomateriales para lograr remocion de contaminantes especificos tanto organicos como
inorganicos. A continuacién se enlistan tres ejemplos de los trabajos consignados en dichas
revisiones:

DeFriend y colaboradores [2003], que elaboraron membranas de ultrafiltracion acopladas con
nanoparticulas de alumina con excelentes resultados en la remocién de algunas tintas y
pigmentos. El segundo ejemplo es el desarrollo de membranas de acetato de celulosa
impregnadas de nanoparticulas de hierro de valencia cero, que Wu y colaboradores [2006]
hicieron, para la deshalogenacion reductiva de tricloroetileno. Los resultados alcanzados
mediante este sistema mostraron que el sistema es muy efectivo.

El tercer trabajo es el de Dotzauer y colaboradores [2006], que lograron remover mas del 99%
de 4-nitrofenol y 4-aminofenol del agua utilizando membranas poliméricas modificadas con
nanoparticulas de oro.

Si bien, todos los ejemplos de membranas impregnadas o modificadas con nanomateriales son
exitosos, ninguna de ellas esta disponible comercialmente por lo que su aplicacién en procesos
de tratamiento a nivel municipal en este momento no es viable.

Por su parte, tanto los nanotubos de carbono como los dendrimeros si bien tienen propiedades
que los hacen muy atractivos para el tratamiento del agua, esas mismas propiedades podrian
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conferirles caracteristicas toxicas y es dificil evaluar el efecto que tienen sobre la salud humana
y sobre el ambiente porque los métodos y herramientas para efectuar la evaluacion no estan

totalmente desarrolladas [Theron et al., 2008].

4.5.6 APLICACION DE PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA PARA LA ELIMINACION DE
CONTAMINANTES EMERGENTES

A continuacién en las Tabla 4.5 y Tabla 4.6, se listan algunos trabajos sobre la aplicacion de
procesos de oxidaciéon avanzada aplicados especificamente a los contaminantes emergentes.

Tabla 4.5. Aplicaciones de los procesos de oxidacién avanzada para la remocién de
contaminantes emergentes
SUSTANCIA O

COMPUESTO

Ibuprofeno y
diclofenaco

REFERENCIA

Zwiener & Frimmel,
2000

TRATAMIENTO

Ozono con perdxido de hidrogeno
(O3/H20y).

DEGRADACION
(%)

90

Nonilfenol y bisfenol

Wintgens, et al., 2002

Reactores bioldgicos de
membranas y una unidad externa
de ultrafiltracién seguida de una
absorbancia por medio de carbon
activado granular

>90

Carbamazepina

Andreozzi et al., 2002

Sistema combinado de
fotocatalisis solar con TiO,/H,0, y
O3

100

a-Metilfenilglicina

Sirtori et al., 2009

Foto-Fenton adicionado con H,0,
como pretratamiento a un reactor
de biomasa inmovilizada (IBR)

Penicilina

Arslan et al.,, 2004

Ozonacion y perozonacion
(O3+H,0,)

83

Plaguicidas: metomil,
dimetoato, oxamil,
cimoxalin y pirimetanil

Oller et al., 2007

Sistema de oxidacién solar por
fotocatalisis con TiO, y foto-
Fenton en reactores parabdlicos

Cada
plaguicida >90

4-clorofenol

Goel et al., 2010

Fotocatalisis heterogénea
utilizando dioxido de titanio,
pretratamiento en un sistema
bioldgico anaerobio de lodos
activados

100
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Tabla 4.6. Aplicacion de procesos de oxidacion avanzados para la remocion de farmacos
CoNcC. EN

FARMACO GRUPO/TIPO/USO AGUAS MG/L COND.EXPERIMENTALES OBSERVACIONES ELIMINACION % ANO
Escala laboratorio Ko03=6.8 x10° M s” 100
[Clo=26uM (8 mg/L) (por reaccion (degradacion
Relaciéon molar competitiva con completa de los
Diclofenaco Anti-inflamatorio 10( 28.4) (Os: diclofenaco) 10:1 butanol), propuesta de  productos 2008
Con/sin t-BuOH mecanismos de primarios
[O3]o minima para 10 ug/L de  reaccién del O3 y HO+  potencialmente
diclofenaco = 016mg/L. Subproductos: téxicos)
diclofenaco 2,5-
iminoquinona (32%),
5-hidroxidiclofenaco
(7%)
2,6-dicloroanilina
(19%)
Escala de laboratorio Aguas residuales >93
[03]=0.23 MM, caracterizadas y = 15(TOC)
pH 7.8-8.7 filtradas.
Naproxeno Anti-inflamatorio 0.33-0.39 [C]o= 300 ng/L. 10 domésticas y 8 2008
Escala de laboratorio urbanas. >94
[Os]= 0.23 mM Subproductos: > 90 (TOC)
[Clo= 389 ng/L oxalatos y carboxilatos
[H205] =20 mM de bajo peso
0.15 ml 30% w/v cada 5 min., molecular.
en5L.
Escala de laboratorio Aguas residuales 9
[03]=0.23 MM, caracterizadas y =15 (TOC)
pH 7.8-8.7 filtradas.
Metronidazol Antibiético,antibacteri 0.2 [Clo= 188 ng/l 10 domésticas y 8 2008
ano urbanas.
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CoNc. EN

GRUPO/TIPO/USO AGUAS MG/L COND.EXPERIMENTALES

FARMACO

OBSERVACIONES

ELIMINACION %

Escala de laboratorio

Subproductos:

92

[O3]= 0.23 mM oxalatos y carboxilatos >90 (TOC)
[Clo= 212 ng/L de bajo peso
[H,O,] =20 mM molecular.
0.15 ml 30% w/v cada 5 min,
en 5L.
Escala de laboratorio Aguas residuales 87
[O3]= 0.23 MM, pH 7.8-8.7 caracterizadas y = 15(TOC)

Sulfametoxazol Antibidtico, 0.12-0.15 [Clo= 117 ng/L filtradas.

sulfonamida 10 domésticas y 8 2008

Escala de laboratorio urbanas.
[O3]=0.23 mM Subproductos:
[Clo= 150 ng/L oxalatos y carboxilatos 90
[H,0,] =20 mM de bajo peso >90 (TOC)
0.15 ml 30% w/v cada 5 min,  molecular.
en 5L.
Escala de laboratorio >93
[O3]= 0.23 MM, pH 7.8-8.7 Aguas residuales = 15(TOC)
[Clo= 464 ng/L caracterizadas y

Ofloxacida Antibidtico, filtradas.

fluoroquinolonas 0.46-0.56 10 domésticas y 8 2008

Escala de laboratorio urbanas.
[O5]= 0.23 mM Subproductos: >94
[Clo= 565 ng/L oxalatos y carboxilatos  >90(TOC)

[H202] =20 mM ,
0.15 ml 30% w/v cada 5 min.,
en 5L

de bajo peso
molecular.
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La revision de la bibliografia publicada en los ultimos diez afos, realizada por Homem y Santos
[2011] presenta una excelente recopilacién sobre el tratamiento aplicado tanto a muestras
sintéticas como reales conteniendo diversos antibiéticos. La informacién se encuentra resumida
en cuadros del tipo antes presentados, por lo que se recomienda consultarlos al lector

interesado.

Las tablas anteriores permiten visualizar el tipo de condiciones en que se realizan los
experimentos para la remocion de contaminantes emergentes utilizando los diversos procesos
de oxidacion avanzada. Como parte de este estudio se abordd experimentalmente la oxidacion
fotocatalitica de carbamazepina, por lo que se sintetizan algunos trabajos sobre la remocion de
carbamazepina en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Sintesis de los principales trabajos dirigidos a la remocion de carbamazepina en agua
CONCENTRACION

CONDICIONES

ELIMINACION

EN AGUA EXPERIMENTALES OBSERVACIONES (%)
Relacion molar Aguas naturales. Bajo gradode 100 2002
(O3:carbamazepina)=10; mineralizacion después de 60
[C]o=0.8-118mglL; min.
[Oslo = 1.0 mg/L; 10-60 min.  Ky=(7.81+/- 1.31)*10*M™'s™
0.08 mg/L KO;>10°M™'S™ 100 2002
Simulacién de una estacion
depuradora Real: Pre-
Escala de laboratorio ozonizacion [Oz]= 0.7-1.0 mg/L
[Clo= 1 pgl/L; durante 3 min.
[O3] = 0.5 mgl/L; Floculacion (FeCls). Filtracion
(GAC). Ozonizacion principal
[O3]= 1.0-1.5 mg/L durante 10
min.
Filtracion multicapa, y adsorcion
final con GAC
[Clo= 7.1 mg/L; Agua sintética 100 2004
[O3] = 0.42 mM Medidas de toxicidad (Rotoxkit)  (en 2 min.)
pH 7.6; 298 °K; 1.2 y 5 min. con algas y con rotiferos. Sin
generacion de productos
toxicos
Escala de laboratorio 4 aguas naturales con distinto 97-99 2003

[Clo= 0.5 uM

[O3] = 0.1-2 mg/L
[t-BuOH]= 10-50 mM

pH 7-8; (buffer fosfato 5-50
mM): 10-20° C ; 10 min.

DOC (1.2-3.7 mgl/L)

AIcaI|n|dad (O 7- 4 1 mM)
Kos= 3x10°M'S™

Kon= 3.3-9.8*10° M™'S™
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CONCENTRACION CONDICIONES ELIMINACION
EN AGUA EXPERIMENTALES OBSERVACIONES (%) ANO
2.1 +4/-0.04 Planta piloto (2m™/h) [DOC]p = 23.0 mgl/L; >98 2003
mg/L [Clo= 2.1 ugl/L; DQO = 30.0 mg/L;
[O3] =5-15 mg/L DBOs= 2.8 mg/L;
pH 7.2 : 18 min. Desinfeccion de

microorganismos (Clostridium,
streptococos, Escherichia coli).
Evaluacion econdmica

0.065 mg/L Escala de laboratério Aguas residuales >94
[0O3] = 0.23 mM; pH 7.8-8.7 caracterizadas vy filtradas: =15(TOC)
[Clo= 65 ng/L 10 domésticas y 8 urbanas
— Subproductos: oxalatos y —— 2008
Escala de Laboratdrio carboxilatos de bajo peso >908
[O3] = 0.23 mM; pH 7.8-8.7 molecular. >90(TOC)
[Clo= 61 ng/L

[H.O,] =20 mM , 0.15ml
(30% w/v) cada 5 min. en 5L

4.6 APLICACION PRACTICA DE LA FOTOCATALISIS. EL CASO DE LA CARBAMAZEPINA

Del analisis de la informacion revisada es claro que cada metodologia ofrece ventajas y
desventajas y que las mas utilizadas son la ozonacién, Fenton, foto-Fenton y fotocatalisis
heterogénea con TiO,.

En este estudio se selecciond a la fotocatalisis heterogénea con TiO, como la metodologia a
evaluar experimentalmente para determinar en qué medida puede ser util para el tratamiento de
un agua subterranea especifica. Para ello se utilizé a la carbamazepina como compuesto
modelo y se prepararon disoluciones en agua deionizada como matriz.

4.6.1 ANTECEDENTES

De entre los muchos contaminantes clasificados como emergentes, se seleccioné a la
carbamazepina como una molécula representativa para evaluar el tratamiento por fotocatalisis
heterogénea con TiO, inmovilizado.

Como se detalla lineas abajo, es un compuesto encontrado frecuentemente en cuerpos de agua
tanto superficiales como subterraneos.

Leclercq et al. [2008] demostraron que entre los farmacos mas habitualmente hallados en
ambientes acuaticos esta la carbamazepina. Asimismo, estos investigadores mencionaron que
este compuesto activo se encuentra disperso generalmente en aguas residuales y superficiales
y, pese a que es dificil su remocion mediante métodos convencionales para el tratamiento de
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aguas, el tratamiento de aguas residuales con un tiempo de retencién hidraulico de 78 dias,
puede disminuir la concentracion de carbamazepina, hasta en un 73%.

Herber et al. [2002], realizaron estudios de monitoreo de compuestos farmacos en los afos
1996 y 1999 en agua subterranea, en donde identificaron a los farmacos: diclofenaco, acido
clofibrico, ibuprofeno, propipezona, primidona y carbamazepina a bajas concentraciones, pero
en el caso de algunos compuestos ellos determinaron concentraciones de hasta 7.3 ug/L. Y
mencionaron que la velocidad de remocién de la Carbamazepina tanto en influentes como en
efluentes fue relativamente baja (8 %).

Fenz et al. [2005], reportaron que el antiepiléptico carbamazepina se encontrd en el efluente de
una planta de tratamiento de aguas residuales en concentraciones superiores a 3.8 ug/L. Las
plantas que usan el sistema de lodos activados, remueven muy pocas cantidades del farmaco
carbamazepina. Pero existen estudios donde indican un incremento en la concentracién de este
compuesto durante el tratamiento del agua debido a los conjugados metabdlicos que se forman
durante estos procesos. Por tal razén al descargar el agua residual a los rios 0 a un cuerpo
receptor hay residuos de este antiepiléptico.

Asimismo, Loeffler et al. [2005], estudiaron la adsorcion de carbamazepina en el tratamiento de
lodos activados evaluando el comportamiento de adsorcion del farmaco en sistemas agua/
sedimento. Los autores mostraron que el antiepiléptico CBZ tiene una moderada afinidad por la
sedimentacion, argumentando que se debe a su lipofobicidad. Pero de forma global
concluyeron que la adsorcion de CBZ en el sistema de lodos activados fue minima.

Por otra parte, se ha reportado que la CBZ tiene una gran resistencia a la degradacion y
determinaron su presencia en efluentes tratados de aguas residuales municipales asi como en
aguas superficiales. Estos autores indicaron que en contraste con el tratamiento clasico de
aguas residuales municipales donde persiste este farmaco, la CBZ puede removerse en un alto
porcentaje mediante los procesos avanzados de oxidacién quimica (PAOs), tales como
ozonacién y degradacién fotocatalitica con TiO,. La fotodegradacion puede contribuir a la
remocién de carbamazepina y otras moléculas, lo cual conduce a la degradacion de
compuestos mas biodegradables. Leclercq et al. [2009], mostraron que la fotdlisis directa
conduce a la formacion de acridina y acridona. Estos compuestos también se forman durante el
proceso de fotocatalisis heterogénea, tienen alta toxicidad pero también logran ser oxidados en
este ultimo proceso.

Stamatelatou et al. [2003], Mcdowell et al. [2005], Hua et al. [2006], Carballa et al. [2007] y
Kotcharaksa [2008], evaluaron diferentes procesos para la remocion del antiepiléptico, entre los
que se encuentran: procesos bioldgicos, quimicos, fotodegradacion y adsorcion.
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El proceso bioldgico desarrollado por Stamatelatou et al. [2003], consistié en utilizar un reactor
tipo Batch SBR (sequencing batch reactor) operado durante un tiempo de residencia hidraulico
de 10 dias para la degradacion de la CBZ. Los autores concluyeron que el farmaco no fue
degradado en el SBR, por lo que decidieron efectuar dos estudios uno a nivel laboratorio y otro
a gran escala en un sistema de lodos activados para disminuir la. En el experimento a nivel
laboratorio determinaron una insignificante velocidad de remociéon de CBZ, en tanto que en el
sistema de lodos activados efectuado a gran escala, demostraron pequefias reducciones de
concentracién, de menos de 30% del compuesto.

En otro reporte, Carballa et al. [2007], procesaron muestras de agua que contenian CBZ. Los
autores realizaron sus experimentos a nivel piloto y en campo. Usando digestién anaerobia,
encontrando muy poca remocién de CBZ. Solo un procedimiento biolégico donde emplearon
biorreactores con membranas, suplementados con carbén activado, reflejo biodegradacion de
carbamazepina de entre 30 y 40%.

Por otra parte, los procesos quimicos que usaron Ternes et al. [2002], para el tratamiento de
aguas con residuos de carbamazepina fueron oxidacién avanzada principalmente con ozono y
fotocatalisis. Determinaron que la oxidacion avanzada con dosis 0.5 mg/L de este reactivo,
removié el 90% de CBZ que se encontraba en el agua. Complementando lo anterior, las
investigaciones de Mcdowell et al. [2005] y Hua et al. [2006], hacen referencia a que el ozono
reacciona con el doble enlace del grupo carbonilo formando subproductos que consisten
principalmente en grupos quinol que son mas facilmente degradables que la molécula de CBZ
de la cual proceden.

Estudios realizados por Prairie et al. [1993], Hoffmann et al. [1995], Bahnemann [1999] y Malato
et al. [2002], mencionan que el proceso de oxidacion avanzada empleando fotocatalisis en
combinacion con el catalizador TiO,, fue eficaz para el tratamiento de aguas contaminadas con
compuestos emergentes, primordialmente CBZ. Los autores destacan que este proceso utiliza
la radiacién UV e indicaron que la radiacién UV por si sola en la degradacion de CBZ no fue
eficiente. Asimismo, resaltaron, que la luz UV en conjunto con el catalizador TiO, incrementé
substancialmente la eficiencia de remocion de carbamazepina obteniendo hasta un 99%.

En la Fig. 4.5 se muestra la ruta de degradacién de carbamazepina mediante el proceso de
fotocatalisis heterogénea con diéxido de titanio [Doll y Frimmel, 2004].

Considerando estos antecedentes y la necesidad de un tratamiento efectivo para eliminar
compuestos emergentes de los rechazos o salmueras generadas en los tratamientos de
potabilizaciéon del agua mediante procesos de membrana, se concluye que es necesario evaluar
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nuevas técnicas para remover completamente estos residuos y evitar asi que farmacos y otros
productos emergentes se propague en fuentes naturales de abastecimiento.
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Q O «OH/HO,*
N ——— —_—
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Fig. 4.5. Vias de degradaciéon de carbamazepina mediante Fotocatalisis con TiO,

4.6.2 METODOLOGIA

En este caso se decidié evaluar la fotocatalisis con TiO,, una efectiva modalidad de los métodos
de oxidacion quimica avanzada. Se evalu6 una forma de diéxido de titanio inmovilizada sobre
vidrio Pyrex mediante la técnica de sol-gel, que la hace una forma muy estable del catalizador y
que facilita su aplicacion ya que no se requiere ningun proceso adicional para separar el
catalizador, como normalmente sucede cuando se utiliza en polvo.

4.6.2.1 Materiales y reactivos
e Carbamazepina (CBZ) grado estandar de la marca Sigma-Aldrich
e Acetona, nanogrado
e Agua deionizada

e Kit comercial para determinacién de CBZ, marca Abraxis
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4.6.2.2 Concentrador auténomo para la degradaciéon de carbamazepina en agua

La experimentacion se realizé en un reactor tipo CPC (Fig. 4.6), disefiado por Manuel Collares
Pereira de acuerdo a las caracteristicas del proyecto SOLAR SAFE WATER [Collares, 2005]. El
reactor es un sistema estatico, que se compone de cuatro tubos o reactores internos de vidrio
de borosilicato, los cuales se alinean con el eje este-oeste, sobre un plano inclinado a tantos
grados como la latitud del lugar, logrando la orientacion 6ptima del reactor. Si el reactor tiene
otra orientacion, el sistema pierde eficiencia dado que recibe menos horas de radiacion. Es
importante tener en cuenta las sombras que caen sobre el reactor, ya que una sombra mal
calculada puede hacer que el reactor detenga su proceso. Por ello, el equipo se debe colocar
en una superficie donde no se proyecte ninguna sombra para que la radiacién sea siempre
constante, ya que la interrupcion no controlada de la radiacion es un problema importante en las
operaciones del reactor.

No todos los vidrios transmiten la radiacién UV. Los vidrios comunes tienen un contenido de
hierro que absorbe la radiacién UV, de manera que es necesario utilizar vidrio sin hierro o con
bajo contenido del mismo para evitar pérdida de absorcion. En el reactor se utilizan tubos de
vidrio borosilicato [Collares, 2005] de 1.8 mm de espesor, 0.045 m de diametro interno y 0.94 m
de longitud de marca SCHOTT Duran. Las conexiones que unen a los tubos de vidrio, al
contenedor y a la bomba, estdan hechas de plastico resistente a radiacion UV. El equipo
auténomo cuenta con un celda fotovoltaica de 0.33 m? para el funcionamiento de la bomba la
cual tiene una capacidad de 0.2 L/s.

El reactor cuenta con una superficie total de coleccién de 0.61 m? Para obtener la mayor
captacién de radiacién solar el reactor tiene un angulo de incidencia, que se logra empleando el
angulo correspondiente a la latitud geografica [Chacon, 2003]. Para la ciudad de Cuernavaca,
los colectores estan colocados en forma horizontal sobre una plataforma con una inclinacion de
19° equivalente a la latitud local, con respecto a la horizontal, para evitar ajustes por el angulo
de inclinacién del colector.

Dentro del reactor se coloca una forma inmovilizada del catalizador diéxido de titanio, preparada
mediante la técnica de sol-gel [Gelover 2004], consistente en peliculas del catalizador
soportadas sobre vidrio Pyrex®, lo que permite manejar el catalizador de una manera muy
limpia, ya que al encontrarse inmovilizado no requiere ningun proceso de recuperacion del
catalizador como seria filtracion por 0.45 pym o centrifugacion, en el caso de utilizarse el
catalizador en su forma tradicional, en polvo (Fig. 4.7).
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Fig. 4.7. Fotografias de los fotorreactores (izq.) y detalle del catalizador inmovilizado sobre vidrios
Pyrex (der.) en un arreglo sobre una varilla de vidrio a manera de soporte
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4.6.2.3 Cuantificacion de carbamazepina

Para evaluar la efectividad del proceso de tratamiento seleccionado, la carbamazepina se
determiné mediante inmunoensayo enzimatico, esto es una prueba de ELISA con el kit Abrxis.
Se basa en la deteccidn de un antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac), inmovilizado sobre una
fase soélida y mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una reaccion,
la prueba recurre al empleo de inmundgenos, haptenos o anticuerpos marcados con
una enzima cuyo producto colorido, puede ser medido espectrofotométricamente. Este
principio tiene las propiedades del inmunoensayo ideal: es versatil, robusto, simple en
su realizacién, emplea reactivos econdmicos y consigue, mediante el uso de la fase
solida, una separacion facil entre la fraccion retenida y la fraccion libre [Pérez y Sevilla,
2009].

Consideraciones generales de la técnica

Las condiciones de almacenamiento de este Kit son en un refrigerador con una temperatura de
4-8 °C y antes de ser usado es conveniente dejarlo un tiempo a temperatura de 20-25°C para
garantizar la reproducibilidad de las determinaciones.

Las fases para la realizacion de una técnica de ELISA se listan a continuacién [Pérez y Sevilla
2009]:

a) Sensibilizacion de la placa

b) Bloqueo de espacios vacios.

c) El Ag o Ac se fija a una superficie

d) Aplicacién del espécimen de prueba

e) Controles positivo y negativo

f) Deteccion y caracterizacion por Ac. Marcado

g) Incubacién con la muestra

h) Incubacién con el sistema de deteccién

i) Adicién del sustrato
De acuerdo con el fabricante, el limite de deteccién de la prueba es de 0.021 ppb (ug/L).

Reproducibilidad: el coeficiente de variacion (CVs) esperado para los estandares es de <13% y
para el caso de muestras es de <20%.
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Selectividad: la técnica exhibe una excelente reactividad con el farmaco y no presenta reaccion
con compuestos que no sean derivados de carbamazepina.

Reactividad:

e Carbamazepina (CBZ) 100%

e 10,11-Dihidro CBZ 97%
e 10,11-Epoxi CBZ 78%
e 2, Hidroxi CBZ 13%
e Protriptileno 8.6%
e Amitriptileno 4.1%
e Opipramol 3.9%
e Imipramina 3.6%

El kit ofrece caracteristicas suficientes para ser empleado en la determinacién del farmaco
durante los experimentos de oxidacion fotocatalitica planeados.

a) Materiales del Kit Abraxis Carbamazepina:

b) Plato (microtiter) cubierto con un segundo anticuerpo

c) Estandares (0,0.025, 0.050, 0.10, 0.25, 0.5, 2.5 ng/mL)

d) Solucién de anticuerpo (mouse anti-carbamazepina), 6 mL

e) Carbamazepina-HRP, 6mL

f) Diluente/cero, 25 mL

g) Se usa para diluir muestras con una concentracion superior a 2.5 ppb
h) Solucién de lavado concentrada 5X (100 mL)

i) Solucién de color (TMB), 12 mL

j) Disolucion de paro, 6 mL

Procedimiento de la Técnica ELISA (Abraxis) para la determinacion de Carbamazepina

a) Agregar 50 pl de la disolucién diluyente, a los pocillos a utilizar. (Se usa esta disolucion
para diluir muestras con una concentracién arriba de 2.5 ppb)
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b) Adicionar 75 pl de la solucion estandar, control y muestras, cada uno en dos pocillos del
plato (microtiter), se recomienda que se usen duplicados o ftriplicados para la
corroboracion de resultados. Se sugiere seguir la secuencia mostrada en la Tabla 4.8.

Donde:

C: Representa el control o el estandar 0

S1-S6: Son los estandares 1 al 6 respectivamente
E1-E6: Es la muestra problema a cuantificar

B: Indica el blanco, en este caso es agua deionizada

Tabla 4.8. Configuracioén de los controles, estandares y muestras en el Microtiter

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A C C E-2 | E-2 B
B S1 S1 E-3 |E-3 B
C S2 S2 E-4 |E-4 B
D S3 S3 E-5 |E-5 B
E S4 S4 E-6 |E-©6 B
F S5 S5 B
G S6 S6 B
H E-1 E-1 B

c) Adicionar 50 ul de la disolucion de enzima conjugada a todos los pocillos

d) Colocar 50 ul de la solucion de anticuerpo a todos los pocillos, tapar con parafiim y
mezclar el contenido de forma circular aproximadamente 30 segundos, y dejar incubar 90
minutos a una temperatura de 4-8°C

e) Transcurrido el tiempo, vaciar los pocillos de un solo golpe y lavar 4 veces con la solucién
buffer 1X. Sacudir la placa con leves golpecitos en un papel

f) Afadir 100 pl de la solucion de color a todos los pocillos, tapar con parafilm, agitar
suavemente por 30 segundos e incubar por 30 minutos a temperatura ambiente. Cubrir
las muestras de la luz del sol

g) Anadir 50 pl de la solucion de frenado a todos los pocillos en la misma secuencia en que
se adiciono la disolucion substrato/color

h) Por ultimo, leer la absorbancia usando un lector de placas de ELISA a 450 nm, 15
minutos después de finalizada la reaccion
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Curva de calibracion

Para la extrapolacién de los resultados obtenidos en los experimentos de degradacion de
carbamazepina mediante Fotocatalisis Heterogénea con dioxido de titanio (FH/TiO,) a
diferentes tiempos, se realizé una curva de calibracion utilizando los estandares incluidos en el
Kit Abraxis, cuyas concentraciones en nanogramos fueron: 25, 50, 100, 250, 500 y 2,500 ng/, se
incluyd un control sin farmaco y se muestreé periodicamente (Tabla 4.9).

Tabla 4.9. Concentraciones de carbamazepina estudiadas por fotocatalisis heterogénea

CONCENTRACION (NG/L) TIEMPO TOTAL DE PERIODICIDAD EN EL
MUESTRA EXPOSICION (H) MUESTREO (MIN)
1 2500 1 10
2 1000 1 10
3 500 1 10
4 500 3 30, 60
5 150 3 30, 60

En la Fig. 4.8 se muestra una tipica curva de calibracion obtenida. En las abscisas se grafican
los valores para el Logqo de las concentraciones de los estandares y en la ordenada los valores
correspondientes del %B/Bo, que corresponden al cociente de las absorbancias relativas de
cada estandar respecto del estandar de concentracidon cero o blanco. Se observa que, la
relacion de la concentracion vs % B/Bo es inversa, lo que significa que el color desarrollado es
inversamente proporcional a la concentracion.

0.8 4

0.6 1

%B/Bo

0.4 4

0.2 4

—&— Curva inicial

0.0 T T T T
2.0 -1.5 -1.0 0.5 0.0 0.5

Concentracién ng/mL

Fig. 4.8. Curva de calibracion para la cuantificacién de carbamazepina en agua
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4.6.2.4 Muestra sintética de farmacos para tratamiento fotocatalitico.

Con el fin de obtener una estimacion de la efectividad del proceso de oxidacion fotocatalitica
heterogénea, en el tratamiento de salmueras generadas por el proceso de potabilizacion con
membranas de agua subterranea contaminada con algunos farmacos (Cortés, et al., 2011) se
preparé una muestra sintética con agua desionizada y farmacos comerciales.

A la muestra sintética se incorporaron los farmacos que fueron detectados en muestras de agua
subterranea. Para preparar la disolucion, primero se generd una disolucion madre conteniendo
los farmacos en concentraciones del orden de mg/L.

Para preparar esta disolucion se tomaron en cuenta las solubilidades de todos los farmacos
utilizados, por lo que se utilizé como disolvente etanol, que disuelve a todos los farmacos
empleados en la disolucion. A partir de esta disolucion se generaron diluciones en agua hasta
alcanzar concentraciones del orden de nanogramos por litro. La disolucion final se expuso
durante tres horas a radiacion solar, en el concentrador autébnomo descrito.

Los farmacos utilizados para preparar la muestra sintética fueron: Metilprednisolona, DEET,
cafeina, eritromicina-H,0, sulfametoxasol y carbamazepina (Tabla 4.10). Esta ultima se trabajé
a una alta concentracion, pues era del orden de concentracidon que se estaba trabajando en ese
momento en las pruebas de fotocatalisis. En todos los demas casos las concentraciones se
aproximaron a los valores encontrados en el agua subterranea.

Tabla 4.10. Concentraciones de los solutos con los que se preparé la muestra sintética

CONCENTRACION EN EL CONCENTRACION EN LA MUESTRA
COMPUESTO ACUIFERO (NG/L) SINTETICA (NG/L)

Eritrocicina 1.35 1.35
Sulfametoxazol 10.4 22.8
Cafeina 24.3 24.3
Metilperednisolona 12.9 12.9
DEET 0.923 2.5

Carbamazepina 5.24 1,500

Muestras tomadas a la entrada y salida del tratamiento fueron enviadas a AXYs Analytical
Laboratories, en British Columbia, Canada, para su analisis

De acuerdo con el procedimiento del laboratorio, las muestras fueron sometidas a un proceso de
extraccién en medio acido (pH=2) y analizadas mediante un sistema acoplado de cromatografia de
liquidos- espectrometria de masas, en modo Positive Electrospray lonization LC-MS-MS. Los
controles de calidad para el analisis de los farmacos incluyen el analisis de un blanco, el uso de
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surrogados, o sustitutos, isotdpicamente marcados para determinar los porcentajes de recuperacion,
muestras fortificadas, asi como el uso de estandares internos para realizar la cuantificacion.

4.6.3 RESULTADOS

En esta seccidon se presentan resultados de la evaluacion experimental de la oxidacion
fotocatalitica de carbamazepina utilizando diéxido de titanio inmovilizado y energia solar como
catalizador, asi como los resultados obtenidos para la muestra sintética, una mezcla de seis
farmacos, después de tres horas de exposicion en el sistema de oxidacion fotocatalitica.

4.6.3.1 Estudio de la oxidacion fotocatalitica de carbamazepina

Cuando Estudio de la oxidacion fotocatalitica de carbamazepina se realiza este tipo de
estudios, es conveniente verificar inicialmente que la molécula de estudio no sufra cambios en
su concentracion, por otros efectos que no sean los atribuibles a la actuacion del catalizador
activado por la energia, en este caso del sol.

En estas pruebas se realizaron dos controles: el primero para verificar que el sistema de
recirculacién no destruyera la molécula, esto es necesario ya que en ocasiones el bombeo, la
adsorcion sobre los materiales del sistema, entre otros efectos modifican la concentracion del
soluto en estudio. El segundo control se realizd para determinar la proporcién que juega la
fotdlisis en la transformacién de la molécula dentro del sistema fotocatalitico.

Para llevar a cabo el estudio de la degradacion del farmaco carbamazepina se utilizaron 300 g
de anillos de TiO, inmovilizado (equivalente a 525 mg de TiO;) distribuidos en los cuatro
reactores del equipo. Los anillos estan sujetados con hilo para evitar que sean arrastrados por
la corriente dentro de los reactores.

4.6.3.2 Efecto de la recirculacion y de la fotdlisis
Las Fig. 49y

Fig. 4.10, ilustran los resultados obtenidos, para la modificacién de la concentraciéon de CBZ por
recirculacion de la muestra en condiciones de no iluminacion y para el caso de la recirculacion
en el sistema en ausencia del catalizador.

En la se pueden observar los valores de tiempo de residencia, pH, temperatura, radiacién y
energia acumulada asociados a las muestras tomadas (cada 10 minutos) durante la exposicién
de la muestra de 2500 ng/L a la radiacion solar.
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Fig. 4.10. Resultados de la prueba para determinar el efecto de la fotdlisis sobre CBZ
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En la Tabla 4.11 se pueden observar los valores de tiempo de residencia, pH, temperatura,
radiacion y energia acumulada asociados a las muestras tomadas (cada 10 minutos) durante la
exposicion de la muestra de 2500 ng/L a la radiacion solar. El incremento de temperatura se da
como consecuencia de la radiacién infrarroja que llega al colector junto con el resto de la
radiacion electromagnética que proviene del sol.

Tabla 4.11. Datos obtenidos en el experimento de degradacion de 2000 ng/L de carbamazepina

TIEMPO DE RADIACION  ENERGIA ACUMULADA

MUESTRA  RESIDENCIA (MIN) TEMPERATURA (WATT/M?) (KJIL)

0 0 6.48 27 42.45 0

1 10 4.57 28 41.40 2.56

2 20 6.81 29 40.90 5.02

3 30 6.95 30 39.75 7.40

4 40 6.98 31 39.15 9.62

5 50 6.96 32 38.15 11.79

6 60 6.67 33 37.30 13.89

Como se sabe la temperatura tiene efecto sobre la velocidad de las reacciones, en una
proporcién determinada cuantitativamente por la ecuacion de Arrhenius ( k= Ae®?’®" donde k es
la constante de velocidad de reaccién, A es un factor de proporcionalidad, Ea es la energia de
activacion, R es la constante universal de los gases y T es la temperatura absoluta expresada
en °K). En estas pruebas la temperatura no se ha controlado, pero al aumentar conforme
avanza la prueba, es de esperarse que se favorezcan las diversas reacciones de oxidacion que
estan sucediendo dentro del fotorreactor.

La Fig. 4.11 ilustra los resultados obtenidos para la oxidacién de carbamazepina a diferentes
concentraciones del farmaco.

Al observar las graficas, es evidente que el porcentaje de degradacion alcanzado es mayor a
medida que se trabajan concentraciones menores del farmaco. Este resultado coincide con las
tendencias publicadas para este tipo de procesos de oxidacion. Se realizd la evaluacién del
proceso utilizando muestras de 500 y 150 ng/l que fueron expuestas a la radiacion solar durante
3 h, es decir, se incremento el periodo de irradiacién de 1 a 3 h. Los resultados se muestran en
la Fig. 4.12.
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Fig. 4.11. Curvas de degradacién a 1 h de exposicion para diferentes concentraciones de CBZ
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4.6.3.3 Tratamiento de una muestra sintética en el concentrador solar
Las concentraciones de los farmacos en la muestra sintética antes y después del tratamiento

por fotocatalisis heterogénea se resumen en la Tabla 4.12.

Tabla 4.12. Concentraciones de farmacos en la muestra sintética, antes y después del tratamiento
por fotocatalisis heterogénea

APROXIMACION A CONCENTRACION

CONCENTRACION REAL EN LA SALIDA REMOCION

COMPUESTO ESPERADA (%) ENTRADA (NG/L) (NG/L) (%)
Eritromicina 0.521; 0.48 67 0.908 0.357 60.68
Sulfametoxasol 1.97; 1.45 89 20.3 3.2 84.24
Cafeina 15.6; 14.5 99 241 25.2 NA
Metilprednisolona  12.9;13.3 = --—--- ND ND NA
DEET 0.313; 0.29 321 6.45 2.87 55.50
Carbamazepina 0.625; 0.58 90 1350 340 74.81

En la literatura es dificil encontrar trabajos en los que se haya evaluado la fotocatalisis
heterogénea para el tratamiento de concentraciones de farmacos tan bajas como las que se
abordaron en este estudio, debido muy probablemente a que la cuantificacién a ese nivel es
muy especializada y costosa.

De manera general, las degradaciones observadas fueron mayores al 50 %
independientemente de su concentracién inicial. La sustancia que alcanzé mayor porcentaje de
oxidacion fue la carbamazepina que fue transformada en un 75%, en tanto que para la cafeina
no se observé cambio en la concentracion.

4.6.3.4 Conclusiones

Los resultados aqui obtenidos permiten establecer escenarios para la aplicacion de la
fotocatalisis heterogénea con TiO, para el tratamiento de salmueras o rechazos obtenidos del
tratamiento por ésmosis inversa de agua subterranea en donde se encuentren contaminantes
emergentes.

Particularmente, las concentraciones de CBZ encontradas en las fuentes de abastecimiento del
Valle del Mezquital oscilaron entre los 7 y los 15 ng/L. Después de un proceso de nandfiltracion,
las concentraciones de los solutos en el agua de rechazo se incrementan del orden de unas 5
veces, por lo que, en el peor de los escenarios, la concentracion de CBZ no rebasara los 100
ng/L. De esta manera se puede garantizar que si se trata una salmuera con algunas decenas
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de ng/L de CBZ por el método fotocatalisis heterogénea aqui propuesto, mas del 90% del
compuesto sera oxidado para periodos de irradiaciéon de 3 h.

En general las eficiencias de los procesos de oxidacion avanzada se modifican hacia la baja
cuando el proceso se aplica a una mezcla en la existen varios solutos, por lo que se aconseja
verificar la eficiencia del sistema en agua sintética y real en donde se tengan mas compuestos
presentes, porque de hecho, en un sistema real lo mas probable es que se encuentre una
mezcla de compuestos emergentes.

A fin de estimar la efectividad en este escenario, se prepardé una muestra sintética que se
sometio al tratamiento fotocatalitico. Las concentraciones cuantificadas en la muestra sintética
coincidieron muy bien con las adicionadas, excepto para el caso del DEET. De acuerdo con la
concentracion de ingrediente activo marcada en la etiqueta del producto utilizado y
considerando las diluciones realizadas, se esperaba una concentracién del orden de 2.5 ng/L.
El laboratorio cuantificé 6.45 ng/L a las muestras sintética, lo que en porcentaje representa un
320% mas. Es posible que esta diferencia se deba a una combinacién de factores, desde
preparacion de la muestra, hasta detalles en la cuantificacion. Es frecuente que para
concentraciones tan bajas, aunque se lleve un control estricto de control de calidad, en
ocasiones los porcentajes de recuperacién quedan fuera de los intervalos de aceptacion. Al
tratarse de concentraciones tan bajas este no es un resultado que deba alarmar, lo que es
importante es que se tomaron como validos los valores de concentracion a la entrada y salida,
con lo que se establecio el porcentaje de remocion.

En nuestro caso, se trabajé una mezcla, y aunque las concentraciones de los solutos no se
encontraban en el mismo orden de magnitud, si lo estuvieron en cuanto a los porcentajes de
oxidacion alcanzados, en la mayoria fueron superiores al 50% y de hecho la CBZ presente en el
orden de 1500 ng/L logré transformarse en un 75%.

La excepcién se presentd para la cafeina, que aparentemente no sufridé oxidacion. Cabe
mencionar también que la metilprednisolona no logré ser determinada ni siquiera en la muestra
inicial, debido a que se prepar6 a una concentracion muy cercana al limite de deteccion.

No se cuenta con suficiente informacion para determinar lo sucedido con la cafeina, como se
menciond en la seccion 3.7.1.3.13.5 en un trabajo se habla de una oxidacion casi completa
después de 6h y en otro trabajo, en donde se utilizé cafeina 10* M ésta se degradé en un 90%
después de 150 min. Es en este ultimo trabajo en donde refieren las propiedades antioxidantes
de la cafeina y su capacidad para secuestrar radicales libres, sin embargo no se tiene mas
evidencia ni razén para explicar que la concentracién de este compuesto, bajo las condiciones
probadas, haya permanecido sin cambio durante el tratamiento.
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Todos los demas compuestos fueron oxidados en mayor o menor grado, como seria de esperar
para un sistema poco selectivo como la fotocatalisis heterogénea. Por las concentraciones que
se manejaron era dificil realizar alguna otra determinacién como COT, o deteccién de productos
de oxidacion, por lo que esta prueba aunque a nivel demostrativo ilustra el potencial que esta
técnica tiene para el tratamiento de agua y/o salmueras conteniendo este tipo de compuestos
emergentes.

4.7 NECESIDADES DE INVESTIGACION Y CONCLUSIONES

En el terreno de los procesos avanzados de oxidacién, los resultados que se encuentran en la
literatura muestran buenas eficiencias de remocion, en tiempos del orden de minutos, aunque
los resultados se encuentran casi siempre para compuestos puros, no mezclas, y casi siempre
en matrices simplificadas como son agua desionizada o destilada y pocos trabajos se han
realizado en matrices reales, esto es agua subterranea, superficial o incluso agua de mar.

Es por ello, que se puede afirmar que este tipo de tecnologia es una opcién real para el
tratamiento de agua que presente contaminantes emergentes, pero que se debe explorar aun
mas para tener datos reales de sus costos de aplicacion y también datos de su aplicabilidad a
escalas mayores a las frecuentemente encontradas en la literatura que son casi siempre a nivel
laboratorio.
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5 HERRAMIENTAS COMPUTACIONALES PARA LA EVALUACION DE RIESGOS
SANITARIOS Y AMBIENTALES. ESTADO DEL ARTE

5.1 INTRODUCCION

El presente capitulo constituye una sintesis de temas relevantes en la evolucion de las pruebas
de toxicidad en el contexto de la evaluacién de riesgos a la salud humana asociados con la
exposicion a compuestos quimicos ambientales, partiendo de la importante interconexion que
hay entre la salud publica, las ciencias ambientales, la toxicologia, la farmacologia vy, las
ciencias emergentes como son la bioinformatica, quimioinformatica, gendémica, proteémica y
metabolémica para el mejor entendimiento de la influencia que los compuestos quimicos
presentes en el ambiente tienen sobre la salud humana.

Hay miles de compuestos quimicos necesarios para la vida cotidiana, crecimiento econdémico,
bienestar y salud, que incluyen quimicos industriales, plaguicidas, medicamentos, productos
para la higiene y cuidado personal, asi como otras moléculas farmacolégicamente activas e
ingredientes inertes, que constituyen una fuente ambiental de exposicion humana a
xenobidticos potencialmente significativa y para los cuales la informacion toxicolégica es
limitada o simplemente no existe [Judson, et al., 2010], por tanto, se carece de informacion
fundamental para fijar estandares regulatorios cuyo objetivo es la proteccion de la salud publica
y de los ecosistemas.

Asimismo, se presenta el problema de la exposicion concomitante (compuestos naturales y
sintéticos) y a mezclas cuyos efectos resultan en la afectacién del balance entre los diferentes
elementos en los sistemas complejos [Gee, 2006]; estas exposiciones a contaminantes diversos
tienen con frecuencia el potencial para actuar de manera sinérgica, aditiva o potenciada sobre
los organismos, dando lugar a disrupcion endocrina, impactos generacionales, dificultad para
diferenciar entre efectos benignos y adversos tales como carcinogenicidad, mutagenicidad,
neurotoxicidad y otros efectos sistémicos.

Por otro lado, los avances en genomica, protedmica, metaboldmica, genética y epigenética,
estan generando una cantidad importante de informacién en un tiempo relativamente corto
[NRC, 2007], de tal manera que la capacidad humana para detectar compuestos quimicos en
sistemas biolégicos y ambientales esta lejos de alcanzar nuestra capacidad para interpretar su
relevancia para la salud publica [Nachman, et al., 2011].
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Estos huecos en la informacién y el conocimiento, se deben en gran medida a factores éticos vy,
a los altos costos y periodos de tiempo requeridos para llevar a cabo estudios epidemiologicos
y ensayos en animales. Por ejemplo, en Estados Unidos [Judson, et al., 2009], una bateria
completa de pruebas regulatorias para un solo compuesto quimico (incluyendo las dirigidas a
determinar carcinogenicidad y efectos cronicos, toxicidad reproductiva y del desarrollo), requiere
cientos de animales y una inversion de millones de dolares.

Evidentemente los ensayos en modelos animales e in vitro proporcionan informacion valiosa;
sin embargo, ésta es limitada en cuanto a los mecanismos de accién y por ende de las vias
celulares que podrian llevar a la toxicidad en humanos. Dicha informacion, mecanista, es clave
para ir mas alla de los actuales paradigmas en la estimacién de los riesgos a la salud humana a
niveles de exposicion realistas [Judson, et al., 2010].

Las actuales estrategias de prueba de toxicidad descansan principalmente en la observacion de
respuestas adversas de los animales de laboratorio tratados con altas dosis de los compuestos
quimicos de interés. Las inferencias acerca de los riesgos para las poblaciones humanas
basadas en estas observaciones, requieren extrapolaciones inciertas, primero de altas dosis a
los niveles ambientales (usualmente varios érdenes de magnitud por debajo de las probadas en
el laboratorio), y segundo la extrapolacién de animales a humanos [Andersen y Krewski, 2009].

Por lo anterior, el Consejo Nacional de Investigaciéon (NRC, por sus siglas en inglés) de la
Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos, actualmente promueve la
transformacion de las pruebas de toxicidad a través del entendimiento de las vias o rutas
moleculares, esto es, el papel de las moléculas en la funcién celular y la toxicidad; en
respuesta, diversos grupos de investigacion han acelerado los esfuerzos para aplicar enfoques
de tamizaje con un alto flujo y contenido de informacion para la priorizacién de compuestos
quimicos y pruebas de toxicidad, lo cual resulta en la disponibilidad explosiva de datos de
ensayos de toxicidad in vitro [Cohen, 2009].

Entre las varias opciones de ensayos de toxicidad, el Comité en Pruebas de Toxicidad y
Evaluacion de Riesgos Ambientales (Comité) del NRC, intenta definir un paradigma de
evaluacion de riesgos que como se ilustra en la Fig. 5.1 permita [NRC, 2006; NRC, 2007;
Andersen y Krewski, 2009]:

e) Lograr una amplia cobertura de compuestos quimicos, mezclas, resultados y estadios
de vida

f) Reducir los costos y tiempos requeridos para llevar a cabo las pruebas de toxicidad
g) Desarrollar bases cientificas mas robustas para evaluar efectos a la salud asociados

con quimicos ambientales
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h) Minimizar el uso y sufrimiento de animales en los ensayos o pruebas de toxicidad
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terminales de efecto y
estadios de vida

[
|
|
|
i
|
i
I

N
s Ve B
/ I |
| p | | |
\ ocos animales; | : . |
| menos sufrimiento € 5 Bajo ct?:rt:r,,;nenos \
| para cada animal \ }
i | |
< s J

=
A 4
! Informacién detallada |
sobre los

|

| mecanismos y dosis

| para la evaluacion de
I los riesgos a la salud
|

3 humana

Fig. 5.1. Los objetivos de las pruebas de toxicidad en el nuevo paradigma de evaluacion de
riesgos a las salud humana [NRC, 2006]

En este entorno, el Comité prevé el uso de los métodos computacionales y toxicologia in silico
en la fase de caracterizacion de los compuestos quimicos a evaluar, para estimar o predecir sus
propiedades fisicoquimicas y si es posible sus potencialidades toxicologicas [Andersen y
Krewski, 2009]. Esto es, la aplicacion de modelos matematicos y de computo para predecir el
efecto de los agentes ambientales y dilucidar la cascada de eventos que propician una
respuesta adversa [NRC, 2008].

Actualmente, es posible relacionar estructuras moleculares con actividad biolégica, esto es
relaciones estructura actividad (SAR, por sus siglas en inglés) con resultados considerados de
alta calidad y capacidad predictivas [Valleverdu, 2005]. Asimismo, los sistemas expertos y la
existencia de bases de datos en red y coordinadas estda dando lugar a un alto flujo de
informacion disponible al publico. Los datos se localizan e interrelacionan facilmente.

Debe tenerse en mente que el uso de las herramientas in vitro y computacionales, permiten
priorizar compuestos quimicos y en cada caso esta sujeta a validacion, de tal manera que para
la evaluacion de riesgos es necesario contar con informacion basada en poblacion [NCR, 2007]:

49



((s RESIDUOS DE TRATAMIENTO DE EMERGENTES:

. ONIDOS 4,
& <,

REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES DE

IMPORTANCIA SANITARIA Y AMBIENTAL; DISMINUCION
'MMmd DEL IMPACTO SANITARIO Y AMBIENTAL DE LOS ,
Teenologia del Agua DESECHOS GENERALDOS. MEDIO AMBIENTE ¥
(TC1104.1)
a) Datos de exposicidbn humana para seleccionar las dosis de prueba y facilitar la

b)

d)

generacion de informacion relevante del peligro ambiental

Datos de biomonitoreo relacionando la exposicidn humana real con concentraciones
que alteran las vias de toxicidad para identificar exposiciones biolégicamente
relevantes

Informacion de la susceptibilidad del hospedero y exposiciones basales para
extrapolar e interpretar los resultados de las pruebas in vitro

De hecho, el Comité enfatiza en la necesidad de llevar a cabo vigilancia estrecha
sobre salud humana y asociar los estudios en poblacion con los hallazgos acerca de
las vias de toxicidad asi como con las actividades de biomonitoreo y seguimiento de
biomarcadores [Andersen y Krewski, 2009], lo cual es relevante desde el punto de
vista regulatorio.

5.2 LAS PRUEBAS DE TOXICIDAD EN EL CONTEXTO DE RIESGO, PROTECCION DE LA SALUD
HUMANA'Y EL AMBIENTE

Una de las principales aplicaciones de las pruebas de toxicidad se encuentra en el proceso de
evaluacién de riesgos a la salud humana por exposicion a agentes ambientales. En 2005, la
USEPA, con el apoyo del Programa Nacional de Toxicologia de los Estados Unidos (US NTP,
por sus siglas en inglés), inicid un proyecto en el Consejo Nacional de Investigacion (NRC),
cuya finalidad fue desarrollar una vision de largo plazo para las pruebas de toxicidad, asi como
un plan estratégico para implementar esta vision, lo que requiere de la evaluacién de los
métodos de prueba y de los actuales paradigmas para satisfacer las necesidades regulatorias a
futuro [Collins, et al., 2008]. Los retos de esta iniciativa incluyen:

a)

b)

c)

d)

Un vasto numero de compuestos a ser probados para evaluar los riesgos a la salud
humana y al ambiente

Incorporar los recientes avances en toxicologia molecular, ciencias de la computacion
y tecnologias para manejo y comunicacién de la informacion

Dependencia de los datos obtenidos en ensayos animales para inferir los efectos en
humanos

Ofrecer mayor eficiencia en disefio y costos.

Para ejemplificar y tratar de dimensionar lo anterior, a diciembre de 2011, se habian registrado
mas de 62 millones de compuestos quimicos en el Chemical Abstracts Service (CAS).
Afortunadamente las poblaciones humanas, la flora y fauna silvestres, no estan expuestas a
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este universo de moléculas; sin embargo, es importante considerar que hay una fraccién de
estos compuestos, para los cuales pueden existir exposiciones ambientalmente relevantes y
que si bien pueden ser voluntarias como es el caso de los cosméticos y medicamentos, con
frecuencia pasan inadvertidas como ocurre con productos quimicos de uso industrial,
plaguicidas y subproductos de desinfeccion del agua de consumo humano.

Asi, en el contexto riesgo, las pruebas de toxicidad son una herramienta de soporte para la
toma de decisiones en escenarios que incluyen tanto agentes ambientales potenciales, como
agentes ambientales existentes, sitios contaminados, ambientes que son factor de riesgo para
el desarrollo de enfermedades, vy el riesgo relativo de diferentes agentes.

Hay situaciones en las cuales es necesario obtener en poco tiempo, informacién a partir de un
tamizaje para decenas o cientos de agentes ambientales; en tanto que en otras se requiere
datos dosis-respuesta con una precision tal, que permita evaluar exposiciones ambientalmente
relevantes, esto es a concentraciones bajas o traza, y en algunas otras se requiere probar la
toxicidad de mezclas o bien el uso de ensayos enfocados a mecanismos especificos de
toxicidad. Asimismo, algunos contextos de riesgo, pueden requerir el uso de aproximaciones
obtenidas de estudios en poblacién y biomonitoreo, o bien en ensayos que proporcional gran
cantidad de informacién a partir de células humanas, lineas celulares y componentes que
permiten evaluar alteraciones bioldgicas importantes y las principales vias de toxicidad.

En cualquier caso, la evaluacion de riesgos requiere el uso de datos que proceden de diferentes
fuentes de informacién, incluyendo estudios en animales de laboratorio, ensayos clinicos,
estudios epidemioldgicos vy, estudios de cultivos celulares ya sea de células animales o
humanas. El conjunto de datos seleccionados se interpretan y con esta base se evaluan los
riesgos potenciales a la salud humana y al ambiente.

No obstante que este proceso se basa en el analisis de informacion y datos cientificos,
generalmente hay huecos en el conocimiento y los datos fundamentales no son del todo
suficientes o adecuados, por lo que depende de modelos, extrapolacién y otros métodos de
inferencia, y por tanto es necesario contar con modelos matematicos ademas de incluir factores
de seguridad, considerar supuestos y llevar a cabo un profundo analisis de incertidumbre.

De lo anterior, resulta clara la importancia que la caracterizacién de la exposicion tiene en el
proceso de evaluacion de riesgos a la salud publica, de tal manera que en el marco de la
transformacion de las pruebas de toxicidad propuesta por el NRC en su informe sobre las
pruebas de toxicidad para el siglo 21, se requiere una nueva generacion de herramientas que
permitan evaluaciones de riesgo con enfoque holistico, aplicando datos generados mediante
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pruebas in vitro e in silico para caracterizar exposiciones bioldgicamente relevantes y asociarlas
con peligros ambientalmente relevantes.

Asi, el marco desarrollado por el Comité del NRC [2007] para las pruebas de toxicidad en el
siglo 21, tiene cuatro componentes principales (Fig. 5.2): caracterizacion del compuesto
quimico; vias de toxicidad y pruebas blanco; modelacién dosis-respuesta y extrapolacion, y
datos de exposicidén humana basados en poblacién.

En la caracterizacion quimica se recopilaran datos sobre propiedades fisicas y quimicas del

compuesto, uso, posibles

concentraciones ambientales,
Caracterizacion del persistencia, bioacumulacion,
compuesto quimico )

metabolitos y productos de
Briahas do toxicidad descomposicion, interacciones

moleculares iniciales de compuestos y
Vias de Blancos e metabolitos con componentes

toxicidad prueba

celulares y posibles propiedades
téxicas. Una variedad de métodos
computacionales tales como los
modelos estructura—actividad puede

on dosi! puesta y
extrapolacion

utilizarse para predecir las
propiedades, caracteristicas y
toxicidad.

Fig. 5.2. Componentes de las pruebas de toxicidad
Esquema para la nueva visiéon [NRC, 2007]

Después de la caracterizaciébn quimica, podria tomar decisiones acerca de qué pruebas
adicionales son necesarias o0 si ho es necesario continuar. En general, se espera que esta
caracterizacion no sea suficiente, y por tanto es necesario llevar a cabo pruebas de toxicidad,
que deberan ser dirigidas a las vias de toxicidad y a los efectos o blancos especificos. Se
espera que los ensayos predictivos basados en las vias de toxicidad sean una componente
central de una estrategia mas amplia para evaluar la actividad biolégica de compuestos nuevos
y existentes.

Las pruebas de toxicidad se disefarian para definir relaciones dosis-respuesta para las vias
alteraciones y vias de toxicidad que se esperara resultarian en un efecto adverso a la salud
humana si las alteraciones se mantuvieran in vivo a un nivel de intensidad suficiente (dosis) y
para un periodo de exposicion suficientemente prolongado.
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Como se ilustra en la Fig. 5.3, las alteraciones iniciales en las sefiales caracteristicas de las
células, circuitos genéticos, y redes de respuesta celular, son resultado de la exposicion a
compuestos quimicos que eventualmente pueden provocar enfermedad.

- N Exposicion
3

Dosis en tejidos

Interaccion biolégica

Alteracion

]

Avort Funcion
/ pf) _es > > > > AR > —> —> —> biolégica
biologicos \ normal

Dosis ligeramente | \)
superiores

Cambios
celulares
*— <« | tempranos %

Respuestas
adaptativas a estrés

Daio
celular

Dosis aun
mayores Morbilidad y

mortalidad

Fig. 5.3. Respuestas biolégicas observadas, resultantes de la intersecciéon de la exposicion y la
funcién biolégica [Andersen y Krewski, 2009; NRC, 2007]

La interseccion da lugar a la alteracion de las vias bioldégicas, cuando las alteraciones son
suficientemente altas o el huésped no es capaz de adaptarse debido a factores nutricionales,
genéticos, estatus de salud, edad o inmunocompromiso, se presenta toxicidad y enfermedad
[Andersen y Krewski, 2009; NRC, 2007]

En ocasiones, cuando las exposiciones son a bajas dosis, los sistemas biolégicos pueden
funcionar normalmente dentro de los limites homeostasicos, con dosis ligeramente superiores,
puede haber una clara respuesta adversa, a la cual algunos organismos podran eventualmente
adaptarse, pero las subpoblaciones sensibles seguramente no tendran esta capacidad. Si las
exposiciones son mas intensas o persistentes, pude haber alteraciones irreversibles que
resultan en efectos adversos a la salud [NRC, 2007].

El conjunto de herramientas y metodologias que podrian estar involucradas en los nuevos
protocolos de pruebas de toxicidad y en la interpretacion de los resultados de estas pruebas
cubren un amplio espectro dentro de la biologia moderna (Tabla 5.1).
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Tabla 5.1. Herramientas para pruebas de toxicidad y su aplicacién en la evaluacién de riesgos

HERRAMIENTA

Tamizaje de alto
desempefio

~ APLICACIONES

Identifica eficientemente vias criticas de toxicidad, alteraciones a través de
un rango de dosis y blancos moleculares y celulares

Biologia de células madre

Desarrollo de ensayos de toxicidad in vitro, usando células humanas
producidas a partir de diferenciacion celular

Gendmica funcional

Identifica la estructura de circuitos celulares involucrados en las vias de
toxicidad para ayudar en la modelacién computacional dosis-respuesta

Bioinformatica

Interpreta datos multivariados complejos de HTS y ensayos gendmicos con
relacion a la identificacion de blancos y efectos de alteraciones sostenidas
sobre 6rganos Yy tejidos

Biologia de sistemas

Organiza la informaciéon de vias multiples de respuesta celular para
entender respuestas celulares vy titulares integradas

Sistemas de biologia
computacional

Describe relaciones dosis-respuesta con base en alteraciones del circuito
celular por debajo de los umbrales que dan lugar a respuesta toxica ,
transiciones dosis-dependiente, y otras conductas biolégicas relacionadas
con la dosis

Modelos biolégicos

farmacocinéticos (PBPK)

Identifica situaciones de exposicion humana para proporcionar informacion
de la concentraciones en tejidos equivalentes a la activacion de las vias de
toxicidad in vitro

Relaciones estructura

actividad

Predice respuestas toxicologicas y vias metabdlicas con base en las
propiedades quimicas de los agentes ambientales y los compara con otras
estructuras activas

Biomarcadores

Indican cambios bioldgicos alteraciones y vias de toxicidad critica

Fuente: tomada de Andersen y Krewski, 2009

Kavlock, et al. [2007], sintetiza la aplicacion de las areas de la toxicologia computacional en la
evaluacion de riesgos y la vision de las pruebas de toxicidad para el siglo 21 del NRC como

sigue (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Areas de aplicacién de la toxicologia computacional y componentes de las pruebas de

toxicidad

PARADIGMA DE LAS PRUEBAS DE

TOXICIDAD Y TOXICOLOGIA

COMPUTACIONAL

PARADIGMA DE EVALUACION DE RIESGO*
EVALUACION CARACTERI-
IDENTIFICACION EVALUACION DE LA ZACION DEL
DEL PELIGRO DOSIS-RESPUESTA EXPOSICION RIESGO

Paradigma de las pruebas de
toxicidad [NRC, 1983]

Caracterizaciéon | Pruebas de Contextos o escenarios de
del quimico toxicidad; vias de | riesgo (datos poblacionales
toxicidad; y de exposicion)

Ensayos blanco;
Dosis-respuesta y
modelos de
extrapolacion

Modelos de transformacion y +++ ++
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PARADIGMA DE EVALUACION DE RIESGO*

PARADIGMA DE LAS PRUEBAS DE EVALUACION CARACTERI-
TOXICIDAD Y TOXICOLOGIA IDENTIFICACION EVALUACION DE LA ZACION DEL
COMPUTACIONAL DEL PELIGRO DOSIS-RESPUESTA  EXPOSICION RIESGO
transporte
Toxicoinformatica 4+ ++
Modelacién molecular +++ ++
Tamizaje de alto rendimiento +++ +++
Gendmica ++
Redes de sefiales celulares ++
Modelos de sistemas bioldgicos F++
Analisis de incertidumbre +++ T+
Variabilidad genética ++ F++
Tejidos virtuales 4+

De acuerdo con la vision del comité, las pruebas sobre efectos o blancos especificos, las cuales
pueden llevarse a cabo in vitro o in vivo, se utilizarian para complementar las pruebas de las
vias de toxicidad y asegurar evaluacion adecuada, esto es, se usarian para:

Clarificar incertidumbres sustantivas en la interpretacion de los datos de las vias de
toxicidad

Entender efectos de compuestos prototipo representativos de clases de materiales,
tales como nanoparticulas, que pueden activar vias de toxicidad no incluidas en un
conjunto estandar de pruebas de toxicidad

Refinar la estimacién del riesgo cuando el blanco probado puede reducir la
incertidumbre y se requiere una estimacion mas precisa para la toma de decisiones

Investigar la formacion de metabolitos téxicos

Cubrir huecos en las estrategias de las pruebas para las vias de toxicidad,
asegurando que las vias criticas y puntos terminales (efecto) son adecuadamente
cubiertas

Los modelos dosis-respuesta basicamente se desarrollarian con bases de datos mecanicistas y
ensayos in vitro, para describir la relacién entre la concentracion en el medio de prueba vy el
grado de respuesta in vitro. En la extrapolacién el modelo estima las exposiciones o ingreso del
compuesto quimico al organismo, que darian lugar a concentraciones tisulares similares a
aquéllas que in vitro se asociaron con alteraciones de las vias de toxicidad y que podrian
representar factores de toxicidad para el organismo huésped (Fig. 5.4).
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Modelacion y extrapolacion dosis-respuesta

Se desarrollaran modelos empiricos dosis-respuesta que a partir de datos in vitro
Modelos farmacocinéticos con base fisiolégica (PBPK) igualaran las concentraciones
tejido-medio de las pruebas de toxicidad con las dosis en tejido esperadas en
humanos

Los modelos dosis-respuesta para las vias de toxicidad deberan predecir de manera
confiable las concentraciones que se espera causen respuestas medibles precursor-
efecto

Los modelos PBPK y de vias de toxicidad identificaran biomarcadores de
susceptibilidad para subpoblaciones sensibles

Fig. 5.4. Vision de la componente modelacién y extrapolaciéon dosis-respuesta

La interaccion con estudios poblacionales mejora el disefio de cada tipo de estudio, para
responder a preguntas acerca de la importancia de los factores genéticos moleculares y
celulares que influyen en los riesgos de salud a nivel individual y de la poblacién. Debido a que
la vision enfatiza que los estudios con células humanas indican como los agentes ambientales
pueden afectar las respuestas biolégicas en humanos, los estudios sugeriran en su momento, el
uso de biomarcadores (indicador de exposicion humana, efecto o susceptibilidad) que puedan
ser monitoreados en poblaciones humanas (Fig. 5.5).
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Aquéllos que involucran componentes
celulares o moleculares, proporcionan
informacién sobre alteraciones en las
respuestas celulares y vias de toxicidad

Que proporcionen informacién sobre la susceptibilidad del
huésped y antecedentes de exposicién para interpretar y
extrapolar resultados de pruebas in vitro

Que revelen riesgos a la salud no identificados en pruebas previas

Datos de exposicion humana que puedan ser usados para seleccionar
dosis para pruebas de toxicidad que puedan dar informacién sobre
efectos bioldgicos a exposiciones ambientalmente relevantes

Comparacion de datos de exposicion humana
generados mediante biomonitoreo con

concentraciones que alteran las vias de toxicidad
y que pueden ser usados para identificar
exposiciones potencialmente importantes

Fig. 5.5. Vision de la componente datos de exposicidon y poblacién

En toda esta vision de las pruebas de toxicidad, la componente que involucra los contextos de
riesgo incluye:

¢ Evaluacion de nuevos agentes ambientales

o Evaluacion de agentes ambientales existentes

e Evaluacién de un sitio

¢ Evaluacion de factores ambientales que contribuyen a enfermedades especificas

o Evaluacion de los riesgos relativos asociados con agentes ambientales
De lo anterior, es posible concluir que la visién del Comité del NRC sobre las pruebas de
toxicidad es consistente con el paradigma de evaluacion de riesgos propuesto por el NRC en

1983, y con el proceso de evaluacién de riesgos a la salud de la USEPA [1989], como se ilustra
en la Fig. 5.6.
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Evaluacion
dosis-respuesta

Caracterizacion del

compuesto quimico Modo de accidon Estudios
basados en
poblacion
Compuestos Vias »
quimicos afectadas
Analisis
Evaluacién dosis- i »
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Fig. 5.6. Componentes de la evaluacion de riesgo [NRC, 2007]

5.3 ToOXICOLOGIA COMPUTACIONAL O IN SILICO-METODOS DE NO-ENSAYO

Actualmente, los paises miembros de la Unién Europea, asi como Estados Unidos y agencias
internacionales como la OCDE, se encuentran revisando las politicas de evaluacion de producto
quimicos, que ha generado controversia con respecto a las pruebas de toxicidad, necesarias
para la evaluacioén de riesgos a la salud humana y ambiental, evitando los ensayos en modelos
animales (in vivo), e incrementar el numero de compuestos y la gama de efectos toxicos a
evaluar, ahorrando tiempo y recursos. En el presente, una alternativa a la experimentaciéon en
modelos animales, son los sistemas de computacionales o “in silico”, que utilizan modelos de
prediccion de la toxicidad basados en la evaluacién de las relaciones estructura actividad, tanto
a nivel cualitativo (SAR, por sus siglas en inglés) como cuantitativo (QSAR, por sus siglas en
inglés).

Parte de la controversia, radica en los aspectos regulatorios en materia de proteccién de la
salud publica y ambiental, no obstante, es de esperarse que en la medida en que estos
modelos predictivos sean mas robustos y mas ampliamente utilizados, seran mejor aceptados
por la comunidad cientifica y autoridades regulatorias, lo que repercutira en el bienestar de las
especies animales que se utilizan para experimentacion y fortalecera las evaluaciones de riesgo
en términos del costo-efectividad-tiempo.
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5.3.1 GENERALIDADES

In silico es una expresion acufiada por analogia con los ensayos o pruebas in vivo e in vitro,
que denota “realizar en computadora o simular via computadora”, por lo que puede decirse que
en su mas amplio sentido, la toxicologia in silico significa cualquier cosa que pueda hacerse con
una computadora en toxicologia [Simon-Hettich, et al., 2006; Hartung y Hoffman, 2009; Raunio,
211].

La USEPA [2003], defini6 a la toxicologia computacional como la aplicacion de modelos
matematicos y de cdmputo para predecir el efecto de agentes ambientales y dilucidar la
cascada de eventos que dan como resultado un efecto adverso.

La definicion de Hartung y Hoffman [2009], como cualquier cosa que podamos hacer con una
computadora en toxicologia, es muy amplia, ya que en la actualidad serian pocas las pruebas
que no caerian en esta definicion, pues la computadora es una herramienta que se utiliza para
el disefio o planeacion de experimentos o bien para el analisis de datos.

Las herramientas que utiliza se listan a continuacion [NCR, 2006]:

a) Quimica computacional o quimioinformatica (la simulacion asistida por computadora
de los sistemas moleculares)

b) Biologia molecular (caracterizacidon genética, sintesis de proteina y otros eventos
moleculares involucrados en la respuesta biologica a un agente

c) Bioinformatica (coleccion asistida por computadora, organizacion y analisis de
grandes conjuntos de datos de informacion biolégica

d) Biologia de sistemas (modelacion matematica de sistemas y fendmenos bioldgicos)

Asi, el objetivo del uso de a toxicologia computacional es establecer prioridades entre los
diversos quimicos con base en el tamizaje y datos de ensayos o pruebas, y desarrollar modelos
predictivos para la evaluacion cuantitativa de riesgos; como en el caso de otros enfoques no
animales de la toxicologia, tiene el potencial para disminuir la tensién entre los cuatro objetivos
de los esquemas de prueba regulatorios (amplitud, profundidad, bienestar animal y
conservacion).

No obstante, es importante anotar que aunque el enfoque de la modelacién computacional tiene
una clara ventaja en tiempo y potencialidad para reducir el nUmero de ensayos en animales, el
éxito y validacion de cualquier modelo, depende del efecto o punto final a ser modelado, asi
como de la calidad, volumen y diversidad quimica incluidos en el conjunto de datos usados para
generar el modelo, de tal manera que para que una evaluacion de riesgo sea valida, la
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aproximacién computacional debe ser validada, adecuadamente explicada y accesible para la
revision por parte de expertos, esto es, por los pares de quienes desarrollan el modelo; un
modelo no validado puede ser utilizado en estudios de investigacién, pero no para fines
regulatorios o normativos.

La toxicologia in silico difiere de la toxicologia tradicional en muchos sentidos, pero la principal
diferencia se encuentra en la escala, esto es el numero de quimicos que es posible estudiar, la
amplitud de los efectos y vias cubiertos, los niveles de organizacién biolégica examinados, y el
rango de escenarios de exposicion que es posible considerar simultaneamente [Kavlock, et al.,
2008].

Con respecto a los métodos in silico, destacan las técnicas de analisis cuantitativo de las
relaciones estructura actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) para el desarrollo de modelos,
las cuales han influido de manera importante desde hace aproximadamente 50 anos. Los
modelos, generados en computadoras personales, se obtienen de datos existente sobre
pruebas en animales junto con una evaluacién estadistica de su exactitud, reproducibilidad o de
calculos y predicciones in silico. Otros métodos computacionales incluyen: modelos de
simulacion cinética con base fisioldgica (PBKM, por sus siglas en inglés), similaridad bioldgica y
ecuaciones alométricas, sistemas expertos soportados en bases de conocimiento, reglas y
QSAR, modelos construidos mediante graficas moleculares y redes neuronales artificiales
(ANN, por sus siglas en inglés).

Los métodos in silico pertenecen a la familia de métodos alternativos en toxicologia, los cuales
se consideran especialmente adecuados para probar la toxicidad de compuestos quimicos
viejos y nuevos e identificar su peligrosidad [Tichy, 2005], con miras a mejorar la proteccion del
ambiente y la salud humana fortaleciendo la competitividad industrial y el desarrollo econémico.

En términos generales, los métodos no prueba pueden dividirse en globales, que son los que
diversos autores, entre ellos Helma, llaman sistemas expertos, y los especificos que a su vez se
dividen en técnicas basadas en ligandos y técnicas basadas en blancos.

De acuerdo con los requerimientos de informacién de la Agencia Europea de Quimicos (ECHA,
por sus siglas en inglés), para evaluar la seguridad de sustancias quimicas, los datos no prueba
pueden generarse principalmente mediante tres aproximaciones o enfoques: a) agrupamiento
en categorias quimicas; b) relaciones estructura actividad (SAR) y relaciones cuantitativas
estructura-actividad (QSAR) y, c) sistemas expertos [ECHA, 2008]; en los tres casos subyace el
supuesto de que compuestos similares dan lugar a respuestas bioldgicas similares.

Helma [2004], clasifica las técnicas predictivas de toxicidad in silico en tres grandes grupos:
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a) Métodos de que modelan eventos bioquimicos relevantes para la toxicidad
(modelacion molecular

b) Técnicas que mimetizan o simulan el razonamiento humano sobre fendémenos
toxicologicos (sistemas expertos)

c) Métodos que derivan predicciones a partir del tratamiento de datos determinados
experimentalmente (sistemas de datos dirigidos)

Por su parte, Hartung y Hoffman [2009], identifican nueve tipos de aproximaciones o
herramientas in silico:

d) Planeacion de experimentos y analisis de poder, p. €j., para mejorar el diseno de
experimentos in vivo e in vitro, determinar precisién, exactitud, sensibilidad y
reproducibilidad

e) Analisis de datos

f) Analisis de datos generados en las llamadas tecnologias “omics”, que requieren de
analisis avanzados tales como tecnologias de analisis de imagenes

g) Modelos predictivos, que puede ser considerado una variante del andlisis de datos
para métodos alternativos

Los mismos autores plantean que los siguientes puntos de las herramientas in silico formalizan
lo que se llama “arte de la toxicologia”, conocimiento experto:

h) Sistemas expertos que formulan reglas tales como alertas estructurales para guiar las
decisiones. Generalmente estas alertas no estan explicitamente formuladas,
compiladas, combinadas o son herramientas tan complejas que no es posible
aplicarlas sin computadora

i) El sistema puede tomar la forma SAR, lo que significa que las alertas estructurales
son formalizadas, p. ej., grupos reactivos tales como aldehidos sugieren
mutagenicidad

Asimismo, en el presente, lo mas prominente de las herramientas in silico son las relaciones
estructura actividad (SAR y QSAR):

j) Relaciones estructura actividad, éstas dirigidas a describir estructuras quimicas con
ciertos descriptores para correlacionarlas con efectos (biolégicos) o propiedades

La modelacion es una de las herramientas mas ampliamente utilizadas en los métodos in silico:
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k) Herramientas de modelacién, originadas en el desarrollo de farmacos con ayuda de
computadora para modelar un receptor y probar lo adecuado de la nueva estructura
para éste. El mejor ejemplo es el de la modelacion de proteinas, tales como los
modelos de receptores de estrégenos o varias enzimas P-450, estos modelos son
generalmente tridimensionales, pero también existen los de 4 dimensiones

[) Modelos cinéticos, estan dirigidos a predecir el destino de la sustancia en el
organismo humano; p. €j., absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (ADME)

El NRC [2007], identifica actividades de modelacion emergentes, destacando los modelos SAR,
los farmacocinéticos con base fisiologica (PBPK), y los modelos dosis-respuesta con base
biolégica (BBDR), e incluye modelos computacionales que predicen transformaciones
metabdlicas, y modelos tridimensionales que predicen interaccién de ligandos, asi como
tecnologias combinadas.

5.3.1.1 Factores que favorecen el desarrollo herramientas computacionales y de la
toxicologia in silico para la evaluacion de riesgos a la salud humana y el ambiente

Hay factores cientificos, econdmicos y sociales que llevan a los gobiernos, la academia y la
industria a promover el desarrollo de una toxicologia que no use animales y se base en
herramientas predictivas. La principal aportaciéon a la tecnologia in silico es la de la industria
farmacéutica, derivado del interés por desarrollar y descubrir drogas en menos tiempo y a
menor costo. En este sentido, hay diferencias substanciales con los agentes quimicos
ambientales [Raunio, 2011].

Mientras las drogas se desarrollan para actuar sobre un blanco especifico del organismo
humano o animal, por lo que son disefiadas con propiedades fisicoquimicas que favorecen su
absorcion, distribucién, metabolismo y excrecidén y, tienen patrones de uso conocidos y
cuantificables; los quimicos ambientales, no estan disefiados con estos criterios, cubren un
espacio quimico muy diverso, se tiene poco conocimiento de sus perfiles biocinéticos y
generalmente deben ser evaluados para niveles de exposicion que dificiimente se encuentran
en escenarios reales.

La Organizacion Mundial de la Salud [2004] define la exposicion como el contacto entre un
agente y un blanco exposicion como el contacto entre un agente y el individuo o poblacion
blanco, en tanto que en el marco del proceso de evaluacion de riesgos, la exposicion aplica a
un individuo o a una poblaciéon como blanco de exposicidon a un agente quimico. Sin embargo,
el blanco de la exposicidn puede ser un 6rgano, tejido o célula, y el agente de la exposicion
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puede ser un estresante bioldgico, fisico o psicosocial, o bien el producto de un agente
determinado de exposicion [Cohen, et al., 2008; Cohen, 2009].

Para la Ciencia de la exposicion [Birnbaun, 2010], es necesario incorporar variables como
estadios de vida (organismo en desarrollo, adultos, adultos mayores), la susceptibilidad
genética y la interaccion de factores estresantes diferentes a los quimicos para la evaluacion
integral de factores de riesgo asociados con enfermedades ambientales complejas. Alcanzar
esta meta es critico y requiere del establecimiento de nuevas capacidades para, como ya se
anotd, identificar y medir exposiciones ambientales biolégicamente relevantes, que estén
directamente asociados con eventos clave en los procesos de enfermedad y con el perfil de
exposicion del individuo.

Wild [2005], plantea la necesidad apremiante de desarrollar métodos precisos de medicion de
las exposiciones ambientales de un individuo partiendo del genoma del individuo. El autor
sugiere que hay necesidad de un " exposoma" para que coincida con el "genoma" y atraiga la
atencion sobre la necesidad de avances metodoldgicos en la evaluacion de la exposicion. El
‘exposoma” o medicion de las exposiciones ambientales a través de la vida, generaria
evidencia basica para la toma de decisiones en salud publica y dirigir la salud ambiental. Weis
et al [2005] examinan el potencial de las tecnologias emergentes para proporcionar esta nueva
generacion de informacion de la exposicion.

Smith y Rappaport [2009] argumentan que si esperamos tener éxito en la identificacion de la
contribucién de los factores ambientales en las enfermedades cronicas, "tenemos que
desarrollar herramientas del siglo XXI para medir los niveles de exposicion en las poblaciones
humanas" y cuantificar el exposoma.

En 2010, el Comité de Ciencias Emergentes para la Toma de Decisiones en Salud, dependiente
del instituto Nacional de Ciencias de la Salud Ambiental (NIEHS, por sus siglas en inglés) de los
Estados Unidos, organizé un taller que inicié el debate sobre los recursos necesarios para
concretar el exposoma.

5.3.1.2VALIDACION DE METODOS

Como se anoté al inicio del presente capitulo, la toxicologia reguladora ha puesto cada vez
mayor énfasis en la evaluacion de los riesgos que presentan las sustancias quimicas sobre la
salud publica y ambiental para lo cual realiza ensayos con animales. Debido a la presion publica
y a la de los mismos cientificos, existe una tendencia creciente a aplicar el principio de las 3Rs
(remplazo, reduccion y refinamiento) en la investigacion con animales, hecho que se manifiesta
en las propias legislaciones de los paises, como se vera posteriormente.

63



. ONIDOS 4,
& <,

REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES DE

((s RESIDUOS DE TRATAMIENTO DE EMERGENTES:

MMTA IMPORTANCIA SANITARIA Y AMBIENTAL; DISMINUCION

A S DEL IMPACTO SANITARIO Y AMBIENTAL DE LOS ,

Tecnologia del Agua DESECHOS GENERALDOS. FEDIO AMBIENTE ¥
(TC1104.1)

La validacion de un modelo consiste en hacerlo robusto o firme y asi que sea confiable y
aceptable. En el caso de un método alternativo, es indispensable establecer su fiabilidad y
relevancia para remplazar al método tradicional in vivo. Este proceso es con mucha frecuencia
lento y comprende desde la validacién interna hasta la posterior aceptacién por parte de los
grupos de expertos y las autoridades reguladora.

Vinardell [2007], en su analisis sobre las alternativas a la experimentacion en animales,
identifica los principales problemas y barreras en el tema y sintetiza las actividades realizadas
por diversos organismos a escala nacional y mundial.

En Europa existe el European Center for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), entre
cuyas funciones estd promover la aceptacion cientifica y reguladora de los ensayos sin
animales, mediante la investigacion, el desarrollo y validacion de métodos y el establecimiento
de una base de datos especializada.

En Estados Unidos, The Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM), con funciones similares a las de ECVAM, establece estrechos lazos de
cooperacion para avanzar en la busqueda y validacion de métodos alternativos. En Japén, la
Japanese Society of Alternatives to Animal Experiments (JSAAE) ha realizado varios estudios
de validacion sometidos a la evaluacion del Ministerio de Salud y Bienestar.

Entre el gran numero de estudios de validacion que han tenido lugar en los ultimos afios en
Europa, Estados Unidos y Japén, hay que resaltar los realizados sobre métodos para evaluar la
irritacion ocular, irritaciéon dérmica, fototoxicidad, pirdgenos, embriotoxicidad y sensibilizacion,
basicamente desarrollados por la industria farmacéutica. Los modelos SAR y QSAR fueron
elegidos entre otros debido que por sus caracteristicas pueden cumplir con las demandas y
criterios de los programas de seguridad quimica.

Los principios de validacion adoptados, son los que establece la OCDE desde 2004, después
de analizar la complejidad de los factores involucrados en la evaluacion regulatoria de los
modelos QSAR, de tal manera que para fines regulatorios el modelo estara asociado con la
siguiente informacion [Benefati, et al., 2011; Tichy, 2005]:

a) Un punto final definido (p. e€j.,carcinogenicidad, irritacion ocular, irritacion dérmica,
fototoxicidad, pirégenos, embriotoxicidad y sensibilizacion)

b)  Un algoritmo no ambiguo
c) Un dominio de aplicabilidad definido

d) Medidas apropiadas de la bondad del modelo, robustez y capacidad predictiva
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e) Una interpretacion mecanicista, si esto es posible

La OCDE enfatiza en la evaluacion estadistica de los modelos, en términos del desempefio
adecuado; esto es la bondad del modelo, robustez y capacidad predictiva. ElI cumplimiento de
estos supuestos, permite el uso de los modelos QSAR no sélo para la exploracion cientifica,
sino también para fines regulatorios en la proteccion de la salud humana y ambiental [Benfenati,
et al., 2011].

Cuando se evalua un modelo, es muy importante tener en mente el significado de los errores
para las predicciones, mas que simplemente el tamafo; p. ej., la subestimacion (falsos
negativos) o sobreestimacion (falsos positivos) de la toxicidad pueden parecer equivalentes
desde el punto de vista estadistico, pero no los son necesariamente en la toma de decisiones o
desde la perspectiva regulatoria, la cual se inclinara hacia un modelo conservador, no asi la
industria para quienes un error que implica una alta toxicidad (falsos positivos), representan un
costo o pérdida econdémica.

Por lo general, en la evaluacion de riesgos, la estimacion de errores se basa en los modelos de
regresion, que no indican si hay sobre o subestimacién. Solamente algunos modelos tienen
esta capacidad y se encuentran en los proyectos DEMETRA y CAESAR, que dan diferentes
pesos a la subestimacion cuando se construyen los modelos, los detalles han sido descritos por
Cassano et al. [2010].

Los modelos CAESAR estan disponibles en internet, http://www.caesar-project.eu lo que facilita
su acceso a nivel global. Lo que es importante considerar es que estos modelos QSAR son
especificos para los puntos finales de efecto que incluye la REACH en Europa, y pueden ser
utilizados para procesar grandes cantidades de compuestos en lotes [Benefati, 2010]:

a) Bioconcentracion en pescado

b) Sensibilizacion de la piel

¢) Mutagenicidad

d) Carcinogenicidad

e) Toxicidad del desarrollo
Es importante sefialar la necesidad de distinguir entre un modelo validado y un modelo valido,
REACH para fines regulatorios, es especifico en el uso de modelo validos, lo que requiere de a)
cada modelo sea usado para un dominio de aplicabilidad especifico y, b) que haya sido seguido

en la practica, esto es que el quimico a ser evaluado se encuentre en el rango de quimicos para
los cuales el modelo fue disefiado y dirigido [Benefati, et al., 2011; Raunio, 2011.
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5.3.1.3 Ventajas y limitaciones de los métodos in silico

Ningun método es infalible o perfecto, como cualquier otro método de prueba, los métodos in
silico tienen ventajas y limitaciones cuando se les compara con los métodos in vitro o in vivo.
Las ventajas incluyen:

a) Alto desempefio

b) Bajo costo

c) Poco tiempo para llevar a cabo la prueba

d) Alta reproducibilidad si se utiliza el mismo modelo

e) Pocos requerimientos

f) Gran potencial para reducir el nUmero de animales para pruebas in vivo

Las desventajas incluyen:
a) Limitaciones de la calidad y transparencia de los datos tratados
b) Claridad del programa (¢ Qué se va a modelar?)
c) En ocasiones hay confusion en los descriptores
d) El dominio de aplicabilidad a veces no es claro
e) Las caracteristicas ADME, especificamente el metabolismo no es tomado en cuenta

f) La prediccién de la carcinogenicidad no trabaja sobre compuestos no genotéxicos

En el caso de los modelos SAR, es necesario tener en mente que:

a) No siempre es clara la correspondencia entre las propiedades fisicoquimicas y su
comportamiento en el medio bioldgico

b) En ocasiones la actividad biolégica no esta asociada con la molécula madre sino con un
metabolito, cuya formacion depende de variables tales como especie animal, induccién
enzimatica

c) Factores toxicocinéticos que pueden diferir de una estructura molecular a otra similar
(absorcién, distribucion, metabolismo, fijacion a receptores o tejidos)

Raunio [2011], reporta que las aproximaciones QSAR presentan mas del 70% de predicciones
correctas (aunque no se han validado con conjuntos de datos externos), principalmente para
mutagenicidad, sensibilidad y toxicidad acumulada.
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5.3.2 RELACIONES ESTRUCTURA ACTIVIDAD

§
5o

La tecnologia estructura-actividad estéd basada en: a) la teoria de la toxicidad selectiva, que
establece que la interaccion de un toxico con su receptor depende de las caracteristicas
fisicoquimicas y de la estructura molecular del compuesto y, b) en el principio de similitud, que
estable que compuestos quimicos con estructuras similares dan lugar a respuestas bioldgicas
similares. Esto significa que es posible inferir las propiedades biolégicas de un compuesto
nuevo o desconocido, a partir de las propiedades que poseen materiales 0 moléculas parecidas
0 semejantes, cuya peligrosidad es bien conocida, por tanto, la premisa fundamental del
analisis de las relaciones estructura actividad, es que la estructura molecular determina las

propiedades fisicas y quimicas de un compuesto, lo que a su vez determina las respuestas
biolégicas y téxicas [McKinney, et al., 2000].

En esto consisten los llamados modelos relaciones-estructura-actividad, los cuales residen en
interseccion de la biologia, la

quimica y la estadistica (Fig. 5.7).

= Pueden ser cualitativos (SAR, por

\
/

\E‘—=‘=_ sus siglas en inglés; sélo
Actividades ‘i‘ xperimental establecen relaciones estructura-
Mecanismos \ actividad) o cuantitativos (QSAR,
Biologia E por sus siglas en inglés; para
)]
7

predecir valores de toxicidad), lo
cual ha sido tema de numerosas
investigaciones que tratan de
establecer, a través de métodos
matematicos y el uso de sistemas
computacionales, una correlacion
directa entre alguno de los
Empirico parametros fisicoquimicos de la
molécula y su actividad biologica
en una serie homodloga [Reguero,
et al., 1989].
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Fig. 5.7. Interseccidon que da lugar a un modelo SAR

La gran ventaja de los SARs y QSARs, sobre otros métodos de ensayo toxicologico, es que
ofrecen medios para relacionar datos toxicologicos para una gama amplia de compuestos
quimicos y posiblemente de efectos bioldgicos, dando luz a asociaciones multiples que
trascienden las asociaciones particulares de los métodos de ensayo in vitro o in vivo que
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prueban un compuesto quimico a la vez, de aqui su capacidad para revelar informacion sobre
los mecanismos toxicoldgicos que pueden generalizarse a un grupo de compuestos quimicos.

5.3.2.1 Conceptos basicos en las relaciones estructura actividad

El término SAR describe una relacién cualitativa, lo que significa que no hay un modelo
matematico, para que el modelo sea util en la prediccion para un nuevo compuesto quimico. El
ejemplo mas simple son las alertas estructurales, las cuales pueden ser identificadas mediante
un analisis estadistico automatizado, aun cuando el modelo SAR sea cualitativo [Netzeva, et al.,
2005]. En general, el procedimiento para la aplicacion de un modelo SAR involucra dos pasos:
a) caracterizacion de las moléculas bajo investigacion utilizando métodos computacionales,
quimicos y bioldgicos, y b) aplicacién de métodos quimiométricos para explorar patrones de
datos o establecer las asociaciones entre la estructura y actividad o propiedad [Tong, et al,,
2003], ya sea bioldgica o toxica con un enfoque mecanicista, como se ilustra en la Fig. 5.8.

Biologia y clasificacién funcional
con base quimica

Sustancias quimicas

Cuantificacion,

Mecanisticament: caracterizacion
relevante mecanistica
Descriptores Actividades
quimicos Biolégicas
MetOdOS de Determinado por la
anélisis naturaleza de los
datos

J

Modelo SAR

Fig. 5.8. Elementos importantes en el desarrollo de un modelo SAR con enfoque mecanicista
[McKenney, et al., 2000]

En primer lugar, es necesario considerar, que en la toxicidad influyen factores como el peso
atémico o molecular, la valencia, la naturaleza quimica del compuesto y presencia de grupos
funcionales en la molécula biolégica (grupos toxéforos) que reaccionan con el téxico, nUmero de
hidrégenos sustituidos en la moléculas, cadena de cloracion en una molécula aromatica, grupos
amina y nitroso, insaturacién posicion de grupos funcionales, isomeria geométrica, isomeria
Optica, estereoisometria (Tabla 5.3) [Hernandez, et al., 2011].
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Tabla 5.3. Factores que influyen en la toxicidad de compuestos organicos e inorganicos

CARACTERISTICA OBSERVACIONES

Peso atémico o Tanto los compuestos organicos como los inorganicos son mas téxicos cuanto
molecular mayor peso tienen

Valencia Debido a que influye en solubilidad de las sales

Compuestos que
actuan sobre grupos
funcionales

Con frecuencia la toxicidad se debe a que un compuesto bloquea grupos
funcionales de moléculas bioldgicas en la célula, p. €j., grupos aldehido, amino,
sulfhidrilo, oligoelementos

Presencia en la
naturaleza

En general la toxicidad de la sales de metales, es mayor cuanto mas rara es su
presencia en la naturaleza

Sustituciéon atomos de
hidrogeno

La toxicidad de una sustancia organica aumenta al sustituir atomos de
hidroégeno por halégenos; p. €j., los hidrocarburos aromaticos son sedantes y el
nivel de efecto se incrementa con la halogenacion, siembre que quede algun
atomo de carbono sin sustituir

Cloracion

La cloracién de hidrocarburos aromaticos incrementa las propiedades
antisépticas, debido a que la halogenacioén en una cadena lateral aumenta el
poder irritante sobre mucosas

Grupos amina

El grupo NH, es estimulante del sistema nervioso central y aumenta su
toxicidad, ademas de que las aminas son metahemoglobizantes

Grupo nitroso

El grupo NO, confiere propiedades vasodilatadoras, ademas de ser como el
grupo amina metahemoglobizante. Los nitratos inorganicos tienen potencial
metahemoglobizante debido a que se reducen a nitritos en el intestino, en tanto
que los organicos son vasodilatadores

Insaturacion de
compuestos organicos

La toxicidad aumenta con la insaturacion, Asi el CO, CNH, acroleinas, y
moléculas semejantes son productos muy téxicos. El grupo amino libre (R-NH,)
es mas toxico que el sustituido (R-NH-R’). Su cualidad vasoconstrictora
aumenta con la presencia de grupos —OH alcohdlicos o fendlicos (adrenalina,
oxifeniletilamina). El nitrégeno en forma —N= (piridina) es menos téxico que en
forma —NH, (anilina) o H-N= (piperidina), por su actividad con los grupos
aldehidos bioldgicos. El nitrégeno unido al ndcleo aromatico, o formando parte
de él, disminuye la toxicidad sobre el sistema nervioso central, por lo que son
analgésicos

Posicion orto, meta o
para

Los isdmeros tienen diferente actividad

Isomeria geométrica

Los compuestos simétricos suelen ser mas toxicos que los asimétricos

Isomeria 6ptica

La actividad biolégica corresponde a los levdgiros, son menos activos los
dextrogiros y los racémicos

Estereoisometria

Las formas estereoisdmeras cis son mas toxicas que las trans

Fuente: Informacién tomada de las notas de Hernandez, et al., 2011, del Curso de Toxicologia

Basica o Fundamental
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Lo anterior significa que las estructuras quimicas generalmente no contienen de forma explicita
la informacion que se refiere a su actividad, de tal manera que dicha informacion tiene que ser
extraida de la estructura, esto es de una serie de descriptores moleculares.

Los descriptores moleculares pueden ser considerados la informacidon de mayor relevancia
acerca de la composicion de un compuesto quimico. Varios descriptores moleculares
racionalmente disefiados acentuan diferentes propiedades quimicas implicitas en la estructura
de la molécula. Soélo aquellas propiedades pueden correlacionar mas directamente con la
actividad. Esta gama de propiedades van de la fisicoquimica y quimica cuantica a las
caracteristicas geométricas y topolégicas [Dudek, et al., 2006].

Un esfuerzo considerable se ha centrado en explorar diferentes paradigmas y técnicas para
generar rapidamente descriptores estructurales que, se espera, también codifiquen la actividad
bioldégica. Con respecto a su aplicacion prevista, los descriptores generados por computadora
pueden dividirse en dos categorias separadas pero relacionadas: busqueda en base de datos y
aplicaciones de SAR [Tong, et al., 2003]. La seleccion de descriptores no es trivial, hay
descriptores que son genéricamente importantes en la capacidad que un compuesto quimico
tiene para aproximarse al sitio de accién, el ejemplo mas claro de esto es el coeficiente de
particion octanol-agua.

Otra manera de representar las moléculas, puede ir mas allda de las estructuras de dos
dimensiones, atomos y enlaces, a las basadas en estructuras tridimensionales, estéricas y
campos electrostaticos, éstos ultimos se consideran altamente adecuadas si se sabe o se
sospecha que hay un mecanismo de actividad biolégica mediado por receptor [Mckenney, et al.,
2006].

Con respecto al dominio de aplicabilidad de los modelos SAR y QSAR, éste se encuentra
definido y limitado por la naturaleza y calidad de los datos utilizados en el desarrollo de modelos
y es estrictamente aplicable sdélo en relacién con el conjunto de datos que se utilizé para
generarlo, aunque posiblemente tenga capacidad predictiva dentro de ciertos limites fuera de
ese conjunto de datos. Aun cuando mucho del desarrollo de estos modelos se debe a la
industria, las aplicaciones de estos modelos se extienden a la academia y las agencias
gubernamentales encargadas de la normatividad y politicas ambientales, Cronin [2009a],
destaca las siguientes aplicaciones:

e Identificacion racional de moléculas con potencial farmacolégico, biocida o plaguicida

¢ Optimizacién de la actividad farmacoldgica, biocida o plaguicida
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e Disefio racional de productos para la higiene y cuidado personal, tales como
surfactantes, perfumes, colorantes y otros compuestos quimicos

e Identificacion de compuestos peligrosos en estadios tempranos de desarrollo de un
producto o para el tamizaje de compuestos existentes en inventarios

e Diseflo de nuevos compuestos, asegurando que no son téxicos o tienen efectos
colaterales indeseable

e La prediccién de la toxicidad a humanos, asociada con la exposicién voluntaria,
ocupacional y ocasional

e La prediccion de la toxicidad para formas de vida silvestre

e Seleccion de compuestos con propiedades farmacocinéticas 6ptimas, en términos de su
estabilidad o biodisponibilidad en los sistemas biolégicos

e Prediccion de propiedades fisicoquimicas de moléculas (si éstas son farmacos,
plaguicidas, productos para el cuidado personal y otros compuestos quimicos)

¢ Prediccién de la transformacion y destino de moléculas liberadas al ambiente

e Racionalizacién y prediccion de efectos combinados de moléculas, si se encuentran en
mezclas o formulacion

En todos los casos, la clave del papel de las tecnologias in silico es que las predilecciones
pueden obtenerse a partir de las caracteristicas de las moléculas

En la evaluacion de un modelo, es importante definir los limites o fronteras de aplicacion,
teniendo en cuenta qué tipo de moléculas y rango de valores del descriptor, tener actividades
que puedan ser predichas con confiabilidad y, medidas estadisticamente significativas de ajuste
y robustez. Los modelos también pueden llevar a hipotesis mecanicistas para guiar futuras
pruebas y validacion. Un proceso de validacion del modelo debe probar la capacidad predictiva,
asi como explorar los limites de su aplicacion y probar las hipétesis mecanicistas sugeridas por
un modelo bien construido.

En investigacion, la utilidad de los modelos SAR va mas alla de la prediccién, ya que pueden
ofrecer una racionalizacion de las variaciones de actividad en datos existentes, justificar un
mecanismo comun de actividad (y aditividad del efecto) para una serie de compuestos
quimicos, identificar desviaciones debidas a cualquier error experimental o mecanismos
alternativos, servir como medida de comparacion para
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En sintesis, un compuesto quimico puede ser caracterizado a tres diferentes niveles: 1)
estructura molecular (S); 2) por sus propiedades fisicoquimicas (P) y, por su actividad biologica
(A). La estructura molecular puede ser representada por una serie de descriptores, en tanto que
las fisicoquimicas pueden ser resultado de métodos experimentales, o calculadas mediante
métodos computacionales. La respuesta bioldgica, puede obtenerse mediante técnicas de
ensayo diversas [Tong, et al., 2003], in vivo e in vitro.

Por ultimo, son necesarios métodos apropiados de analisis para relacionar las actividades y
estructuras quimicas de interés, que dependeran de la naturaleza de la medicion de la actividad
(por ejemplo, cualitativa y cuantitativa) y el nivel de entendimiento del mecanismo quimico de
accion (por ejemplo, mediada por receptor), etc. El objetivo es procurar en cada paso del
proceso, verificar o evaluar lo que es quimicamente y biolégicamente plausible, para limitar
razonablemente el problema en estos términos, y para derivar modelos fundamento cientifico
sélido y bases para su interpretacion [Mckenney, et al., 2006].

5.3.2.2 Métodos

Todo tipo de modelos predictivos dependen de los datos en cuales estén basados, la técnica
para desarrollar el modelo y la calidad de la informaciéon que alimente a dicho modelo. Los
modelos in silico para la prediccion de las propiedades y los efectos de las moléculas no son
diferentes.

En casi todos los casos, dos tipos de informacion son necesarios para un modelo (el efecto a
ser modelado y descriptores de los productos quimicos) y una(s) técnica(s) para formular las
relaciones. Los datos a ser modelados corresponden a la variable independiente o respuesta
matriz X y los descriptores o variables explicativas en la matriz Y, (Fig. 5.9), de tal matriz, es
posible obtener varios tipos de relaciones si los datos se tratan mediante métodos estadisticos
u otros [Cronin, 2009a]. Si se trata de un QSAR, la respuesta biolégica es una variable continua
en funciéon de uno o mas descriptores, en tanto que si se trata de un modelo SAR, la variable
respuesta es categorica ausencia/presencia de respuesta, téxico/no téxico; también es posible
establecer relaciones semicuantitativas, pero en todos los casos, las bases deberan ser firmes
en calidad y confiabilidad.

Los estudios de correlaciones entre propiedades fisicas y propiedades quimicas o bioldgicas,
requieren disponer de datos bioldgicos de calidad, definir descriptores quimicos relevantes y
elegir un modelo adecuado para investigar las posibles relaciones (Fig. 5.10); esto es, en el
desarrollo de un QSAR, se requiere un numero significativo de moléculas o compuestos para
obtener una relacién significativa, Cronin [2009a], plantea que diversos autores estiman que
para cada descriptor se requieren entre cinco y diez compuestos, lo cual lleva al uso de
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métodos basados en regresion, para poder analizar los datos y
[Selassie, 2003].

Fig. 5.9. Matriz de datos tipica para un estudio QSAR

[Cronin, 2009a

establecer correlaciones

Actividad a Propiedad/ Propiedad/ Propiedad/ Propiedad/
Identificador ser Descriptor/ Descriptor/ Descriptor/ Descriptor/
quimico modelada Fragmento | Fragmento 2 | Fragmento 3 Fragmento n
Molécula i X,‘ Y1,‘ Y2,' Y3,‘ Yni
Molécula ii X,‘,‘ Y1,‘,‘ Y2,',' Yg,‘,‘ Ynii
Moleécula iii Xiii Y i Y 2iii Y iii Y iii
Molécula n X, Yin Yon Yan Y
Datos Datos
biolégicos fisicoquimicos

v/

Informacion

Entendimiento y
prediccion de
propiedades

N

Ruido, error

Fig. 5.10. Descriptores del modelo y resultados esperados
Tomado de: http://www.qo.fcen.uba.ar/Cursos/quimed_files/QM09-7.pdf

Asimismo, como puede deducirse de la Fig. 5.10, la informacion que se integra a un QSAR es
variada, como se presenta en la Tabla 5.4 tomada de Cronin [2009a], sin que el autor considere

que es exhaustiva.

La gama de aproximaciones de modelacién también es variada asi como el grado o nivel de
complejidad: analisis de Hansch, Free-Wilson, fragmentos y alertas estructurales, formacién de

categorias,
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Tabla 5.4. Tipos de informacion incluida en las aproximaciones de modelacion in silico
DATOS A SER MODELADOS

e Efectos farmacolégicos

o Efectos toxicolégicos

o Propiedades fisicoquimicas

e Propiedades farmacocinéticas que gobiernan la biodisponibilidad

e Transformaciéon ambiental

QuimicA

e Propiedades fisicoquimicas

e Propiedades estructurales bidimensionales (2-D) y tridimensionales (3-D)
e Presencia, ausencia y numero de atomos, fragmentos y subestructuras
¢ Quimica cuantica y computacional

MODELACION

e Formacién de categorias de moléculas similares

o Estadistica

e QSAR 3D/4D
OTROS ASPECTOS

e Calidad y confiabilidad de los datos

e Formatos del reporte del modelo y prediccién

e Dominio de aplicabilidad

¢ Robustez del modelo y validacion de una prediccion
Fuente: Tomada de Cronin, 2009a

Histéricamente, la relaciones estructura actividad, datan del siglo Xl, en la actualidad, se
consideran como punto toral, los métodos para correlacionar cuantitativamente caracteristicas
estructurales con actividad bioldgica introducidos por Hansch, Hansch y Fujita en la década de
1960 [Selassie, 2003], con la finalidad de predecir para un compuesto nuevo si éste es activo o
inactivo biolégicamente, si es selectivo, si provee informacién nueva, propiedades
farmacocinéticas (ADME: absorcion, distribucién, metabolismo, excrecion) y toxicidad.

Pueden usarse datos biolégicos y bioquimicos desde muy precisos (KD) hasta muy
aproximados (activo/inactivo, antagonista/agonista, etcétera). Los datos estructurales pueden
tomarse a distintos niveles, desde propiedades intrinsecas de la molécula no relacionadas a las
interacciones hasta descripciones estéricas-electronicas como el potencial electrostatico
mapeado sobre la superficie de Van der Waals.

Los descriptores quimicos utilizados pueden tener informacion global (estructural) de la
molécula o local para partes de la molécula (subestructuras) Las propiedades utilizadas pueden
ser experimentales, calculadas o una combinacion de ambas.
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Las técnicas matematicas mas frecuentemente utilizadas se basan en el analisis de regresion;
aunque también se utilizan técnicas de analisis como: factorial, componentes principales,
cluster, reconocimiento de patrones, de discriminantes, redes neuronales artificiales (ANN, por
sus siglas en inglés) y técnicas cibernéticas como maquinas de autoaprendizaje, algoritmos
genéticos, entre otros métodos matematicos y estadisticos. Independientemente del método de
analisis que se utilice, el modelo debe ser evaluado, obteniendo como minimo los parametros
estadisticos que describen la ecuacion, el coeficiente de correlacion y su significancia

estadistica.

5.3.2.3 Descriptores

Se fundamenta, como ya se anotd, en el planteamiento de una ecuacion matematica en la cual
la actividad bioldgica, efecto adverso o respuesta téxica esta regida por parametros moleculares
tales como hidrofobicidad (p., ej., LogP o coeficiente de particion), factores estéricos (Es) y
arreglo espacial, y otras propiedades complejas como es el caso de la refractividad molar (MR),

entre otras listadas en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Descriptores moleculares (propiedades fisicoquimicas) que rigen la magnitud del

efecto adverso o toxicidad

DESCRIPTORES MOLECULARES

Hidrofobicidad

e Logaritmo.q del coeficiente de particion
octanol-agua (logP,,)

¢ Coeficiente de particion entre dos fases
inmiscibles (agua-gas)

e Constante de Hansch, sustituyendo a la
constante hidrofébica i1

Solubilidad

Constantes derivadas de datos cromatograficos
Presion de vapor de saturacién sobre un
compuesto liquido

Constante fragmental de Rekker

Constantes electronicas (constantes de reactividad)

¢ Constante de Hammet 6 y sus modificaciones

Constantes de ionizacion
Momento dipolo

¢ Constante inductiva Swain-Lupton
e Constante de resonancia Swain-Lupton

Constante de Taft para compuestos polares o
para compuestos alifaticos

Indices Cuanticos

e Densidad electronica en el atomo
e Superdeslocalizaciéon nucleofilica
e Superdeslocalizacion electrofilica

Orbital molecular de mayor energia que se
encuentra ocupado

Orbital molecular de menor energia que se
encuentra desocupado

Estericidad y arreglo espacial

e Constante estérica de Taft sustituyendo a la
constante Eg

e Peso molecular relativo

« indice topolégico de conectividad molecular

Radio de un sustituyente van der Walls

Volumen molecular

Superficie molecular

Volumen molar (peso molecular relativo/densidad)
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DESCRIPTORES MOLECULARES

Propiedades estructurales

e Presencia de subestructuras o grupos funcionales (sustituyentes en orto de un centro de reaccion,
sustituyentes contiguos o grupos formadores de puentes de hidrogeno)
e Frecuencia con la cual estan presentes

Descriptores electrénicos

En la década de 1930, Hammett, introdujo el concepto “sigma-rho”, y junto con Taft, proveen las
bases para mecanicistas para el desarrollo del paradigma QSAR de Hansch y Fujita [Selassie,
2003].

Hammett plantea que los efectos electrénicos de un conjunto de sustituyentes en diferentes
reacciones organicas son iguales. Si esos efectos pueden evaluarse en una reaccion estandar,

entonces se podran usar en cualquier reaccion El parametro electrénico de sustituyente ¢ se
determind con base en las constantes de disociacion de acidos benzoicos sustituidos:

po =logKy —log K,

o Khn, Kx: constantes de ionizacion de acido benzoico y de acidos benzoicos sustituidos
en posicion para o meta; p
depende de las condiciones de

Logka T 7 reaccion, p =1 en agua a 25°C
0.8 -
0.6 1 Como se ilustra en la Fig. 5.11
0.4 -
o.i - Sigma e 0=0paraH
-1 -0.5 5 0.5 1 o >0 para sustituyentes
0.4 - electrofilicos (CN, NO,, CFj,
-0.6
08 - e 0<0 para sustituyentes
-1 donadores de electrones (NH,,

CHa)
Fig. 5.11. Representacion de la constante de Hemmett

e pgrande indica que la reaccion es muy sensible a efectos de sustituyentes
e p > 0lareaccioén se favorece por sustituyentes electrofilicos

e p <0 lareaccion se favorece por sustituyentes donadores de electrones
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Las constantes o meta (inductivo) y para (inductivo + resonancia) de un sustituyente en general
no son iguales, pueden expresarse como una combinacion lineal de un efecto de resonancia
(R) y uno de campo (F) independientes de la posicién del sustituyente

o=fF+rR(fyrsonfactores de peso)
Descriptores de hidrofobicidad (lipofilicidad)

De los descriptores de hidrofobicidad, el mas ampliamente utilizado para los modelos QSAR vy el
mas conocido el coeficiente de reparto o coeficiente de particion octanol-agua, esto es, la razon
de concentraciones de una especie quimica unica entre dos fases liquidas inmiscibles en
equilibrio:

P =(C /C

ow n—oc tanol agua )

En forma analoga a la ecuacién de Hammet, es posible describir la constante de lipofilicidad de
sustituyentes en la molécula en cuestion:

m=log Py —log Py

e Px y Py son los coeficientes de particiéon entre un solvente organico y agua de un
compuesto y su derivado sustituido con X.

e 1 > 0 caracter lipofilico respecto del hidrégeno
e 11 < 0 caracter hidrofilico respecto del hidrégeno

e En la determinacién de coeficientes de particion debe tenerse en cuenta la ionizacion del
compuesto en la fase acuosa

e EIl sistema 1-octanol/lagua se usa como referencia. Una membrana segun sus
caracteristicas especificas puede ser modelada por otros solventes:

o Inerte - Alcano

o Anfiprética — 1-octanol

o Donador de protones — Cloroformo

o Aceptor de protones — Dipelargonato de propilenglicol

Asi, la constante 1 depende del entorno molecular, y es aditiva y constitutiva; por efecto
inductivo, los grupos electrofilicos conllevan un incremento en 1 cuando hay puentes de
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hidrogeno; los efectos de resonancia en sistemas aromaticos, disminuyen la capacidad de
formar puentes de hidrogeno pos deslocalizacion de los pares de electrones libres, lo que
resulta también en un incremento de 1. Los efectos conformacionales también pueden afectar
la lipofilicidad o hidrofobicidad.

Estericidad

Los efectos estéricos son variables, si un grupo interfiere con el acceso a pares de electrones
libres que pueden formar puentes de hidrogeno con el agua, ™ aumenta, pero el agrupamiento
de grupos hidrofébicos tendra el efecto opuesto. Selassie [2003], describe la importancia de
dichos efectos en el analisis QSAR, como se presenta a continuacion:

a) Los efectos estéricos pueden describirse mediante el parametro Es de Taft. La ecuacion de
Taft, establece la relacion de las reactividades de ésteres alifaticos con la constante de
polaridad o* y la constante estérica Es de la forma
[http://www.edilatex.com/index_archivos/quimicafisica.pdf]:

loghk=logk, +p o™ +0E;
b) El parametro Es, deriva de la hidrdlisis acida de ésteres X-CH,-COOR y CH3-COOR, kx y ky
respectivamente:
Eg=log (ky/ kgls
¢) Generalmente Es=0 para X=CHj; la negatividad de Es directamente proporcional al volumen
de X.

d) Hancock, introdujo una constante 0.306, obtenida mediante calculo del orbital molecular para
corregir el problema que se presenta de hiperconjugacién de un niumero n de a-hidrégenos en
el grupo funcional acetato de la molécula:

EE—FE; +0308(n-3)

e) A diferencia de otros descriptores, los valores de Es y £, estan limitados para un gran

numero de compuestos organicos, lo que restringe su uso en los estudios QSAR. Charton
soluciond esto al demostrar que Es se correlaciona fuertemente con el radio minimo van der
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Walls del sustituyente e hidrégeno, rx y ry respectivamente, lo que permite el desarrollo del
parametro upsilon:

Uy =rX—rH=rX—l.2

La refractividad molar (MR), directamente relacionado con el volumen molar (PM/8) es uno de
los parametros estéricos mas ampliamente utilizados. La ecuacion de Lorentz-Lorenz, describe
esta relacién, a partir del peso molecular PM, el indice de refraccién ny la densidad 6:

MR =fn? 1)/ (n°+2)J(PM/3)

MR es una propiedad aditiva de la molécula a mayor MR mayor es el volumen estérico del
sustituyente y mayor su tendencia a interactuar a través de fuerzas de London. Este parametro
también mide el efecto electronico y puede reflejar interacciones dipolo-dipolo en el sitio
receptor no distingue forma, por ejemplo el valor MR para (-CH,CH,-CH,-CH,-CHj3) es el mismo
que para [-C(Et)(CH3),;], 2.42. La interpretaciéon no es sencilla, no obstante, MR es una
propiedad aditiva, a mayor MR mayor es el volumen estérico del sustituyente y mayor su
tendencia a interactuar a través de fuerzas de London. Este parametro también mide el efecto
electronico y puede reflejar interacciones dipolo-dipolo en el sitio receptor.

En modelos QSAR bioldgicos, este parametro se aplica cuando los efectos intermoleculares son
relevantes; p. €j., en sistemas celulares e incluso distribucién/transporte en donde los procesos
de difusion son el modo de operar. Con sustituyentes alquilo, hay un alto grado de colinealidad
con la hidrofobicidad; de aqui, que se debe ser muy cuidadoso en el analisis de la relacién
cuantitativa estructura-actividad.

Descriptores biolégicos

En QSAR, es necesario que los datos bioldgicos sean preciso y exactos, para desarrollar un
modelo significativo, esto es un modelo QSAR es valido estadisticamente sélo si los datos
tienen calidad para su desarrollo. Los datos biolégicos usualmente se expresan en escala
logaritmica, debido a la naturaleza de la curva dosis respuesta, esto es una relacion lineal entre
la respuesta con el log de la dosis en la region media de la curva log dosis-respuesta. El inverso
del logaritmo de actividad (log 1/C) se utiliza para obtener analogos mas efectivos para valores
mas altos. Algunos de los datos bioldgicos mas utilizados en la modelaciéon QSAR se listan a
continuacion (Tabla 5.6):
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Tabla 5.6. Tipos de datos biolégicos utilizados en el andlisis QSAR

ACTIVIDAD PARAMETRO BIOLOGICO
Receptores aislados

Constantes de velocidad Log Keat, logk
Constante de Michaelis-Menten Log 1/K,,
Constante de inhibicion Log 1/K;
Datos de afinidad PA,, PA;
Sistemas celulares

Constantes de inhibiciéon Log 1/Csg
Resistencia cruzada Log CR
Datos bioldgicos in vitro Log 1/C
Estados de mutagenicidad Log TAgs
Sistemas in vivo

Factor de bioconcentracion Log BCF

Tasad de reaccion in vivo
Tasas farmacodinamicas

Log | (induccidn)
Log T (depuracion total)

Fuente: tomada de Selassie, 2003

5.3.2.4 Analisis de Hansch y Fuijita

Este analisis, introducido en 1963 por Hansch y Fujita (Fig. 5.12), es mas utilizado como método
alternativo in silico, para la prediccion de la toxicidad. Los descriptores incluidos en el modelo
pueden obtenerse de tablas, bases de datos o pueden ser calculados mediante software en
computadora.

Informacion
Mapeo de sobre
receptores mecanismos
Optimizacion
de potencia J
Nuevas ideas I

Disefio
experimental en
planificacién de

series y

optimizacién

—

Bioisoterismo
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Fig. 5.12. Esquematizacién de un analisis QSAR de acuerdo con Hansch y Fujita
Tomado de: http://www.qgo.fcen.uba.ar/Cursos/quimed_files/QM09-7.pdf

La forma parabdlica de la de ecuacién de Hansch hace posible estimar la hidrofobicidad de una
molécula para obtener el efecto deseado. Consiste en la modelacion o analisis de las posibles
relaciones que existen entre las propiedades bioldgicas y fisicoquimicas, quimicas o fisicas, de
una serie de compuestos quimicos ajenos a un organismo vivo (xenobidtico). Tal analisis se
lleva a cabo mediante métodos estadisticos y de acuerdo con Tichy [2005], quien hizo una
revision de la aplicacion de métodos in silico, la formula matematica general para derivar las
propiedades bioldgicas es la siguiente:

B ,=f(X;)

En donde BA; es una actividad bioldgica (magnitud de un efecto adverso o téxico) de un
compuesto Ji; X; es la propiedad conectada o asociada con la estructura quimica del compuesto
i; f es una funcion matematica derivada para una cierta serie de compuestos.

Hansch y Fujita en 1963, lo expresaron como el la respuesta bioldgica (RB) asociada con los
parametros descriptores quimicos (correlacion lineal de energia) de una serie de analogos en
funcién de ciertos factores definidos (lipofilicidad, electrénicos y de estericidad):

RB=f(descriptores moleculares o de fragmentos)

A partir de esta ecuacion, como sea que se exprese, con base en ensayos de toxicidad diversos
y conociendo el valor de la propiedad fisicoquimica X; (i es el compuesto no probado
perteneciente a una serie de compuestos), es posible estimar o calcular valores de toxicidad,
para uno o0 mas compuestos.

La ecuacion basica de Hansch, considerando que generalmente se obtienen relaciones
parabdlicas entre los coeficientes de particion o la lipofilicidad y la actividad biolégica, para una
serie homologa de compuestos; integra variables como la concentracién C y otras constantes k
que resultan del analisis de regresion:

log (1/C)=—k(log PY +K (log P)+k"

El tipo de respuesta (concentracion efectiva 50, dosis letal 50, p. €j.) se obtiene de la inversa de
la concentracion C, mayor potencia esta asociada con una dosis menor, se considera que el
optimo es logP,=k72k. Esta ecuacién se expandio e incorporo los efectos electrénicos a través
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del o Hammett, asi como los estéricos (Es), estos es, cubre las tres propiedades de un
compuesto que rigen o gobiernan la respuesta biolégica asociada:

—log € = ki(log P, )? + ks l0g Pyt o + kyEs + ks —log € = kit kot + kyEs + kyo + ks

Posteriormente, se incorpord también la forma (S). Siempre se busca el mejor ajuste mediante
minimos cuadrados de la variable de efecto (respuesta biolégica) asociada con una
combinacion lineal de las variables explicativas (descriptores):

fog .:"f;’CJ=—arrE—bi'T—pcr—CES—G"S—E

Para autores como Tichy [2005], el log de P, es suficiente y representa un peso y significancia
altas como variable explicativa, de tal manera que las otras variables o descriptores, tienen un
peso menor. En cualquier caso, para evaluar la prediccion, es necesario calcular el peso y
significancia de cada uno de los descriptores.

Es importante sefialar que deben cumplirse los supuestos para una regresioén lineal asi como
los siguientes puntos:

e Larelacion de compuestos a descriptores deber >5

e Los descriptores no deben estar correlacionados (coeficientes de correlaciéon <0.5)

e Se prueban ecuaciones con distintas combinaciones de parametros una vez
seleccionada la mejor que sea estadisticamente significativa, puede usarse para
predecir la actividad de compuestos no ensayados

e Cuando hay mas variables (caracteristicas estructurales) que compuestos o se deben
correlacionar varias actividades biologicas simultaneamente, entonces:

o Se requieren métodos de regresion mas robustos que la regresion lineal multiple

o Se utilizan métodos de reconocimiento de tendencias como proyecciones
parciales de cuadrados minimos o analisis de componentes principales

o Estos métodos reducen la descripcion original de cada molécula en un numero
pequeno de dimensiones descriptivas llamadas componentes principales que son
combinaciones lineales de las variables originales

o Esto tolera entre otras cosas que el conjunto de descriptores quimicos esté
incompleto (datos faltantes para algunos compuestos)
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Algunos ejemplos de aplicaciones obtenidas mediante analisis Hansch, fueron analizados por
Font [s/f, www.unav.es/organica/docencia/computacional_g/QSAR/QSAR.pdf]:

e Unidn de hidrocarburos aromaticos a la seroalbumina
log K = 0.045MR + 2.552
¢ Actividad anticolinérgica de derivados morfolinicos
log A =-0.496p2 + 3.964p - 1.285
¢ Inhibicién de la acetilcolinesterasa por arilcarbamatos ortosustituidos
log A =348Es + 2.80p + 4.25s + 2.54
e Actividad bacteriostatica de sulfonamidas frente a Escherichia coli
log A=0.67s-+0.485s-0.15p + 4.80

Las limitaciones del método pueden sintetizarse como sigue:

e Al no saber que atomos interaccionan con el receptor puede ocurrir que algunos efectos
estéricos no sean importantes (como ya mencionaba Tichy)

e Las reacciones usadas para derivar los descriptores generalmente se generan en
matrices acidas o basicas, donde los compuestos estan totalmente ionizados, en tanto
que en el medio bioldgico las moléculas suelen estar parcialmente protonadas

¢ No aplican al descubrimiento de nuevos compuestos, sino a la comparacion de un nuevo
compuesto con otros conocidos, esto es empirico y retrospectivo

e Como en otros métodos empiricos las extrapolaciones generalmente fallan, de aqui la
importancia de tener un modelo para el cual se ha evaluado el peso y la significancia de
cada uno de los descriptores

5.3.2.5 Método de Nys y Rekker

Este analisis se apoya en el concepto de aditividad, asumiendo que todas las subestructuras de
un compuesto bioactivo contribuyen de modo aditivo, es la suma de la hidrofobicidad de los
fragmentos del compuesto en cuestion [Costa, 2004]. Asi, considerando esto, Rekker observé
que la aplicacién del parametro de Hansch en sistemas que contienen cadenas alifaticas falla
en el principio de aditividad, por lo que el autor consideré la contribucion de grupos
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sustituyentes individuales en la hidrofobicidad o lipofilicidad de la molécula y definié el
parametro f, mediante la siguiente ecuacion:

log P =3 af

Siendo P el coeficiente de particion del compuesto; f es la constante hidréfoba de la molécula,
es la contribucion individual de cada subestructura del compuesto; y a la frecuencia con la cual
un fragmento dado se encuentra en la estructura de la molécula.

Al introducir un factor de correccion para el analisis, resulta la siguiente ecuacion:

logP =3 F = ga, of + §/<, oCp
/=1 /=1

f = constante hidroéfoba de un fragmento
a = numero de estos fragmentos presentes en la molécula
Cm = factor de correccion, cuyo valor es 0.219

Ki = frecuencia del factor de correccion
El factor Cm considera:
o Efecto de proximidad 6 descripcion de la presencia de centros negativos separados

por uno 6 dos carbonos [X-(CH)n-X]

e Tipo de soporte hidrocarbonado (alifatico saturado aciclico, ciclico, insaturado,
conjugado, aromatico, aromatico condensado conjugado)

e Presencia de atomos de hidrogeno unido a grupos electronegativos
e Presencia de grupo electronegativo junto a grupo alquilo voluminoso

e Presencia de un atomo de oxigeno unido a un anillo aromatico por un atomo de
carbono.

e Existencia de puentes de hidrégeno intramoleculares
e Aspectos conformacionales

e Presencia, en compuestos aromaticos, de grupos neutros situados en orto con
respecto a un sustituyente capaz de interactuar por resonancia

o Combinacion de dos grupos capaces de interactuar entre si por resonancia
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5.3.2.6 Modelos Free-Wilson o de novo

El trabajo de Free y sus colaboradores, se llevé a cabo en paralelo a los trabajos del grupo de
Hansch. En1964, Free y Wilson postularon que para una serie de compuestos similares,
diferentes entre si, apenas por la presencia de ciertos sustituyentes, la contribucién de estos
sustituyentes para la actividad bioldgica es aditiva y depende sdlo de dos tipos de posicion
de dicho sustituyente. Un modelo Free-Wilson, no puede ser aplicado a moléculas
cuyos sustituyentes no son combinaciones lineales; no obstante una ventaja es que
permite la optimizacién de sustituyentes para un tipo de estructura base.

Supone que la introduccion de un sustituyente en una dada posicién en una molécula, cambia
la potencia siempre en la misma magnitud independientemente de los otros sustituyentes
presentes. La actividad biolégica se representa como AB = log A/Ao (A y Ao son las actividades
del compuesto sustituido y sin sustituir; X; =1 si el sustituyente i esta presente y 0 si no lo est3;
a; es la contribucion del sustituyente j a la actividad respecto de H, p, es la actividad global del
esqueleto sin sustituir

AB =Ya;,+ X; +u

De acuerdo con Pastor y Alvarez [s/f], este modelo se considera el Gnico modelo auténtico SAR,
ya que la contribucion a la actividad cada una de las fracciones o fragmentos de la molécula se
calcula directamente por regresion multiple. En la aproximacion extratermodinamica se
correlacionan propiedades fisicoquimicas con actividad y no fragmentos estructurales. Los
mismos autores, anotan que la utilidad del analisis Free-Wilson es mas limitada que la de los
modelos extratermodinamicos los cuales generan informacion acerca de la accion de un
compuestos a nivel molecular, en tanto que los modelos de novo permiten soélo una
cuantificacion de los efectos que los cambios estructurales producen sobre la actividad
bioldgica. Las limitaciones de estos modelos pueden ser sintetizadas como sigue:

e En muchos casos hay un numero muy grande de parametros lo cual impide el uso de
regresion lineal multiple (pueden aplicarse métodos de reconocimiento de tendencias)

e El método es estrictamente por interpolacion

e Todos los sustituyentes y caracteristicas estructurales son considerados con la
misma disimilitud (la diferencia entre metilo y etilo equivale a priori a la diferencia
entre metilo y amino, etcétera)
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e No da ideas de las razones fisicoquimicas por las que alguna caracteristica
estructural puede ser favorable o desfavorable

5.3.2.7 Métodos semicuantitativos

Los métodos semicuantitativos, incluyen a un grupo diverso de analisis de informacién que
puede ser obtenida de diferentes fuentes y bases de datos: Craig, Topliss, Fibonacci, Simples,
Austel y conglomerados de Hansch. Estos son métodos manuales, no matematicos y no
estadisticos, basados en los principios del analisis de Hansch. Asimismo, estan basados en los
descriptores o y © y en menor medida en Es. El grafico de Craig representa dos descriptores
seleccionados, como por ejemplo ¢ vs © para distintos sustituyentes, la Fig. 5.13 representa un
grafico de este tipo:

143
[ e | T CF,50
+G =T | +o+m
NO)
CN & d
S0,NH, CH;50, - SF:
. . cr,
C0O,CH, »
CONH, . ebos
CH,C0
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Br z 1
. <l .
COH e
F
24 -1.0 H . 1.0 4
1 1 = 1 | .
CH,CONH, *SCH,
C,Hs
= t=Butvl
. OCH, » . CH, Bty
NHCONH .
i OH
O HMe,
. -0.5 .
* NHC,H,
NH, ® WM,
L ]
-0 =T T+
L 1.0

Fig. 5.13. Plot de Craig
Fuente: http://hydra.vcp.monash.edu.au/modules/mod4/qsarwebp7.html
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El signo y magnitud de los coeficientes de ¢ y n (de la ecuacién de Hansch) determina el
cuadrante del grafico a usar en las sintesis de nuevos analogos. También se pueden
seleccionar sustituyentes de distintos cuadrantes de modo de cubrir un amplio rango de
propiedades: lipofilico e hidrofilico, electrofilicos y donadores d electrones.

El método de Topliss sigue un esquema intuitivo basado en un arbol de decision El pre-requisito
es que el compuesto lider debe tener un anillo bencénico no fusionado Partiendo de un
compuesto bencénico no sustituido. Font [s/f], ejemplifica lo siguiente para la construcciéon de un
arbol de decision (Fig. 5.14):

e Como el aumento en lipofilicidad generalmente aumenta la potencia, el primer
analogo debe ser uno, con un sustituyente con = > 0. p. €j., 4-cloro tienent=0.71y o
= 0.23 es una buena eleccidn inicial.

¢ Sila potencia aumenta, puede deberse al mayor =, al mayor c 0 a ambos entonces el
siguiente paso es poner un cloro en meta.

e Siel 3,4-dicloro (r = 1.25 y 0 = 052) es mas activo puede discriminarse entre efecto ¢
y © con el sustituyente S-Ph en para (n = 2,32 y 6 = 0,18) 0 el 3-trifluorometil-4-nitro (=

=0,60yc=121)
4-H
< : >
4-Cl 4-Cl 4-Cl =071, 6=0,23
|
1= - 1= A F - T
4.0Me 4-OMe 4-OMe  4-Me 4-Me 4-Me 34y, 3,4-Cl2 3,4-Cl2
n=-0.04, 5=-0,27 m=0,56, =-0,17 n=1,25, ¢=0,52
| |
I < I = I=' | < I = I g
4-Niz=_0’42':z2=0.78 4-NG; 1=232, 0=0.18 +>Ph
< = >

Fig. 5.14. Ejemplo de un arbol de decision Topliss, para un compuesto organoclorado

Topliss extendié el esquema a cadenas laterales cuando el grupo es adyacente a carbonilo,
amino o amida y puede aplicarse a otras situaciones que no impliquen sustitucion directa sobre
el anillo aromatico. El principal inconveniente del método de Topliss asi implementado es que
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es secuencial. Una extension no manual introducida por Hansch agrupa en clusters los
sustituyentes con propiedades similares segun g, m, m, ES, F, R, MR y PM [Font, s/f].

5.3.2.8 Metodologias QSAR 3D

Estos métodos sélo son aplicables a datos de actividad in vitro, razén por la que no se hace un
analisis detallado de estas metodologias en el presente estudio. Estas metodologias cubren el
hecho de que en el andlisis de Hansch y en los métodos de reconocimiento de tendencias,
usualmente no toman en cuenta la estructura tridimensional de los compuestos de una manera
explicita.

Las metodologias que tienen en cuenta explicitamente la geometria 3D se denominan QSAR-
3D y los dos métodos mas usados son:

a) CoMFA: Comparative Molecular Field Analisis, que consiste en un mapa 3D de
interacciones electrostaticas y estéricas de los ligandos en estudio que luego se
correlacionan con la actividad biolégica

b) CoMSIA: Comparative Molecular Similarity Index, este analisis calcula indices de
similitud para un conjunto de moléculas previamente alineadas con respecto a
propiedades fisicoquimicas (interacciones de distintos tipos, puentes H, etcétera).
Esos indices luego se correlacionan con la actividad biolégica

CoMFA incluye las siguientes etapas:
a) ldentificacion de la conformacion activa
b) Regla de alineacién (critico cuando se utilizan estructuras muy distintas)

c) Construccion de una grilla 3D (puntos separados 1-2 A)

d) Calculo de las interacciones de Van der Waals y electrostaticas en cada punto
respecto de un atomo de prueba sp3 con carga +1 (los campos)

e) Seleccién de un grupo de entrenamiento o calibracion
f) Analisis por el método de cuadrados minimos parciales
g) Validacién cruzada con un grupo de compuestos no usados

h) Los juegos de coeficientes para los campos de Van der Waals y electrostaticos se
representan como mapas de contorno
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CoMSIA parte de un conjunto prealineado y busca similitudes con distintos campos
Generalmente se utilizan interacciones electrostaticas, estéricas, hidrofébicas, aceptoras de
puente H y donadoras de puente H. Incluye las siguientes etapas:

a) lIdentificacion de la conformacion activa
b) Regla de alineacién (critico cuando se utilizan estructuras muy distintas)
c) Construccion de una grilla 3D (puntos separados 1-2 A)

d) A diferencia de CoMFA evalua la similitud en la respuesta a una sonda determinada
para el conjunto de moléculas

e) La sonda puede evaluar cualquier propiedad fisicoquimica pero generalmente se
utilizan interacciones electrostaticas, estéricas, hidrofébicas, aceptoras de puente de
H y donadoras de puente H

f) Seleccion de un grupo de entrenamiento o calibracion

g) Analisis por el método de cuadrados minimos parciales

h) Validacion cruzada con un grupo de compuestos no usados

i) Los juegos de coeficientes para los campos evaluados se representan como mapas

de contorno

Los modelos pueden predecir en el espacio 3D cubierto por las estructuras de calibracion, pero
si una posicion sélo tiene metilo y etilo no se puede predecir el efecto de alquilos mayores. Las
ventajas de QSAR-3D, pueden sintetizarse como sigue:

e El mismo protocolo puede ser aplicado a distintos problemas

e EI método puede manejar grupos de compuestos estructuralmente distintos vy
predecir nuevos compuestos con caracteristicas que no existian en el conjunto de
calibracion

e Los mapas de contorno tienen relacidon directa con las interacciones importantes
téxico-receptor si se conoce la estructura del receptor y las estructuras se alinean
ubicandolas en el sitio activo, los mapas de contorno resultantes coincidiran con los
aminoacidos del receptor importantes para la uniéon y proveeran informacion sobre
cuales son las interacciones principales

89



,

((S RESIDUOS DE TRATAMIENTO DE EMERGENTES:

REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES DE

PRENLS

IMTA IMPORTANCIA SANITARIA Y AMBIENTAL; DISMINUCION e S

A S DEL IMPACTO SANITARIO Y AMBIENTAL DE LOS ,

Tecnologia del Agua DESECHOS GENERALDOS. FEDIO AMBIENTE ¥
(TC1104.1)

5.3.3 TOXICOCINETICA, METABOLISMO DE XENOBIOTICOS Y ALERTAS ESTRUCTURALES

La primera condicion para que un xenobidtico o agente extrafio interactie con un organismo, es
que el agente transgreda las barreras del organismo e ingrese a éste (excepto para los
compuestos quimicos tépicos que son irritantes al contacto con la piel). Esto significa que son
los procesos de absorcion los que gobiernan la transferencia de cualquier compuesto del
ambiente externo al ambiente interno.

Para que un toxico ambiental cause un dafio, en primer lugar se debe estar expuesto a él y en
segundo lugar el toxico tiene que vencer las defensas del organismo que tratan de impedirle
que llegue al tejido blanco en forma activa. Las defensas consisten fundamentalmente en
mecanismos que restringen la movilidad y disminuyen el periodo de exposicion del tejido
blanco. Esto lo puede hacer el organismo poniendo barreras a su desplazamiento hacia
determinados tejidos, disminuyendo su difusibilidad a través de las membranas celulares y/o
facilitando su excrecién. El proceso de transporte y transformaciones que experimenta el toxico
desde la superficie epitelial de contacto hasta llegar a los érganos en los que se almacenan y
en los que causa lesiones es muy complejo. Por conveniencia, para facilitar su estudio se
considera que consta de cuatro pasos: Absorcion, Distribucién, Metabolismo y Excrecion,
conocido por sus siglas como ADME [Pefa, et al., 2001] y como ADMET para expresar el perfil
completo ADME vy las propiedades toxicoldgicas del compuesto.

El metabolismo juega un papel crucial en los efectos farmacoldgicos o toxicolégicos de los
xenobidticos, en este marco, hay dos facetas o dos posibilidades: a) el compuesto se
transforma y concluye la accién por lo que es excretado o, b) se producen metabolitos toxicos,
en cuyo caso, los compuestos originales son transformados en electrofilicos reactivos (p. €j.,
epoxidos alifaticos o aromaticos, quinonamidas), que se unen covalentemente con el acido
desoxirribonucleico [Liebler y Guengerich, 2005] y otras macromoléculas, o de producir
interacciones no covalentes, como p. €j., estrés oxidativo.

Las hemoproteinas conocidas como citocromos P450 (CYP) estan implicadas en la toxicidad de
numerosos xenobidticos. El sistema isoenzimatico microsomal del citocromo P450 humano esta
constituido por un minimo de 30 genes diferentes, que se agrupan en distintas familias (en
funcién de la semejanza de secuencias aminoacidicas) de las cuales las mas importantes son
las familias I, Il, Il y IV, que a su vez, se agrupan en subfamilias (A, B, C, D,.....)
constituidas por genes polimérficos, de los cuales los mas importantes son el CYPIA1
de la familia | (representa la actividad de la arilhidrocarburo hidroxilasa) y, el CYPIIC8 y
CYPIIDG, de la familia Il. En la carcinogénesis ambiental; se conocen mas de 5 docenas de
diferencias farmacoldgicas descritas en el Homo sapiens y al menos existen tres polimorfismos
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de la expresion CYP450, a saber la: acetilacion, debrisoquine 4-hidroxilasa y aril hidroxilasa
[Coutifo, et al., 2010]

La aplicacion de los meétodos predictivos in silico al area ADME, ha evolucionado
favorablemente; p.ej., la modelacién molecular de enzimas CYP demuestra que es posible
generar modelos realistas para el metabolismo de xenobidticos mediante CYPs humanos al
comparar favorablemente con estructuras cristalinas, y asi pueden ser usados para derivar
energias de unidbn a substratos estrechamente consistentes con valores cinéticos
experimentales [Raunio, 2011]. Se espera que estas aplicaciones continden evolucionando, ya
que un mejor conocimiento de la dosis interna de un xenobidtico o compuesto téxico resultaria
en una mayor precision y entendimiento en la prediccion de efectos bioldgicos. La Fig. 5.15
sintetiza los diferentes niveles de informacion que pueden ser obtenidos mediante modelacion y
como esta informacion puede ser ingresada a las predicciones del comportamiento ADMET
[Madden, 2010].

Consideraciones Herramientas disponibles
ADME para modelacion in silico
(BN Alimentar modelos de Integracién de informacién de
gCusles SOITTAENINES < absorcién especificos para el g. i )
probables de exposiciéon? Blanco predicciones de parametros

de ADME con el detalle
necesario para la busqueda

Alimentar modelos de
biodisponibilidad o
¢Cuanto estara disponible combinacion de modelos de

sistémicamente? absorcion, metabolismo y . N h
afinidad transportadores Uso de informacion existente

entrada/salida (informacion especifica sobre
el compuesto o sustancia
relacionada)

v

-~

Combinacion de modelos para
v % de distribucion de proteinas
¢Dénde se distribuira el | ”"'datsejia dzlsa_ss?:;:ngre, 9
figmpuesto? (Modelos de particionamiento Tamizaje basado en reglas
cerebro, tejido adiposo,
organos reproductivos, etc)

\ 4

¢Cuanto del compuesto Modelos QSARs y modelacion
retendra el organismo? & Modelos de depuracién renal, molecular
(p. €j., el compuesto en leche b metabolismo, afinidad CYP

materna puede ser de interés)

}

Cuénto ti . ; Modelos de vida media o Software comercial y
LEUaNto Uempo'permaiiEEEEi < combinacién de Vd con N
compuesto en el cuerpo? | depuracién conocimiento experto

Fig. 5.15. Diagrama de flujo para la incorporacion de informaciéon de ADME in silico para
predicciones de actividad biolégica [Madden, 2010]
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Este enfoque implica la necesidad de evaluar la capacidad del compuesto quimico para actuar
como autdgeno o carcindégeno genotéxicos (ecotoxicidad), lo cual es uno de los principales
requerimientos regulatorios. Un paso clave en el desarrollo de categorias quimicas para
ecotoxicidad es definir al quimico organico asociado con la formacién de un enlace covalente
entre el ADN y el compuesto quimico exdgeno, éste es definido como alertas estructurales.

Los modelos matematicos actualmente disponibles para la prediccion del ADME, p. e€j.,
QSAR/QSPR (Quantitative Structure Property Relationship), debido a su naturaleza empirica
presentan limitaciones en las predicciones, por lo que requieren una mayor definicion de los
parametros necesarios para implementar el analisis. Ademas de la solubilidad, la absorcién y el
metabolismo de la molécula, es necesario considerar otros aspectos como la conjugacion, las
proteinas transportadoras del xenobidtico, mejores descriptores moleculares, etc., para
optimizar los modelos. Actualmente los modelos in silico no son capaces de reemplazar
totalmente a los modelos convencionales tanto in vitro como in vivo, sin embargo, constituyen
un complemento muy valioso para cualquiera de ellos.

5.3.4 MODELACION BIOCINETICA E INTEGRACION DE DATOS

Tanto en el desarrollo de drogas como en la toxicologia ambiental, los modelos PBPK, han sido
piedra angular en la organizacion e integracién de datos in vivo, in vitro e in silico, ademas de
que permiten predecir perfiles concentracidon-tiempo si los valores de los parametros pueden ser
determinados de datos in vitro o in vivo, de humanos, de modelos QSAR, o bien de la literatura
cientifica [Raunio, 2011]. Especificamente, los modelos PBPK han ayudado a definir areas de
incertidumbre y variabilidad en la evaluacion de riesgos y muestran explicitamente como la
variabilidad e incertidumbre influyen en las pruebas de toxicidad e interpretacién de datos [NRC,
2007].

Existen varios software disponibles para soportar la modelacion PBPK, incluyendo
aproximaciones para el analisis de sensibilidad y variabilidad y para técnicas de optimizacion
mediante Cadenas de Markov y Monte-Carlo. Algunos presentan expectativas para evaluar
dosis-respuesta y analizar exposicion de quimicos ambientales importantes.

En la evaluacion de la exposicidén, que es critica en el proceso de evaluacién de riesgos, el
Centro de Control de Enfermedades de Estados Unidos [CDC, 2005], aplica estos modelos en
el monitoreo vy vigilancia, para medir una amplia gama de quimicos exdgenos en tejidos, sangre
y excretas humanos. Para esta agencia, la combinacion de los modelos PBPK con
biomonitoreo, pueden mejorar la medicién de la exposicion humana, lo que sin duda permite
estimar de manera mas precisa los riesgos para poblaciones humanas expuestas.
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En el concepto de estrategias de pruebas integrales (ITS, por sus siglas en inglés), que se
analizan posteriormente, Blaauboer, et al. [1999], plantea que una ITS es cualquier
aproximaciéon de evaluacion de la toxicidad que aplique dos o mas herramientas, entre las que
cita informacién sobre: caracteristicas fisicoquimicas, datos de ensayos in vitro e in vivo, datos
epidemiolégicos, métodos computacionales, alertas estructurales y modelos cinéticos. En la
practica, las predicciones in silico constituyen una parte del peso de la evidencia o parte de un
ITS.

5.4 [ESTRATEGIAS Y ALTERNATIVAS QUE E INCLUYEN PRUEBAS IN SILICO PARA LA
EVALUACION DE RIESGOS TOXICOLOGICOS

A finales del siglo XX, era claro que el uso de métodos alternativos en la evaluacion de riesgos
toxicologicos tenia aun muchos retos que superar. Por ejemplo, la aplicacién de un nuevo
compuesto quimico a un cultivo celular, derivado de un tejido particular, permite la
determinacion de la concentracién a la cual el compuesto da lugar a cierta respuesta téxica en
este tipo de células, proporcionando asi informacién sobre el mecanismo fundamental de
toxicidad, pero no de la gama de efectos téxicos por este quimico al organismo completo. Esto
resulta en la necesidad de combinar varios métodos, ya sea en paralelo o en serie, antes de
llevar a cabo pruebas en animales de laboratorio.

5.4.1 ASPECTOS ETICOS Y CIENTIFICOS PARA ESTABLECER METODOS ALTERNATIVOS A LOS
ENSAYOS EN ANIMALES PARA EVALUAR LA TOXICIDAD DE COMPUESTOS QUIMICOS EN
HUMANOS

En la evaluacién de los riesgos toxicoldgicos asociados con la exposicion a compuestos
quimicos ambientales, es fundamental tener en mente el tipo de informacién con la cual se
cuenta, ya que de esto depende la toma de decisiones. Mas alla de los avances en biologia
molecular, biotecnologia, bioinformatica y quimioinformatica, los conceptos en toxicologia
regulatoria han cambiado considerablemente y aun, cuando hasta ahora mucho de la
toxicologia humana y la normativa tanto ambiental como en salud publica descansa en los
ensayos o pruebas con animales, se reconoce que en algunos casos los modelos animales no
son |la mejor opcion.

Por otro lado, desde una perspectiva ética, desde 1959, cuando William Rusell y Rex Burch, en
su libro “Principios de la técnica experimental en humanos”, acufiaron el concepto de las tres Rs
(3Rs), reduccidn, refinamiento y reduccion, ha habido numerosas consideraciones con respecto
al tratamiento que los humanos dan a los animales para llevar a cabo ensayos en el laboratorio
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[Liebsch, et al., 2011]. Fuera del Reino Unido, este concepto habias sido aceptado sino hasta
fines de la década de 1980 por instituciones de investigacion.

En 1989, el Centro Nacional de Documentacién y Evaluacion de Métodos Alternativos a los
Experimentos en Animales (ZEBET, por sus siglas en aleman), creé el primer Instituto Federal
de Salud (BGA, por sus siglas en aleman), con la finalidad de promover el desarrollo y
validacién de procedimientos de prueba no-animales [Liebsch, et al., 2011]. Con la misma
vision, en 1993, la Unién Europea establecié el Centro Europeo de Validacion de Métodos
Alternativos (ECVAM) en el Centro de Investigacion Joint (JRC, por sus siglas en inglés) en
Ispra (Italia); Estados Unidos formo en 1997 el Centro de Coordinacién Interinstitucional para la
Validacion de Métodos Alternativos (ICCVAM, por sus siglas en inglés) y en 2005 el gobierno
Japonés establecio el JaCVAM (Centro Japonés de Validacién de Métodos Alternativos) en el
Instituto Nacional de Salud en Tokio.

La mision y vision de estas instituciones esta centrada en reemplazar los protocolos regulatorios
de prueba en animales, con los que se identifican las propiedades téxicas de los compuestos
quimicos a los cuales los humanos y organismos silvestres se encuentran expuestos, ya que se
considera que la exposicion de animales a compuestos quimicos peligrosos pueden dar lugar al
sufrimiento y la muerte. En Europa, las actuales politicas en materia de cosmeéticos y
compuestos quimicos llaman al reemplazo de las pruebas en animales por procedimientos
avanzados de prueba no-animales, para la presente década [Spielmann, 2005], dado que el
concepto 3Rs ha permitido reducir el nUmero de animales y su sufrimiento.

Desde 1990, la Comisién Europea se ha responsabilizado de la investigacién toxicoldgica bajo
el concepto 3Rs, asignando recursos financieros en el campo de ciencias de la vida para el
desarrollo y validacion métodos alternativos con validez regulatoria para probar el uso seguro
de farmacos, cosméticos, plaguicidas y otros compuestos quimicos [Spielmann, 2005]; no
obstante, aun es necesaria mayor informacién para evaluar los riesgos asociados con la
exposicion a esta amplia gama de agentes quimicos.

Asi, se requiere establecer una estrategia integral de prueba (ITS, por sus siglas en inglés);
esto es, de acuerdo con lo propuesto en 1996 por el ECVAM, cualquier aproximacion para
evaluar toxicidad, que permita reducir, refinar o remplazar un procedimiento existente que utilice
animales y, se basa en datos generados a partir de dos o mas tipos de ensayo y/o herramienta
[Blaauboer, et al., 1999]:

e Datos fisicoquimicos

e Datos de estudios in vitro
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e Datos en humanos (p. €j., estudios epidemiolégicos, estudios de casos clinicos,
biomonitoreo)

e Datos estudios en modelos animales (cuando es inevitable)

¢ Métodos computacionales (tales como las relaciones estructura actividad, conocidas
como SAR y QSAR)

e Modelos biocinéticos

Los ensayos in vitro son una buena alternativa para estudiar el efecto de compuestos quimicos,
tanto en farmacologia como en toxicologia, constituyendo una herramienta de tamizaje en
estudios mecanicistas en tanto que los ensayos o pruebas en animales permiten estudiar
efectos sistémicos, por lo que en farmacologia se utilizan como una medida surrogada para
posteriormente llevar a cabo ensayos clinicos aleatorizados en humanos.

No obstante, cuando se trata de moléculas cuya
finalidad no se asocia con un beneficio, la
experimentacion en humanos es practicamente

Epijdemiologia

imposible y se recurre a los estudios in vitro o in

EsLudL:ls tJJ‘IL CO P . .
bR hG S silico y a datos de biomonitoreo, ya que la
/f evidencia  epidemiolégica se limita a
exposiciones ocupacionales y a contaminantes
JA— imales (i vivo) 2\ quimicos ambientales como por ejemplo: el

/ arsénico, el mercurio, el plomo, algunos
f : plaguicidas y algunos quimicos industriales. En
cualquier caso, el estandar de oro para evaluar
efectos téxicos en humanos es el que se obtiene
de estudios epidemiolégicos (Fig. 5.16).

Estudios in vitro

Fig. 5.16. El papel de los estudios in vitro en
farmacologia y toxicologia [Spielmann,
2005]

Si se parte de que los modelos de prueba in vitro, con algunas limitaciones, éstos brindaran la
principal informacion de toxicidad en sistemas biolégicos como alternativa a los modelos
animales, la pregunta critica es §como estos ensayos in vitro representan la situacion in vivo y
con cuanta precision predicen efectos adversos en humanos?
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5.4.2 CULTIVOS CELULARES

Los métodos basados en lineas celulares han evolucionado y mejorado a través del tiempo,
desde lo cultivos celulares en monocapa de células primarias, a los modelos en células madre
de embriones humanos y adultos.

Los cultivos celulares primarios puede preparase a partir de tejidos de higado, neuronas, rifén y
piel, y se ha documentado que conservan las propiedades morfolégicas y bioquimicas que
caracterizan a los tejidos in vivo. Normalmente crecen en monocapa, pero las técnicas de
crecimiento en tres dimensiones son actualmente mas utilizadas, y si bien en ambos casos se
tiene un modelo artificial que representa de manera simplificada la situacién in vivo, los cultivos
tridimensionales mantienen mejor las funciones especificas del érgano [Steven, 2009].

El uso de células madre para predecir el impacto de compuestos quimicos sobre la salud
humana, ha sido un objetivo clave en la toxicologia in vitro. Debido a las diferencias entre
especies, los humanos responden de manera diferente a las exposicion quimicas,
puntualizando en la necesidad de introducir en las evaluaciones de riesgo, factores de
incertidumbre que pueden variar de uno a cuatro 6rdenes de magnitud, esto es de 10 a 10,000
[NRC, 2000], para ser conservadores y proteger la salud. Una ventaja importante en este
sistema de prueba es su potencial para revelar factores de susceptibilidad humana para
enfermedades o toxicidad [Chapin y Stedman, 2009]. En la Tabla 5.7, se sintetizan las ventajas

y desventajas de los principales sistemas de prueba o ensayo toxicologico in vitro.

Tabla 5.7. Ventajas y limitaciones de los ensayos de toxicidad in vitro

VENTAJAS
CULTIVOS PRIMARIOS DE CELULAS

LIMITACIONES

NECESIDADES DE DESARROLLO

Constituido por poblaciones
mixtas de células

Explica sefiales de las vias
moleculares y bioquimicas in
vivo

Modelos tridimensionales han
mostrado propiedades
funcionales a través de periodos
de tiempo prolongado
Particularmente adecuados para
estudios mecanicistas

Han sido desarrollados para la
mayoria de los 6rganos
humanos

Requiere tejidos animales o
humanos

Variabilidad en las poblaciones
de células mezcladas

Los cultivos en monocapa
bidimensionales tienen
funcionalidad limitada

Los modelos tridimensionales
tienen el riesgo de necrosis
central debido a la disminucion
de oxigeno y nutrientes
disponibles

Los modelos tridimensionales no
siempre pueden ser
estandarizados (basados en
placas de 96 pozos)

Protocolos para estandarizacion
y mantenimiento, con el fin de
mejorar la reproducibilidad de los
cultivos celulares
Caracterizacion de modelos
celulares para propiedades
morfolégicas y funcionales
semejantes a los modelos in vivo
Desarrollo de nuevos puntos
terminales para aprovechar
mejor los cultivos celulares
tridimensionales

Estudios de validacion para
determinar la capacidad
predictiva y confiabilidad delos
cultivos celulares para toxicidad
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VENTAJAS LIMITACIONES NECESIDADES DE DESARROLLO

Tienen capacidad predictiva
limitada sobre los efectos a la
salud por diferencias entre
especies (preparaciones en
tejidos animales)

in vivo o en humanos

CULTIVO DE CELULAS MADRE

Potencial para predecir
directamente efectos a la salud
humana

Auto-regenerables, por lo que se
consideran una fuente ilimitada
de células idénticas
Diferenciacion hacia varios tipos
de células humanas
Oportunidad para estudiar la
influencia de factores genéticos y
susceptibilidad en poblaciones
humanas

Permiten el estudio de procesos
de desarrollo humano tempranos
La potencialidad inducida supera
los aspectos éticos y religiosos
de las células madre
embrionarias

La pluripotencialidad inducida
mejora rapidamente las
aplicaciones

Conceptos éticos y religiosos
sobre las células madre
embrionarias

Estabilidad genética y funcional
poco clara por largos periodos
de tiempo

Dificultades para obtener cultivos
puros de una célula o un nimero
especifico de tipos de células
Los cultivos contienen
poblaciones en varios estadios
de diferenciacion celular

No estan bien definidas las
interacciones célula-célula in
vivo y las vias de comunicacion
Competencia metabdlica de
células madre diferenciadas no
esta bien definida

Algunos cultivos de células
madre dependen de la presencia
de células para alimentarlos

Las propiedades no estan
completamente caracterizadas

Protocolos para estandarizacion
y mantenimiento, con el fin de
mejorar la reproducibilidad de los
cultivos celulares

Mejorar el monitoreo para
identificar los periodos de
estabilidad a través del tiempo
Mejorar la caracterizacion de las
propiedades funcionales y vias
de comunicacion celular
Clarificar la definicion de
competencia metabdlica
Continuar el desarrollo y
caracterizacién de modelos con
pluripotencialidad inducida
Validar los modelos de células
madre para definir su capacidad
y confiabilidad para predecir
toxicidad en humanos

Fuente: tomada de vanVliet, 2011

5.4.3 MODELOS ANIMALES NO-MAMIFEROS

Los modelos animales no mamiferos mas ampliamente utilizados para ensayos o pruebas
toxicoldgicas incluyen al nematodo Caenorhabditis elegans, al pez Danio erio y a la mosca de la
fruta Drosophila melanogaster. Aunque estos organismos son evolutivamente muy distantes de
los humanos, poseen un gran numero de propiedades fisiolégicas y farmacoldgicas utiles para
las pruebas de toxicidad. Asimismo, estos modelos son una alternativa conveniente en términos
de la disponibilidad de los organismos, costo y uso para la obtencién de una gran cantidad de
informacion con respecto a los mamiferos [vanVliet, 2011]. Por supuesto, estos sistemas, como
otros utilizados en la evaluacién toxicolégica de compuestos quimicos, tienen ventajas y
limitaciones (Tabla 5.8).
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VENTAJAS

Alta disponibilidad y costos relativamente
bajos

Incluye un gran ndmero de indicadores de
las vias para relevantes de toxicidad
humana

Los genomas han sido secuenciados y se
han desarrollado diferentes genotipos

La transparencia de los embriones
permite la visualizacion rapida del
desarrollo

La transparencia de los embriones
permite el uso de imagenes de los genes
Adecuados para clasificar y probar
generar gran cantidad de informacién en
placas multi-pozo

Tabla 5.8. Ventajas y limitaciones de las pruebas de toxicidad en modelos animales no-mamiferos

LIMITACIONES

No esta bien definida la
capacidad predictiva para
toxicidad in vivo o en
humanos

Diferencias farmacocinéticas
con los sistemas in vivo y
humanos

No esta bien definida la
competencia metabdlica

No es clara la dosis interna
de compuesto después de la
exposicion externa

NECESIDADES DE
DESARROLLO

Mejorar la caracterizacion
de la competencia
metabdlica

Determinar de manera
precisa la dosis interna
(concentracion) después de
la dosis de exposicion
externa

Llevar a cabo estudios de
validacion para definir la
capacidad predictiva y
confiabilidad de lo modelos
animales no-mamiferos
para toxicidad in vivo y en
humanos

Aplicacion simultanea de puntos
terminales de efecto molecular y
conductual para identificar asociaciones
potenciales

Fuente: tomada de vanVliet, 2011

La base de datos del programa ToxCAST de la USEPA (posteriormente se describe), puede dar
mejor idea de la capacidad predictiva de los modelos animales no mamiferos para toxicidad in
vivo y en humanos, debido a que son de interés por su potencial aplicacion y uso. Es importante
enfatizar en que su capacidad metabdlica debe ser caracterizada y que los niveles de
concentracién interna en los tejidos deben ser precisados una vez que ocurren las exposiciones
ambientales para poder modelar la farmacocinética del compuesto.

5.4.4 TECNOLOGIAS DE ALTO DESEMPENO

En los ultimos afios, se han desarrollado las llamadas tecnologias de alto desempefio.
Actualmente son sistemas completamente automatizados, lo que significa que éstas preparan,
incuban y analizan un gran nimero de placas simultaneamente.

El formato de las placas ha sido optimizado para incrementar el numero de compuestos y
concentraciones en la prueba; sin embargo, la tecnologia tiene un alto costo, la calidad del
resultado depende de que la linea celular utilizada sea la adecuada y, es necesario mejorar el
analisis de datos e interpretacion de métodos entre otras limitaciones (Tabla 5.9).
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Tabla 5.9. Ventajas y limitaciones de las pruebas de toxicidad de alto desempeio

VENTAJAS

Alta capacidad de prueba y
relativamente bajo costo por
compuesto probado o prueba
realizada

Condiciones estandarizadas
de prueba

Reproducibilidad y robustez
de los datos

Aplicacion de genes
marcados

Posibilidad de determinar
reversibilidad

Permite la generacion de
modelos dosis-respuesta
sensibles mediante ensayos
de una gran cantidad de
concentraciones

LIMITACIONES

Analisis elaborado e interpretacion
de grandes conjuntos de datos
generados

El ensayo frecuentemente se basa
en lineas celulares, las cuales
carecen de la complejidad de los
sistemas in vivo o del organismo
humano

Las células utilizadas generalmente
tienen competencia metabdlica
limitada

Tiene limitaciones técnicas y
logisticas para usar modelos
celulares mas complejos

Alto costo de las tecnologias de
alto desempefio

Los sistemas de prueba necesitan
ser bien caracterizados antes de
someterse a pruebas de alto
desempefio para asegurar la
calidad de los datos generados

NECESIDADES DE DESARROLLO
Necesidad de mejorar el analisis
de datos e interpretacion de
métodos

Uso de modelos celulares mas
complejos o de modelos animales
no-mamiferos que incluya
indicadores de las vias relevantes
in vivo

Incluir competencia metabdlica
Desarrollar pruebas de alto
desempefio basadas en células
humanas para definir la capacidad
predictiva de los efectos a la salud
humana

Caracterizar la identidad, pureza y
estabilidad de los compuestos de
prueba

Datos de calidad disponibles en
bases de datos publicas para el
andlisis y evaluacion de riesgos

Fuente: tomada de vanVliet, 2011

5.4.4.1 Pruebas de toxicidad de alto desempefio

En toxicologia, las pruebas de toxicidad de alto desempefo pueden ser utilizada como una
aproximacién de dos manera basicas: a) se prueba un pequefio niumero de compuestos
quimicos en un gran numero de ensayos para identificar vias de toxicidad y, b) se prueba un
gran numero de compuestos quimicos en un pequefio nimero de ensayos para identificar
modos de accién similares (p. ej., los disruptores endocrinos interactian con receptores
estrogénicos).

En la practica, frecuentemente se crea la prueba para el maximo nimero de quimicos en un
gran numero de ensayos relevantes. Dado que la calidad de los datos depende de que los
sistemas bioldgicos sean los adecuados, se requiere del uso de lineas celulares dirigidas a
blancos especificos, tales como vias medidas por un receptor o vias de transduccién. Los
sistemas mas complejos como células madre diferenciadas, células primarias y animales no
mamiferos estan siendo cada vez mas utilizadas debido a que proporcionan informacion de
mayor relevancia para las predicciones de toxicidad [Fernandez, et al., 2009].

Los puntos finales o respuestas toxicas observadas en los sistemas de alto desempefio,
frecuentemente se dirigen a blancos moleculares tales como sefal de transduccion, union a
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receptores nucleares y de membrana, activacion de canales iénicos, actividad de enzimas,

apoptosis, estrés oxidativo, proliferacion celular, recombinacion de acido desoxirribonucleico y

ciclo celular [Schoonen, et al., 2009].

Hay algunos blancos moleculares en desarrollo, que incluyen transportadores de farmacos,
interacciones proteina-proteina, interacciones proteina-acido ribonucleico e interacciones
proteina-acido desoxirribonucleico. En particular, el ensayo con genes esta siendo aplicado, en
éste, un gen marcado (fluorescente) se agrega al gen de interés en el sistema bioldgico, este
ensayo es muy sensible y permite detectar alteraciones en la expresion del gen después de la
exposicion al quimico [vanVliet, 2011].

5.4.4.2 Estrategias integrales de prueba

El disefio de estrategias de prueba, hace uso de informacién existente y genera informacion
nueva, con la finalidad de incrementar la calidad de las evaluaciones de riesgo para proteger
mejor la salud humana, reduciendo costos, tiempo y uso de animales para experimentacion
(Tabla 5.10Tabla 5.10). Generalmente se basan en la realizacion de ensayos por etapas,
tomando decisiones en puntos intermedios, a través de etapas sucesivas, esto es diferente de
las baterias de pruebas, en las que una serie de compuestos quimicos son simultaneamente
probados mediante una serie de ensayos seleccionados. Asi, en cada etapa, los resultados se
evaluan para decidir si hay informacion suficiente acerca de un compuesto quimico, o es
necesario continuar haciendo pruebas, hasta que se tienen datos suficientes y de calidad para
llevar a cabo la evaluacion de riesgos.

Tabla 5.10. Ventajas y limitaciones de las estrategias de prueba integrales

VENTAJAS

Mas eficiencia en tiempo y
costos comparado con las
baterias de pruebas

La decision entre etapas
permite discriminar quimicos
para los cuales hay suficiente
informacion y asi se excluyen
del proceso

Reduce el riesgo de falsos
positivos

Potencial para reducir tiempo,
costos y el numero de animales
para pruebas de toxicidad in
Vivo

LIMITACIONES

El disefio de las estrategias es
complejo

Experiencia limitada en la
aplicacién

Numero limitado de ensayos que
pueden ser incluidos para
mantener la factibilidad

Proceso de validacion poco claro
Altos costos y trabajo requerido
para una validacidn prospectiva

NECESIDADES DE DESARROLLO
Investigar el disefio 6ptimo de
estrategias

Llevar a cabo estudios robustos
usando algunas estrategias
relativamente sencillas al inicio
Explorar principios de validacion
prospectiva

Llevar a cabo estudios de
validacion prospectiva usando
datos existentes

Involucrar a los reguladores para
la aplicacién y aprobacion de las
estrategias de prueba

Fuente: tomada de vanVliet, 2011
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En particular, las relaciones cuantitativas estructura-actividad o analisis QSAR, si bien no es
suficiente para para la evaluacion de riesgos, si constituye una herramienta util para categorizar
compuestos en diferentes clases de toxicidad y asi identificar el tipo de ensayos mas adecuado
para continuar con la estrategia. Mas alla de esto, los modelos QSAR son utiles para priorizar
compuestos de mayor peligrosidad para la salud humana.

5.4.5 ESQUEMAS INTEGRALES PARA EVALUAR TOXICIDAD

Muchos ITS han sido propuestos en la literatura cientifica, aunque relativamente pocos han sido
acordados o aceptados a nivel regulatorio y publicados en documentos guia para tales fines, y
si bien estos ITS tienen algunas diferencias, todos coinciden en combinar métodos prueba y no-
prueba (computacionales) de manera 6ptima con la finalidad de [Kinsner, et al., 2009]:

a) Incrementar la eficiencia y la efectividad de las evaluaciones de peligrosidad y riesgo
b) Minimizar costos

c¢) Cuando sea posible, reducir, refinar y remplazar las pruebas de toxicidad en animales,
asegurando suficientemente la proteccion de la salud humana y el ambiente

Finalmente, las ITS también tienen aplicacién en las actividades investigativas, dirigidas a
generar informacién sobre mecanismos especificos, a fin de mejorar la prediccién de efectos
adversos no esperados y a mejorar la evaluacién de riesgos; en este punto, la introduccién de
los modelos in vitrolin silico como complemento a la normativa, ayuda a mejorar el conocimiento
sobre los mecanismos de toxicidad y cubrir huecos en la prediccion de efectos adversos
severos en humanos [Kinsner-Ovaskaimen, et al., 2009].

5.4.5.1 Vision del Consejo Nacional de Ciencias de Estados Unidos

En el desarrollo de la visidn de las pruebas de toxicidad, el Comité del NRC, exploré cuatro
opciones (Tabla 5.11). La primera opcion () aplica a las actuales practicas de prueba. En
consecuencia, utilizaria principalmente las pruebas de toxicidad en animal de laboratorio in vivo
para predecir riesgos para la salud humana, los problemas ineludibles son las dificultades en la
interpretacién de datos obtenidos a dosis elevadas con respecto a los riesgos en la poblacion
humana heterogénea, entre otros ya anotados antes.

Tabla 5.11. Opciones para futuras estrategias de pruebas de toxicidad
(0]-Toi[o] N OPCION I OPCION llI (0] -Toi[o] N \Y)

IN vivo ETAPAS IN VivO IN VITRO E IN VIVO IN VITRO
Biologia animal Biologia animal Biologia principalmente Biologia
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OPCION | OPCION I OPCION llI OPCION IV
IN vivo ETAPAS IN VIVO IN VITRO E IN VIVO IN VITRO
humana principalmente
humana
Altas dosis Altas dosis Amplio rango de dosis Amplio rango de dosis

Bajo desempefio

Mejor desempefio

Desempefio medio a alto

Alto desempeno

Altos costos

Menos costosos

Menos costosos

Menos costoso

Periodos de prueba

Consumen menos

Consumen menos tiempo

Consumen menos

largos tiempo tiempo

Uso de un numero Uso de pocos Uso de un numero de No hay uso de
relativamente grande de animales de substancialmente menor de animales
animales de laboratorio  laboratorio animales

Basado en puntos de Basado en puntos de Basado en alteraciones de  Basado en

terminacién apical

terminacién apical

respuestas celulares
criticas

alteraciones de
respuestas celulares
criticas

Tamizaje mediante
aproximacion
computacional e in
vitro; mas flexibilidad
que los actuales
metodos

Tamizaje usando
aproximaciones
computacionales cuando
es posible; estudios
limitados en animales que
se enfocan sobre el
mecanismo y metabolismo

Uso de tamizaje con
aproximaciones
computacionales

Fuente: tomado de NRC, 2007

El uso de las pruebas por etapas, como se vera posteriormente, soluciona algunos de los
problemas relacionados con los actuales protocolos de prueba in vivo, ya que la meta es
generar datos confiables para una evaluacién mas eficiente de los riesgos potenciales a la
salud humana asociados con contaminantes ambientales, tomando en consideracion el
conocimiento sobre el compuesto quimico y sus clases, asi como sus modos de accién o
mecanismos.

Las pruebas por etapas han sido recomendadas para evaluar toxicidad de productos agricolas,
tamizaje de disruptores endocrinos, evaluacién de toxicidad del desarrollo y carcinogenicidad de
productos quimicos
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5.4.5.2 Prueba integral de toxicidad ERGATT/CFN?

El esquema en paralelo, utiliza “un analisis elemental”, el cual es considerado mas eficiente que
los ensayos en animales para evaluar la toxicidad de compuestos quimicos. El supuesto que
subyace es que el modo de accion puede ser divido en elementos biocinéticos y celulares o
eventos, cada uno de los cuales puede ser identificado y cuantificado, mediante un sistema de
modelacion apropiado.

El uso de baterias de pruebas para predecir varios tipos de toxicidad local y sistémica en
combinacion con modelacién biocinética puede dar un perfil toxicoldgico integral para el quimico
que se esté evaluando [Blaauboer, et al., 1999; Prieto, et al., 2006]. En la Tabla 5.12 se listan
los bloques que constituyen esta estrategia y se representan en la Fig. 5.17jError! No se
encuentra el origen de la referencia..

Tabla 5.12. Bloques que componen el esquema europeo de la estrategia integral de pruebas de
toxicidad ERGATT/CFN
TIPO DE BLOCK DESCRIPCION
Experimental Coleccion de datos in vitro para:
Parametros biocinéticos, incluyendo biotransformacion
Datos de citotoxicidad, neurotoxicidad, etc. (en diferentes sistemas in vitro)

Modelacién Incorporacién de datos in vitro en un modelo biocinético con ase fisiolégica
Determinacién de la concentracion en el tejido blanco
Modelacién de la respuesta toxicologica
Prediccién de la toxicidad sistémica

Validacién Validacion del modelo vs cinéticas in vivo
Validacion del modelo vs toxicidad in vivo

Fuente: Blaauboer, et al., 1999

5.4.5.3 Esquema propuesto por Blaauboer y colaboradores

En el esquema por etapas, el conocimiento del potencial de un compuesto quimico para causar
un efecto toxico particular se usa para decidir sobre la necesidad de otras pruebas, iniciando
con la informacion de la estructura del compuesto, sus propiedades fisicoquimicas y modelos
QSAR como proponen Blaauboer y colaboradores [1999] (Fig. 5.18).

% European Research Group for Alternatives in Toxicity Testing/Swedihs Borrad of Laboratory Animals
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Datos de cinética in vitro

* Absorcién e L

s, _| Modelos cinéticos |, R Cinética
* Distribucién "| Rata/humanos [ Evaluacion In vivo
* Metabolismo u
» Excrecion

\ 4
Prediccién de la concentracion
en tejidos blanco
Dinamica

In vitro | +

| Prediccién de la dinamica in vivo

Predicciones
* Nivel de no efecto observable
(NOEL) In vivo
* Nivel minimo de efecto
observable (LOEL) < »{ - NOELs

« Concentracion efectiva 20 Evaluacién ;?L?I/Eth
(EC20) ata/humano

* Curvas dosis/respuesta
rata/humano

Fig. 5.17. Construccién de los bloques del esquema europeo de pruebas de toxicidad
integradas (ECITTS, por sus siglas en inglés) ERGATT/CFN [Blaauboer, et al., 1999]

A manera de ejemplo, la aplicacion de este esquema por etapas para evaluar neurotoxicidad
puede ser simplificado, aunque los elementos clave no deben ser obviados. El proceso inicia
considerando la estructura quimica del compuesto de interés, las propiedades fisicoquimicas y
los correspondientes grupos funcionales. Posiblemente se puedan construir modelos
cuantitativos estructura-actividad (QSARs) capaces de predecir actividades biolégicas para
6rganos o tejidos especificos para grupos especificos de compuestos quimicos a partir de la
informacion disponible. Cabe sefalar que, para la mayoria de los compuestos quimicos es
necesario tomar en cuenta su biocinética.

Asimismo, los modelos biocinéticos, en combinacion con las mediciones de citotoxicidad basal
podrian ser utilizados para predecir la dosis a la cual el quimico daria lugar a respuestas no
especificas, por ejemplo en el encéfalo o en el sistema nervioso periférico. Si tal prediccién no
es posible, entonces habra que llevar a cabo en un sistema neuronal, una bateria de pruebas in
vitro. Si se observa una alta proporcién de citotoxicidad general/citotoxicidad especifica en
estos sistemas in vitro y las consideraciones biocinéticas indican acumulacién del quimico en el
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sistema nervioso, es necesario llevar a cabo una evaluacion de la actividad neurotéxica aguda o
cronica, recurriendo a los sistemas in vivo, sélo si no es posible la prediccion.

Un esquema genérico mas sencillo, utilizando combinaciones en etapas de ensayos no
animales fue reportado por Knight [2008], éste integra co-cultivos celulares, el uso de la
toxicogendmica y los ensayos clinicos en humanos (Fig. 5.19), los cuales no siempre son
factibles.

5.4.5.4 Aplicacion de una estrategia integrada de prueba al programa de tamizaje de
disrupcién endocrina de la USEPA

En respuesta a las modificaciones que se hicieron a la Ley de Cosméticos de la FDA, la USEPA
instaurd el Programa de Tamizaje de Disruptores Endocrinos (EDSP, por sus siglas en inglés)
para evaluar posibles efectos de compuestos quimicos sobre los sistemas estrogénicos (E),
androgénicos (A) y tiroideos (T) de humanos y formas de vida silvestre. El programa actual esta

organizado en dos etapas.

La Etapa 1 esta constituida por cinco ensayos in vitro y seis in vivo, dirigidos a “identificar
sustancias que tienen el potencial de interactuar con los sistemas hormonales EAT. La bateria de
ensayos de la etapa 2 consiste en pruebas en especies de vertebrados para determinar toxicidad
del desarrollo y reproductiva (

Tabla 5.13), y esta disefada para identificar y establecer relaciones dosis-respuesta para
cualquier efecto adverso relacionado con el sistema endocrino [Willet, et al., 2011].

Willet, et al. [2011], proponen, mas que la aplicacion de la bateria de pruebas de la Etapa 2, un
marco de prueba multinivel combinado con una evaluacion iterativa en cada paso (Fig. 5.20).

El esquema de prueba es semejante al marco conceptual de OECD (Tabla 5.14), para llevar a
cabo pruebas y evaluacién de disruptores endocrinos.

Ambas estrategias asignan informacion a diferentes niveles, pero Willet et al., permiten la
evaluacion y decision en cada nivel para considerar la necesidad de continuar y decidir si las
pruebas posteriores son relevantes. Este proceso secuencial de interpretacion y evaluacion de
datos depende del peso de la evidencia que considera informacion tanto mecanicista como
apical; entre mas datos soporten una conclusiéon particular, mayor confiabilidad tendra tal
conclusion. Asi, este proceso iterativo a la medida de la estrategia de prueba integral (ITS).
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Fig. 5.18. Esquema genérico propuesto por Blaauboer y colaboradores para evaluar toxicidad de

compuestos quimicos [Blaauboer, et al., 1999]
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Fig. 5.19. Pruebas de toxicidad integral [Knight, 2008]

Tabla 5.13. Pruebas de la Etapa 2 atribuidas al EDSP

PRUEBAS

Evidencia existente
Seleccion y revision

Evaluacion fisicoquimica y
modelacion biocinética

4

Prediccién de concentraciones in vivo,
potencia, dosis éptima y protocos de
dosificacion

Ensayos in vitro o baterias de pruebas
Dirigidos a obtener evidencia de
toxicidad, tanto para los compuestos

Evaluacion de la biotransformacion
Elucidacion de las vias metabdlicas y
productos e interacciones 6rgano-érgano
usando cultivos de hepatocitos humanos,
sistemas de biotransformacién y co-
cultivos

originales como para los metabolitos,
idealmente usando cultivos de células
humanas

Ensayos toxicogenémicos
Para detectar alteraciones de los perfiles
de expresion del gene caracteristicos de
los tipos de toxinas

Ensayos clinicos en humanos
Uso de microdosis, dosificacion escalonada, y monitoreo de
biomarcadores indicadores de toxicidad. Se consideran pruebas
suficientemente representativas de las poblaciones expuestas por
periodos prolongados y usa paciente en etapa temprana

Toxicidad reproductiva en dos generaciones
de mamiferos o

Pruebas de toxicidad reproductiva extendida a
una generacion

Pruebas de crecimiento y desarrollo en
anfibios-crecimiento de larvas de anfibios y
ensayos de desarrollo

Pruebas de toxicidad en dos generaciones de aves-

pruebas de toxicidad en dos generaciones de

codornices japonesas
Pruebas multigeneracionales en peces-prueba Medada
de multigeneracion
Pruebas de dos generaciones de invertebrados-pruea
Mysid de dos generaciones

Fuente: tomada de Willet, et al., 2011

La informacion de los niveles 1 y 2 puede ser utilizada para priorizar quimicos que deban ser
sometidos a futura evaluacion. Ademas, la informacién del nivel 2 es util para dirigir y enfocar
cualquier ensayo potencial a futuro. En ausencia de informacion sobre el metabolismo, la
evaluacion del nivel 3 puede ser utilizada para verificar los hallazgos del nivel 2. Las pruebas
del nivel 4 o 5 proporcionan informacion sobre efectos adversos, si se requiere para situaciones
regulatorias particulares.
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Es importante notar que los modelos QSAR estan siendo utilizados como una de las
herramientas de mayor costo-efectividad para estimar el efecto de los compuestos quimicos
sobre los ecosistemas y la salud humana, y son particularmente utiles cuando hay pocas
mediciones del quimico en cuestidon. Estos modelos pueden ser empleados para la evaluacion
de factores tales como metabolismo, transformacién y bioconcentracién, y para predecir
disrupciéon endocrina debida a las propiedades que algunas sustancias poseen para unirse al
receptor de estrogeno (ER) y andrégeno (AR). Asi, los modelos QSAR son relevantes en los
niveles 1 y como complemento del 2 para establecer prioridades a partir de la prediccion de los
mecanismos para causar un efecto.
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Fig. 5.20. Propuesta para evaluar actividad estrogénica, androgénica y tiroidea de compuestos
quimicos ambientales [Willet, et al., 2011]
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Tabla 5.14. Marco conceptual de la OECD para el tamizaje de disruptores endocrinos (actualizado

a 2002)

NIVELES

1: clasificacion y priorizacién Propiedades fisicas y quimicas, exposicidon humana y ambiental,

basada en informacion existente peligrosidad (datos toxicologicos existentes), QSAR para
metabolismo, Biocumulacion, etc.

2: ensayos in vitro para obtener Receptores de union a estrogenos, andrégenos vy tiroideos;

datos mecanicistas activacion transcripcional via ER , AR, TR; aromatasa;
esteroidogenesis; QSAR para actividad ER o AR; tamizaje de alto
desempefio; funcion tiroidea vy, vitilogenina hepatica en peces

3: ensayos in vivo para obtener Prueba uterotréfica; Heshberger; ensayos de metamorfosis en
informacion acerca de anfibios; ensayos de indicadores tiroideos en embriones de
mecanismos particulares y efectos Xenopus (vitelogenina en peces)

4: Ensayos in vivo para obtener Ensayos en machos y hembras pubertos; ensayos en adultos
datos de mecanismos y efectos intactos; ensayos de corto plazo en peces; ensayos de desarrollo
multiples sexual en peces

5: ensayos in vivo para obtener Pruebas de toxicidad reproductiva en una y dos generaciones de
datos sobre efectos por roedores, estudio ampliado de toxicidad reproductiva en una
mecanismo endocrino y otros generacion; ensayos del ciclo de vida parcial y completo en peces,
mecanismos aves y anfibios

Fuente: tomada de Willet, et al., 2011

Adicional a la informacion fisicoquimica, la informacion disponible sobre la toxicidad vy
mecanismos o modos de accidon (MOA) pueden también ser utiles en la priorizacion de
compuestos quimicos.

5.5 LA CIENCIA DE LA EXPOSICION

Weis, et al. [2005], analizaron informacion sobre las nuevas tecnologias y métodos para evaluar
la exposicion humana a sustancias quimicas, las cuales al considerar factores dietéticos y de
estilo de vida, agentes infecciosos y otros factores estresantes, brindan una oportunidad para
ampliar el alcance de las investigaciones de salud humana y avanzar en la comprensioén de la
relacion entre enfermedad y exposicion ambiental. Los autores discuten sobre la "caja de
herramientas" de métodos de medicidon exposicion externa (ambiental) e interna (biolégica) y
evaluar comportamientos humanos que influyen en la probabilidad de exposicion a agentes
ambientales.

Los métodos de cuantificacién de la exposicién, utilizan sensores ambientales, sistemas de
informacion geografica, sensores biolégicos, toxicogendmica y mediciones de la carga de los
contaminantes en el organismo (Tabla 5.15).
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Tabla 5.15. Herramientas para la evaluacién de la exposicion, tecnologias y actividades para
integrar a la investigacion en salud humana y ambiente

ACTIVIDADES DE PRIMERA
GENERACION

ACTIVIDADES DE SEGUNDA
GENERACION

TECNOLOGIA
Todas las tecnologia

¢ |dentificar enfermedades
prioritarias, factores de
exposicion ambiental
plausibles (incluyendo dieta,
estilo de vida y agentes
infecciosos), determinantes
genéticos, vias bioldgicas y
sistemas modelo

e [dentificar y revisar literatura
cientifica y bases de datos
disponibles

¢ Establecer prioridades de
investigacion

¢ Desarrollar rangos basales y
estudiar patrones de
distribucién en la poblacién
para priorizar exposiciones
ambientales, parametros
respuesta y variantes
genéticas

Sensores ambientales

¢ Desarrollar y validar sensores
in vitro para detectar y
cuantificar exposiciones
ambientales prioritarias

e Desarrollar herramientas
analiticas y aproximaciones
para para relacionar datos
ambientales a través de
multiples escalas, de macro-
ambiental a personal

¢ Desarrollar sensores multiplex
para monitoreo continuo de
exposiciones ambientales

¢ Desarrollar redes integrales de
sensores

Sistemas de informacion
geografica (GIS, por sus siglas
en inglés)

¢ Seleccionar conjuntos de
datos ambientales y
poblacionales para pantallas
de GIS

e Desarrollar y aplicar modelos
y herramientas de mapeo para
relacionar datos ambientales y
exposicion personal para
identificar poblaciones en
riesgo

¢ Iniciar estudios que usen
sensores ambientales y
bioldgicos y otros métodos de
evaluacion de exposicion con
la finalidad de generar
pantallas de GIS para
evaluacion de exposicion
individualizada en estudios
blanco

Sensores biolégicos

¢ Desarrollar sensores
personales para monitorear
patrones de actividad

¢ Desarrollar gestion de datos
analiticos para soportar
dispositivos bioldgicos de
deteccion

¢ Desarrollar sensores de
diagnéstico in vitro para
monitorear respuestas
biolégicas tempranas a
factores ambientales

¢ Desarrollar sensores
desplegables in vivo
(microescala y nanoescala)
para monitorear respuestas
bioldgicas a exposiciones
prioritarias

¢ Desarrollar redes de sensores
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ACTIVIDADES DE PRIMERA ACTIVIDADES DE SEGUNDA
TECNOLOGIA GENERACION GENERACION
prioritarios
Toxicogendmica « Seleccionar plataformas « Conducir estudios en
tecnoldgicas humanos y animales para
¢ Desarrollar datos y tecnologia validad sefiales moleculares
estandares como marcadores de
« Desarrollar y mejorar los exposicion, respuesta y
métodos de preparacion y susceptibilidad y definir vias
analisis de muestras (de alto de respuesta biolégica para
desempefio) exposiciones prioritarias y
e Iniciar estudios para respuestas
desarrollar sefales
moleculares en humanos y
animales como marcadores de
exposicion, respuesta y
susceptibilidad y definir
procesos de enfermedad

Fuente: tomada de Weiss, et al., 2005

El marco conceptual propuesto por Weiss y colaboradores [2005], para llevar estas tecnologias
al uso y aceptacion por parte de la comunidad cientifica se centra en el entendimiento de
enfermedades humanas complejas usando un enfoque integrado de evaluacion de la
exposicion, para definir relaciones particulares exposicidon-enfermedad y su interaccion con
factores genéticos y ambientales.

5.6 EVOLUCION DE LA TOXICOLOGIA REGULATORIA

En materia de proteccién a la salud humana, no es posible separar los desarrollos cientificos y
tecnoldgicos, de la normativa ambiental y de salud publica. Sin duda, la preocupacion por la
proteccion de la salud humana y el ambiente han promovido cambios que pueden considerarse
significativos en la regulacién de las sustancias quimicas, principalmente en paises
industrializados de Europa, en Estados Unidos, Canada y en Australia, debido en gran medida
a eventos extraordinarios o tragedias tales como la del Elixir de Sulfanilamida® en 1937 y de la
talidomida* en 1958 a 1963 [FDA, http://www.fda.gov/AboutFDA/WhatWeDo/History], que

® Elixir de sulfanilamida: solucién de sulfanilamida en dietilenglicol que causé al menos 107 muertes incluyendo nifios
en Estados Unidos, en el afio de 1937

* Talidomia: farmaco utilizado para controlar las nauseas durante el primer trimestre de embarazo, utilizado entre
1958 y 1963. Tuvo efectos teratogénicos (malformaciones congénitas) en el feto.
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revelaron, en su momento, lo inadecuado y poco protector de la legislacion vigente en materia
de medicamentos, aditivos para alimentos y del uso de otros quimicos industriales.

Cada pais tiene su propia legislacion en materia de sustancias toxicas, proteccion de la salud
publica y del ambiente. Puede decirse que con respecto a los farmacos, considerados como
contaminantes emergentes cuando son liberados al ambiente, existen varias generaciones de
leyes para su control; la primera de ellas, hasta los afios sesenta, exige la seguridad del
farmaco pero no implica su eficacia; el caso de la talidomida va a dar lugar a un giro muy
importante, ya que se empieza a exigir seguridad y eficacia demostrada con ensayos clinicos
controlados, [Vega, 2004, http://www.bioeticaweb.com/content/view/45/737/], 1o que implica el
cumplimiento de la legislacién internacional en el campo de la ética de la investigacion
biomédica.

Como resultado de la colaboracion en el campo de la ética de la investigacion entre la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS), este ultimo publicé en 1982 el documento Proposed International
Guidelines for Biomedical Research Involving Human Subjects (Pautas Internacionales
Propuestas para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos) cuyo objetivo era indicar como
podrian aplicarse eficazmente los principios éticos fundamentales que guian la investigacion
biomédica en seres humanos, tal como se establece en la Declaracion de Helsinki de la
Asociacion Médica Mundial, especialmente en los paises en desarrollo, teniendo en
consideracion su cultura, sus circunstancias socioecondmicas, sus leyes nacionales y sus
disposiciones ejecutivas y administrativas.

Entre otros objetivos, la investigacion realizada en seres humanos incluye también aquélla en
que se manejan factores ambientales que podrian afectar a personas expuestas de manera
fortuita o involuntaria, o que abarca estudios de organismos patdgenos y sustancias quimicas
téxicas liberados al ambiente a través de diferentes vias, de tal manera que entre otros
requerimientos de las Pautas Internacionales, es obligatorio que haya consentimiento informado
y participacion voluntaria en la investigacion.

Lo anterior es importante, debido a que desde finales de la década de 1960, la preocupacion
acerca de los efectos de la contaminacion en los ecosistemas y la salud publica han ido en
aumento.

5.6.1 ESTADOS UNIDOS

En Estados Unidos, como resultado de la tragedia de 1937, el Congreso aprobé el Acta de
Alimentos, Drogas y Cosmeéticos (FDCA, por sus siglas en inglés) de 1938, la cual requeria
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evidencia generada en un proceso de investigacion sobre la efectividad del uso terapéutico de
farmacos, esto es, evidencia obtenida de pruebas de toxicidad en animales, antes de su
comercializacién. A partir de entonces, el Acta ha sido modificada [NRC, 2007]:

1958, la FDCA, incluye requerimientos para que la industria alimentaria demuestre la seguridad
de los aditivos para alimentos. La Administracién de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en
inglés) adquiere autoridad para desarrollar estudios de toxicidad para evaluar aditivos de
alimentos y especificar criterios de evaluacion

1962, enmienda conocida como Kefauver-Harris, que requiri6 pruebas de la seguridad y
eficacia de las drogas, lo que conlleva un mayor nimero de experimentos

De aqui, surgen los primeros protocolos modernos en toxicologia, que han sido el
fundamentales en la definicion de los programas para las pruebas de toxicidad que actualmente
se encuentran en uso [NRC. 2007], considerando que la industria farmacéutica debe demostrar
que la droga o farmaco cumple con el efecto biolégico deseado, y la industria alimentaria debe
demostrar la ausencia de efectos bioldgicos observables.

Posteriormente, como resultado de la preocupacion de la poblacion acerca de las exposiciones
a compuestos quimicos ambientales a finales de la década de 1960, se instituyo la Agencia de
Proteccion Ambiental (USEPA, por sus siglas en inglés), con la responsabilidad de “proteger la
salud humana y salvaguardar el ambiente natural-aire, agua y suelo-de los cuales depende la
vida”. Desde entonces, la USEPA ha desarrollado estrategias para probar la toxicidad de
plaguicidas y quimicos industriales, que eventualmente se encuentran como residuos de
alimentos o como contaminantes ambientales [NRC, 2007].

Es importante sefialar que si bien la USEPA fue instaurada en 1970, su influencia en materia
ambiental y proteccion de la salud ha sido muy importante no sélo en la emision de leyes y
regulaciones de las ultimas cuatro décadas, sino también en las enmiendas y modificaciones
que se han hecho a legislaciones anteriores. La legislacion directa o indirectamente relacionada
con la proteccién del ambiente, los recursos hidricos y los efectos del ambiente sobre la salud
publica en Estados Unidos, inicia en la década de 1940, influyendo en la legislacion ambiental a
escala internacional. A continuacion se listan en orden cronoldgico, las leyes federales que para
fines del presente proyecto se considera han sido relevantes en la proteccién de la salud
publica y ambiental:

¢ 1947.- Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FRIFRA)
¢ 1948.- Ley Federal para Control de la Contaminacion del Agua

¢ 1965.- Ley Sobre Disposicion de Desechos Solidos
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¢ 1969.- Ley Nacional de Politica Ambiental (NEPA)

¢ 1972.- Reformas a la Ley Federal de Control de la Contaminacién del Agua de 1972
(FWPCA). (P. L. 92-500)

¢ 1972.- Ley Federal de Insecticidas, Fungicidas y Rodenticidas (FRIFRA). Modificada por la
Ley de Proteccion de Alimentos de 1996

¢ 1974.- Ley de Agua Potable Segura

¢ 1975.- Ley de Transporte de Materiales Peligrosos

¢ 1976.- Ley de Control de Sustancias Toxicas (TSCA)

¢ 1977.- Ley de Agua Limpia. Modificacién a la FWPCA de 1972

¢ 1980.- Ley de Responsabilidad, Compensacién y Recuperacion Ambiental (CERCLA)

¢ 1980.- Ley de Conservacion de Peces y Vida silvestre

¢ 1986.- Modificaciones a la Ley de Agua Potable Segura

« 1986.- Modificaciones al Programa Superfund® y Ley de Reautorizacién (SARA)

¢ 1987.- Ley de Calidad del Aqua. Modificacion a la FWPCA de 1972

¢ 1996.- Ley de Proteccion de la Calidad de Alimentos (FQPA, es la modificacion de la FIFRA)
¢ 1996.- Modificaciéon a la Ley de Agua Potable Segura

La FRIFRA de 1947, requeria el registro de los plaguicidas antes de su comercializacién ya
fuese al interior del territorio o para el exterior. En 1972, esta actividad originalmente
responsabilidad del Departamento de Agricultura y en el marco de las enmiendas a esta ley,
dicha responsabilidad fue conferida a la USEPA, con autoridad para clasificar plaguicidas y
regular los residuos. Esto trajo consigo la necesidad de probar que estos agroquimicos no
causan efectos adversos a la salud y al ambiente “mas alla de los razonables”. Este cambio

trajo consigo la estrategia de pruebas o ensayos toxicoldgicos que emergieron en la USEPA
[NRC, 2007].

° Superfund es el programa del gobierno federal encargado de limpiar, mejorar o restaurar los sitios que contienen
desperdicios peligrosos y los cuales estan sin control.
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Por su parte, la FDA mediante la Modificacion Miller a FDCA, en 1954, establece
procedimientos para fijar limites de seguridad de residuos de plaguicidas en materias primas
agricolas [FDA, http://www.fda.gov/AboutFDA/WhatWeDo/History], requiriendo un “nivel maximo
aceptable” (tolerancia) en alimentos para humanos y veterinarios.

Las enmiendas o modificaciones a la FIFRA, esto es la FQPA de 1996, y a la FDCA, cambiaron
de manera fundamental el enfoque regulatorio de la USEPA para los plaguicidas; uno de los
puntos mas relevantes fue el de fijar estandares de residuos de este tipo de compuestos en
todos los alimentos con criterios de riesgo, lo que incluye todas las fuentes de exposiciéon no
ocupacional y exposicion a mas de un plaguicida con el mismo mecanismo de toxicidad (efectos
acumulativos), cuando se establecen tolerancias. La Agencia también se incluyé un factor de
seguridad de 10 adicional para establecer estos niveles o tolerancias, lo que permite proteger
poblaciones sensibles como son los infantes y los nifios, y se vio en la necesidad de desarrollar
e implementar un programa de tamizaje de disruptores endocrinos [USEPA, 2006,
http://www.epa.gov/pesticides/regulating/laws/fqpa/fqpa_accomplishments.htm].

La implementacion de la FQPA, requiri6 el desarrollo de evaluaciones de riesgo, con un
refinamiento tal que reflejaran la realidad y que dieran un margen adecuado de seguridad para
la proteccion de infantes y nifios, lo que llevé a innovar las herramientas y métodos para
identificar aquéllos quimicos con mayor potencial para afectar la salud humana y el ambiente,
considerando rutas (inhalacién, ingestién y contacto dérmico) y fuentes multiples de exposicion
(agua, alimentos y el hogar y otras fuentes no ocupacionales), asi como riesgos acumulativos
[USEPA, 2006].

La actual estrategia para llevar a cabo pruebas de toxicidad para plaguicidas, son resultado
tanto de la FIFRA como de la FDCA y sus modificaciones; dicha estrategia difiere de empleada
para quimicos industriales y requiere de una gran cantidad de ensayos antes de que un
plaguicida pueda salir al mercado [NRC, 2007].

La Ley para el Control de las Sustancias Toxicas (TSCA), emitida en 1976, como ya se anoto,
esta dirigida al control de compuestos quimicos industriales nuevos y existentes que no son
regulados por otras leyes o estatutos. Los fabricantes estan obligados a presentar informacion
antes de la produccién (identidad del compuesto quimico, uso, proceso de fabricacion y
exposicion esperada), pero no se les requiere a informar sobre la toxicidad; la estrategia de
evaluacion depende en gran medida del uso de relaciones estructura-actividad de las moléculas
[NRC, 2007].

Por su parte, el disefio de los programas de pruebas de toxicidad para alimentos y plaguicidas,
representan las estrategias de la FDA y USEPA respectivamente, para soportar las
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evaluaciones de los compuestos quimicos antes de especificar su uso, esto no significa que no
puedan ser necesarias otras pruebas como respuesta a objetivos regulatorios con respecto a
agentes ambientales; por ejemplo, la USEPA patrocina algunas pruebas de toxicidad, estudios
epidemiolégicos y desarrollo de otras pruebas para apoyar el cumplimiento de sus reglamentos
y leyes en materia de agua potable.

El Programa Nacional de Toxicologia (NTP), creado en 1978, coordina a nivel federal todos los
programas de pruebas toxicolégicas, fortalece las bases de la toxicologia, desarrolla y valida
meétodos de prueba, proporciona informacién sobre el potencial tdxico de un gran numero de
compuestos quimicos, regula agencias de investigacion asi como comunidades cientificas,
médicas y al publico, realiza pruebas de toxicidad para compuestos de importancia en salud
publica y, su protocolo para bioensayos cronicos se ha convertido en el estandar de oro para
probar carcinogenicidad. El Programa ha sido el instrumento para aceptar e integrar nuevas
pruebas o enfoque en las estrategias para probar toxicidad, para dar respuesta a las
necesidades que representan el creciente numero de compuestos quimicos nuevos Yy
existentes, y los subproductos de éstos que no han sido probados [NRC, 2007].

5.6.2 CANADA

La legislacién ambiental canadiense se ocupa de temas basicos y relevantes a escala mundial,
nacional y regional, tales como especies en peligro de extincién, pérdida de la biodiversidad,
sustancias quimicas toxicas, residuos peligrosos, agotamiento de la capa de ozono,
contaminacion del aire y el agua, y cambio climatico. Asi, en Ley de Proteccion Ambiental
Canadiense (CEPA, por sus siglas en inglés), emitida en 1999, se definen un conjunto de
criterios para evaluar el potencial que poses una substancia para persistir, bioacumularse en los
organismos Vvivos y ser toxica, de tal manera que regula las sustancias toxicas desde que se
originan hasta que se eliminan, esto es a través del ciclo de vida completo [Department of
Justice, Canada http://laws-lois.justice.gc.ca/eng/acts/C-15.31/].

La instancia responsable del medio ambiente en Canada, cuenta con el Centro de Ciencias
Ambientales de la Region del Atlantico (ESC, por sus siglas en inglés), cuyas instalaciones
incluyen entre otros laboratorios, uno para llevar a cabo pruebas ambientales y el de
Toxicologia, el cual proporciona apoyo para pruebas de toxicidad y asesoramiento a los
programas de medio ambiente de Canada en el Atlantico (NS, NB, PEIl y NL). Los principales
programas compatibles son: sustancias toxicas, emergencias (para la aplicacion de la Ley de
pesca y la CEPA), descargas al mar y evaluaciones ambientales. También proporciona apoyo
relacionado con aspectos de toxicidad a otras regiones y otros departamentos del gobierno
canadiense a nivel federal y provincial. El laboratorio tiene la capacidad de llevar a cabo una
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amplia gama de pruebas de toxicidad aguda y cronica utilizando peces, anfibios, invertebrados,
plantas y bacterias. Los métodos de prueba incluyen agua dulce, aguas saladas, suelos,
sedimentos, aguas residuales industriales y productos comerciales.

Actualmente, este laboratorio se ha asociado con instituciones como Pesca y Océanos,
Hamarus Inc., Unién de Pescadores Maritimos, Instituto de Investigacion del Cancer del
Atlantico, la Universidad de Noncton, para determinar los efectos téxicos asociados con
exposiciones cronicas y agudas a niveles bajos (realistas) de plaguicidas y nonilfenol, los
efectos medidos incluyen crecimiento, muda, histologia, expresién genética (toxicogendmica),
conducta y sobrevivencia de larvas de langosta americana (Homarus americanus).

Canada concentra sus esfuerzos y recursos en areas que no exactamente duplicarian los
esfuerzos de otros paises con relacion al desarrollo de pruebas de toxicidad, especificamente
para disruptores endocrinos. Asi, el énfasis de la investigacién estd en determinar la
importancia de las pruebas ecotoxicolégicas para la mejorar el significado y aplicacion en la
evaluacién de riesgos, ya que hay que relacionar los resultados de pruebas estandarizadas a
posibles impactos en el medio ambiente o las poblaciones humanas, especialmente con
respecto a los efectos de dosis bajas sobre los organismos en desarrollo [Parrott, et al., 2001].

5.6.3 AUSTRALIA

Australia cuenta con cuatro esquemas de registro y evaluacion, definidos por la legislacion, los
cuales cubren alimentos, quimicos industriales, farmacos, agroquimicos y quimicos de uso
veterinario. Estos esquemas, operan de manera complementaria para evitar duplicidad de
cualquier carga regulatoria innecesaria para la industria; son responsabilidad el sector salud y
otras instancias gubernamentales, y en ocasiones la responsabilidad se comparte con Nueva
Zelanda. Mientras que la cobertura jurisdiccional y la mayoria de funciones de Gobierno se
cubren a nivel de Estado o territorio en Australia, la responsabilidad de la evaluacion y
notificacion de los productos quimicos es responsabilidad en los niveles de Gobierno Federal.
Las agencias reguladoras principales con su legislacion especifica, se presentan en la Tabla
5.16 [Winder, et al., 2005].

Tabla 5.16. Principales Agencias y leyes para el control de productos quimicos

LEY, ESTANDAR AGENCIA FEDERAL RESPONSABLE (SIGLAS EN INGLES)
Ley de viene terapéuticos. Estandar de 1989 Administracién de bienes Terapéuticos/ Departamento
para uniformar la planeacion de farmacos y de Salud Comunitaria y Envejecimiento (TGA/DoHA)
venenos

Acta de Productos Quimicos Agricolas y Autoridad Australiana de Plaguicidas y Medicamentos
Veterinarios Veterinarios/Departamento de Agricultura, Pesca y
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LEY, ESTANDAR AGENCIA FEDERAL RESPONSABLE (SIGLAS EN INGLES)
Silvicultura de Australia (APVMA/DAFF)
Acta de Estandares para Alimentos de Estandares para Alimentos de Australia y Nueva

Australia y Nueva Zelanda (1991), Cédigo de  Zelanda (FSANZ)
Estandares para Alimentos

Cdédigo Australiano de Productos Peligrosos Oficina Federal de Seguridad de Transito/
Departamento Comunitario de Transporte (FORS/DoT)
Acta de Quimicos Industriales 1989 Departamento de Salud Comunitaria y Envejecimiento/
(notificacion y evaluacion) Departamento de Ambiente y Patrimonio/Comisién
(Esquema Nacional de Notificacion y Nacional de Salud y Seguridad Ocupacional (DoHA/
Evaluacion de Quimicos Industriales) DEH/NOHSC)
Practicas Comerciales (1974), Acta de Agencia Australiana de Competencia y Consumo
Vigilancia de Precios (1983 (ACCC)

Fuente: Winder, et al., 2005

La oficina de Seguridad Quimica, el grupo regulatorio de la TGA, dentro del Departamento de
Gobierno Australiano de Salud y Envejecimiento, comprende ademas del NICNAS, la
evaluacién de riesgos a la salud publica asociados con exposiciones de la poblacién a
plaguicidas y medicamentos de uso veterinario entre otros productos quimicos. Esta evaluacion
de riesgos incluye la evaluacién de la toxicidad, basada en evidencia.

En 1989-1990, Australia establecié el Esquema Nacional de Notificacion y Evaluacion de
Quimicos Industriales (National Industrial Chemicals Notification and Assessment Scheme,
NICNAS), dirigido a proteger la salud publica, a los trabajadores y al ambiente, incluyendo la
evaluacion de productos quimicos nuevos y existentes que sean utilizados en su territorio,
siendo prioritarios aquéllos productos que son motivo de preocupacion ambiental y de salud
[http://www.nicnas.gov.au]. En 2011 hubo modificaciones y proporciona respaldo legislativo
para concluir las reformas reglamentarias para cosméticos, filtros de radiaciones UV en
bloqueadores solares entre otros rubros [NICNAS, 2011].

En Australia, los modelos QSAR, no son del todo aceptados para fines regulatorios, aunque los
considera una herramienta valiosa cuando son bien aplicados y en ausencia o escasez de
evidencia toxicoldgica generada en estudios in vivo. Hacia 2009, NICNAS estaba en proceso de
aplicacion del modelo QSAR desarrollado en Bourgas, Bulgaria, debido a que considera varios
esquemas regulatorios (entre los que cita las agencias de proteccion ambiental (Estados
Unidos, Canada, Dinamarca, la Comision Europea) e incorpora parte de las aplicaciones del
software de la OECD.

5.6.4 ORGANIZACION PARA LA COOPERACION Y DESARROLLO ECONOMICOS

De acuerdo con la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE; OECD,
por sus siglas en inglés), los agentes quimicos juegan un papel muy importante en la vida
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diaria, por tanto la seguridad para la vida humana y el ambiente deben ser consideradas
cuidadosamente, asi, surge el Programa de Quimicos, que cumple 40 afios en 2011 [OECD,
inicié eI Programa, Ia OCDE ha contrlbwdo aI desarrollo y evolucién de Ios enfoques en
seguridad quimica y bioseguridad.

El Grupo de Productos Quimicos, fue establecido en 1971, con la finalidad de tratar aspectos de
seguridad relacionados con la liberacion de compuestos quimicos al ambiente y que puedieran
dar lugar a resultados inaceptables para el mismo; actualmente los trabajos generados
constituyen en el Programa de Medio Ambiente, Salud y Seguridad (EHS, por sus siglas en
inglés), que incluye tépicos sobre productos quimicos, plaguicidas y biotecnologia.

En 1977, se establecio el Programa de Guias de Prueba, en el que el grupo de expertos
desarrollé 50 guias de prueba, las cuales fueron acordadas por los miembros en un corto
periodo de tiempo.

Posteriormente, en 1980, los expertos del Grupo de Productos Quimicos de la OCDE,
organizaron un encuentro al que asistieron varios ministros y funcionarios de alto nivel, en éste,
acordaron que las directrices y principios de buenas practicas de laboratorio (BPL), que habian
sido desarrolladas, eran lo suficientemente adecuadas para servir de base para la mutua
aceptacion de datos en la evaluacion de productos quimicos (MAD). Al afo siguiente, el
Consejo de la OCDE confirmé esto mediante la incorporacion de este acuerdo vinculandolo
juridicamente con la decision del Consejo [C (81) 30]. Las directrices y los principios de BPL son
parte integrante de la actual Decision

En 1992, los paises miembro establecieron el Programa de Plaguicidas, cuyo objetivo es
mejorar la eficiencia y efectividad de su proceso de registro. Como consecuencia, en 1996, se
instaurd otro programa especifico para Biocidas, el cual incluye productos quimicos disefiados
para destruir organismos indeseables, pero no relacionados con los cultivos, como por ejemplo,
desinfectantes y esterilizantes.

La serie de publicaciones incluye guias para el estudio de toxicidad y carcinogenicidad de los
plaguicidas:

e Guias para el andlisis y evaluacion de estudios de toxicidad con dosis repetidas (2000)

¢ Guias para el analisis y evaluacion de estudios de toxicidad crénica y carcinogenicidad
(2002)

e Laevaluacion de la persistencia y bioacumulacion en el marco del Registro de Plaguicidas
dentro de la Regién OCDE (2005)
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e Analisis y evaluacion de los actuales protocolos para desarrollar métodos de prueba
armonizados y estandares de desempefio para probar la eficacia de productos
tratados/materiales tratados (2007)

En 1994, la OCDE establecio un grupo para el desarrollo de métodos de evaluacion de riesgos
ambientales derivados de los productos biotecnolégicos modernos, tales como los asociados al
consumo de alimentos transgénicos, para la toma de decisiones en el manejo de riesgos.

La validacion de los modelos QSAR (modelos cuantitativos de las relaciones estructura-
actividad) fue acordada en 2004, siendo la agencia un facilitador en la aceptacion de este tipo
de modelos para fines regulatorios

En sintesis, dadas las atribuciones de esta Organizacion, como agencia internacional, la OCDE
ha sido el instrumento en el desarrollo de guias para realizar pruebas toxicoldgicas,
internacionalmente aceptadas o armonizadas, lo que implica evitar que los paises miembros
(actualmente 34) lleven a cabo pruebas de toxicidad similares para un mismo compuesto
quimico [OECD, 2011].

5.6.5 UNION EUROPEA

En 1967, nacié en Europa el derecho europeo sobre productos quimicos. La Politica de la
Union Europea cambid en septiembre de 1981, fecha a partir de la cual se empezaron a
clasificar las sustancias quimicas que aparecian como sustancias nuevas, con un numero
ELINCS (European Llst of Notified Chemical Substances), de las que se requeria informacion
sobre sus propiedades intrinsecas. La Directiva 67/548/CEE exigia que las sustancias nuevas
se sometieran a ensayos y que se determinaran los posibles riesgos para la salud humana o el
medio ambiente antes de su comercializacion, cuando se produjeran mas de 10 Kg. Para
volumenes superiores obligaba a realizar ensayos sobre efectos crénicos y a largo plazo.
Posteriormente, en 1993, se emite la Reglamentacién sobre evaluacion de sustancias
existentes y de elabora un listado de sustancias prioritarias.

La Union Europea (UE) ha modernizado la legislacion europea en materia de sustancias
quimicas y ha creado el sistema REACH, que entré en vigor el 1 de junio de 2008. El sistema
integrado de registro, evaluacion, autorizacion y restriccion de sustancias quimicas, esta dirigido
a mejorar la proteccioén de la salud humana y del medio ambiente manteniendo al mismo tiempo
la competitividad y reforzando el espiritu de innovacion de la industria quimica europea.
También se crea la Agencia Europea de Sustancias y Preparados Quimicos, con la mision de
gestionar dia a dia las exigencias relativas a REACH.
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El ambito de aplicacion del Reglamento abarca todas las sustancias fabricadas, importadas,
comercializadas o utilizadas, como tales o en forma de mezclas, excluyendo del Reglamento las
siguientes:

e  Sustancias radiactivas (cubiertas por la Directiva 96/29/Euratom)

e  Sustancias que se encuentran sometidas a supervisién aduanal y que estan en depésito
temporal, en una zona franca o en un depésito franco con el fin de volverse a exportar,
0 en transito

e Sustancias intermedias no aisladas
e Eltransporte de sustancias peligrosas, y

e Residuos

Ademas, las normas relativas al registro, a los usuarios finales, a la evaluacién y a la
autorizacion no se aplicaran a las sustancias utilizadas en los medicamentos para uso humano
o veterinario, ni a los productos alimentarios ni a los piensos (incluidos los aditivos) siempre que
se incluyan en el ambito de aplicacion de la normativa comunitaria en materia de medicamentos
o alimentos.

REACH obliga a las empresas que fabrican e importan sustancias y preparados quimicos a
evaluar los riesgos derivados de su utilizacion y a adoptar las medidas necesarias para
gestionar cualquier riesgo identificado. La carga de la prueba de la seguridad de las sustancias
y preparados quimicos fabricados o comercializados recae en la industria.

Asimismo, el registro exige que la industria (fabricantes e importadores) proporcione
informacion relativa a las propiedades, utilizaciones y precauciones de uso de las sustancias
quimicas (expediente técnico). Los datos requeridos son proporcionales a los volumenes de
produccion y a los riesgos presentados por la sustancia (por ejemplo, pruebas amplias de
toxicidad relativas a las sustancias fabricadas o importadas en cantidades superiores a 1000
toneladas). Por otra parte, las solicitudes de registro referentes a sustancias importadas o
fabricadas en cantidades de 10 toneladas anuales o superiores deben enumerar los riesgos
vinculados a estas sustancias, asi como los diferentes escenarios de exposicién posibles y las
medidas de gestion de estos riesgos (informe sobre la seguridad quimica).

La evaluacion, obligatoria en el Reglamento, permite a la Agencia comprobar que la industria
cumple sus obligaciones y evita los ensayos innecesarios con animales vertebrados y prevee
tanto la evaluacion del expediente y como la evaluacion de la sustancia. [UE, 2011;
http://europa.eu/legislation_summaries/internal_market/single_market_for_goods/chemical_prod
ucts/]
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Anterior al REACH, en julio de 2002, el Centro Europeo para la Validacion de Métodos
Alternativos, elaboré una lista de 13 ensayos que no necesitarian el recurso a la
experimentacion animal y que serian técnicamente aplicables en 2003 en el marco de los
estudios de prevalidacion y de validacion, que incluian ensayos in vitro y el uso de modelos
QSAR [DOUE, 2003], asi, son considerados validos en el marco del REACH, s6lo para sustituir
las pruebas con animales si se ha establecido que son cientificamente validos y el método esta
adecuadamente documentado.

En 2009, El Centro Europeo para la Validacion de Métodos Alternativos (ECVAM, por sus siglas
en inglés), que forma parte del Centro Comun de Investigacion (CCl) de la Comision Europea, y
sus homologos en los Estados Unidos (ICCVAM)®, Japén (JACVAM)' y Canada (Environmental
Health Science and Research Bureau) firmaron un acuerdo de cooperacion dirigido a impulsar
la expansion a escala mundial, alternativas cientificamente probadas a los métodos de ensayo
con animales, para probar la toxicidad de sustancias quimicas.

5.6.6 EL Uso DE SARS Y QSARS CON FINES REGULATORIOS

Cronin, et al [20032 y 2003b], hace un amplio y detallado analisis del uso de los modelos SAR y
QSAR para la prediccion de los efectos ambientales y a la salud publica, asociados a
compuestos quimicos que se producen en grandes volumenes. De acuerdo con los autores, no
hay una guia especifica del uso de estos modelos con fines regulatorios, pero p. €j., el manual
sobre el Conjunto de Datos e Informacion para Tamizaje (Screening Information Data Set,
SIDS) [OECD 2002], es de utilidad, ya que constituye principalmente, una serie citas de otros
documentos de la OCDE que soportan la toma de decisiones, y si bien no hay ninguna guia
especifica para el uso de SAR en la evaluacién de la toxicidad en mamiferos, el documento
enumera algunos ejemplos de la utilizacion potencial de SAR: grupos de isémeros con perfiles
similares de SAR; homoélogos cercanos, asi como informacién disponible sobre productos de
degradacion y metabolitos para productos quimicos especificos [Cronin, et al., 2003a].

A nivel global, las agencias regulatorias han establecido un marco de referencia para el uso de
los modelos QSARs dirigidos a la proteccién de la salud humana (Tabla 5.17), pero aun es

® ICCVAM = Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods.

" JACVAM = Japanese Center for the Validation of Alternative Methods del National Institute of Health Sciences, que
forma parte del Ministerio japonés de Sanidad, Educacion y Prevision.
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necesario difundir y fortalecer su uso. Este es un punto importante, ya que es evidente la
necesidad de evaluar en poco tiempo, los riesgos asociados a un gran niumero de compuestos
quimicos que son continuamente liberados al ambiente.

Tabla 5.17. Marco del uso de los modelos QSAR con fines regulatorios para predecir efectos a la
salud humana
TOXICIDAD ATSDR' | USEPA* USFDA® ITC* NCPP  USNTP®° NIOSH’ DEPA®

Aguda

Irritacion
Sensibilizacion
Absorcion

dérmica

Subcronica

Cronica
Reproductiva

Del desarrollo
Mutagenicidad Q
Carcinogenicidad Q
Inmunotoxicidad Q
Neurotoxicidad
Abreviaciones: Q, uso de QSARSs; S, uso de SARs., 1) Agencia para el Estudio y Registro de la
Sustancias Téxicas; 2) Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos; 3)
Administracion de Drogas y Alimentos de Estados Unidos; 4) Comité de Integraciéon de Pruebas;
5) Instituto Nacional del Cancer; 6) Programa Nacional de Toxicologia de Estados Unidos; 7)
Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional; 8) Agencia de Proteccion Ambiental de
Dinamarca

Fuente: tomada de Cronin, et al., 2003?
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Q
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Con respecto a los efectos ecolégicos y destino ambiental de las substancias quimicas, por
muchos la USEPA ha sido la agencia reguladora que mas uso ha hecho de los modelos QSAR
para este fin; no obstante, cada vez un mayor numero de paises estan utilizando esta
herramienta, desarrollando y validando modelos para predecir efectos ecolégicos y la
distribucion de contaminantes en los diferentes compartimientos ambientales, es de esperarse,
que dicha practica continuara creciendo, principalmente a la luz de los actuales desarrollos
tecnolégicos y necesidad de evaluar un gran nimero de compuestos quimicos en poco tiempo.

Como ya se anot6 con anterioridad, el uso de los modelos QSAR, es mejor aceptado cuando no
se tiene informacion experimental acerca de la toxicidad de una sustancia, en Europa, esto fue
una estrategia basicamente con la finalidad de manejar sustancias persistentes,
bioacumulativas y téxicas, asi como muy persistentes y altamente bioacumulativas, bajo
criterios especificos, como se presenta en la Tabla 5.18.
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Tabla 5.18. Criterios de identificacidon de sustancias persistentes, bioacumulativas y toxicas (PBT)
y muy persistentes y muy bioacumulativas (vPvB)
CRITERIO PBT VvVPVB

Persistencia Vida media >60 dias en agua marina o0 >40 Vida media >60 dias en agua
dias en agua dulce, o vida media >180 dias marina o dulce, o vida media >180
en sedimento marino o > de 120 dias en dias en sedimento marino o de agua
sedimento de agua dulce dulce
Bioacumulacién Factor de bioacumulacién >2,000 Factor de bioacumulacién >5,000
Toxicidad NOEC<0.01 mg/L o efectos No aplica
carcinogénicos, mutagénicos, reproductivos
o disrupcion endocrina

La USEPA, ha desarrollado técnicas de estimacion de efectos téxicos especificos para
organismos acuaticos (peces, invertebrados y algas) mediante QSARs desde 1979 [Cronin, et
al., 2003b]. Estos QSARs han sido incorporados en el software ECOSAR, que utiliza el peso y
estructura molecular del compuesto, asi como el log del coeficiente de particion octanol/agua
para predecir toxicidad acuatica. Las predicciones se basa en datos reales de al menos un
miembro de la clase quimica. Los datos (valores de toxicidad medida) se correlacionan con el
Kow para derivar una ecuacién de regresién que puede ser usada para predecir la toxicidad
acuatica de otra molécula semejante en la misma clase quimica. Este programa es
continuamente actualizado, se encuentra disponible en la pagina de la Agencia de Proteccién
Ambiental de los Estados Unidos, sin costo alguno. El uso de estos modelos para fines
regulatorios, también ha ido en aumento en diferentes regiones del mundo (Tabla 5.19).

Tabla 5.19. Uso de QSARs para prediccion de transformacion y destino ambiental con fines
regulatorios

HEALTH UNION
ATSDR USEPA ITC D EPA CANADA EUROPEA

Toxicidad Q Q Q Q
acuatica

9]

(¢)]

Toxicidad
bentdnica

Koc Q

Kow Q Q

Punto de fusion

Volatilizacion

Solubilidad en Q
agua

Factor de Q
bioconcentracion

Biodegradacion S

|| O] OI0|0|0|0

Hidrdlisis
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Abreviaciones: Q, uso de QSARs; S, uso de SARs
Fuente: tomada de Cronin, et al., 2003b

5.7 FUENTES DE INFORMACION Y BASES DE DATOS PARA LA MODELACION PREDICTIVA

Todos los proceso de modelacidon requieren datos; en el caso de la toxicologia predictiva, esto
inicia poniendo la informacién y datos toxicoldgicos en los modelos. A continuacion, se listan
algunas de las fuentes de informacién disponibles a través de diferentes recursos y
herramientas, dicha informaciéon fue tomada de Cronin [2009b], quien hace una detallada
revision de las herramientas disponibles para el caso de compuestos quimicos peligrosos. En
la Tabla 5.20 se presenta un listado de las bases de datos que tienen potencial para su uso en
la toxicologia in silico. En seguida, se listan y describen brevemente los principales sistemas

expertos (Tabla 5.21) y herramientas de programacion para el mismo fin (Tabla 5.22).

Tabla 5.20. Bases de datos de toxicidad con potencial para uso en la toxicologia in silico

TIPOS DE BASE DE DATOS

Conjunto de datos de literatura
en particular

_ EJEMPLOS ILUSTRATIVOS Y REFERENCIAS
Datos de sensibilidad de la piel de una fuente
en particular para la prueba de maximizacion
de conegjillo de Indias.

COMENTARIOS
Son frecuentemente conjuntos
de datos de alta calidad asi que
podrian haber sido medidos en
el mismo laboratorio, y aun por
el mismo procedimiento y/o
operadores. Son probablemente
pequefios, pero podrian ser
altamente adecuados para
modelo (local)

Recopilacién de literatura

Base de datos de sensibilidad de la piel de
informacién de ensayos de nodo linfatico local
histérico de varios laboratorios (14); Base de
datos de potencia carcinogénica (CPDB)
(http://potency.berkeley.edu/)

La disposicion de estas bases
de datos proveeria un buen
punto de partida para estudios
de modelos. Los datos son
usualmente de una prueba o
protocolo particular, pero
variarian en consistencia asi
que son medidos en diferentes
laboratorios.

Recopilacién de acceso libre de
informacioén de toxicidad

ToxNet http://toxnet.nim.nih.gov; AMBIT
http://ambit.acad.bg/ambit/php/

Bases de datos grandes cubren
muchos puntos finales y
efectos.

La mayoria de los datos sera de
calidad variable e incluiria
efectos no estandarizados

Bases de datos a detalle (y por
lo tanto potencialmente de
mayor calidad)

DSSTox
http://www.epa.gov/ncct/dsstox/index.html.
Otras bases de datos estan disponibles de
proyectos cooperativos tales como Proyectos
del sistema de la Unién Europea, €. g., el
proyecto CAESAR (http://www.caesar-
projects.eu/)

Bases de datos bien
estructuradas en términos de
revision de estructura quimica e
informacion y calidad de datos.
Estas estan libremente
disponibles y son puntos de
partida ideales para modelar
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TIPOS DE BASE DE DATOS

EJEMPLOS ILUSTRATIVOS Y REFERENCIAS

COMENTARIOS

Bases de datos desarrolladas
para propositos de regulacion

Sistemas de Informacion de substancias
quimicas europeas (ESIS)
http://ecb.jrc.ec.europa.eu/esis/

Colecciones de informacion
toxicoldgica y datos
relacionados a substancias
(usualmente quimicos
industriales). La calidad de la
informacioén no es
necesariamente revisada para
ingresar a la base de datos

Base de datos comerciales

Bases de datos Leadscope (incluyen FDA)
(http://www.leadscope.com/); base de datos
VITIC de Lhasa Ltd.
(http://www.lhasalimited.org)

Son frecuentemente grandes
bases de datos con muchos
compuestos, una amplia
variedad de quimica y un
numero de efectos diferentes.
Modeladores necesitaran
determinar la propiedad de los
datos y la informacién que
contengan antes de reproducir
los datos en un modelo
publicado

Bases de datos corporativas y/o
reservadas

Algo de informacion y/o datos estan
disponibles abiertamente en sitios de red
corporativos, p. €j., de las compafiias
farmacéuticas — estas pueden ser alcanzadas
para hojas de datos de material de seguridad
(MSDS). MSDS puede también encontrarse de
otros proveedores quimicos (p. €j., Sigma
Aldrich — http://www.sigmaaldrich.com) Otros
bases de datos corporativas no estan
abiertamente disponibles y son usadas como
herramientas de busqueda. Estas variarian en
tamafio y calidad y aun si existen en una forma
computarizada o no.

Existe gran informacién en
proveedores quimicos o bases
de datos farmacéuticos. Serian
dificiles de usar una vez que la
entrada fuera para substancias
particulares. Detalles en el
procedimiento de la prueba no
estarian disponibles. Para
algunas substancias, p. €j.,
farmacéuticas, un resultado de
la prueba no estaria disponible,
el registro declararia
simplemente la probable
presencia de una toxicidad

Tabla 5.21.Una lista no exhaustiva de sistemas expertos para predecir toxicidad

SISTEMAS EXPERTOS
(Y DISTRIBUIDOR)

DESCRIPCION

ABARCADOS

PRINCIPALES (INDICATIVO) EFECTOS

INFORMACION ADICIONAL Y/O
REFERENCIA

DEREK para Un sistema experto de Carcinogenicidad, Http://www.lhasalimited.org/i
Windows (Lhasa conocimientos creado con  mutagenicidad, genotoxicidad, ndex.php?cat=2&sub_cat=64
Ltd, Leeds, conocimientos de sensibilidad de la piel,
England) relaciones estructura- teratogenicidad, irritabilidad,

toxicidad. El programa sensibilidad respiratoria,

contiene mas de 500 hepatotoxicidad, neurotoxicidad,

alertas estructurales e toxicidad ocular

informacién de soporte
EPISuite Una serie de programas Principalmente efectos http://www.epa.gov/opptintr/e
(libremente que integran un numero ambientales, ademas incluye un  xposure/pubs/episuite.htm
disponible de de modelos de estimacion  algoritmo de penetracion dermal
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SISTEMAS EXPERTOS
(Y DISTRIBUIDOR)
Agencia de
proteccién
Ambiental de los
Estados Unidos)

DESCRIPCION

para la prediccion de
propiedades ambientales y
fisicas/quimicas

PRINCIPALES (INDICATIVO) EFECTOS
ABARCADOS
(DERMWIN) el cual calcula el
coeficiente de permeabilidad en
la piel; dosis absorbida
dermalmente por evento

INFORMACION ADICIONAL Y/O
REFERENCIA

HazardExpert Pro

Un programa basado en
reglas para la prediccion
de toxicidad usando
fragmentos estructurales.
El programa incorpora una
consideracion de
biodisponibilidad via el
calculo de log Py pKa

Oncogenicidad, mutagenicidad,
teratogenicidad, irritacion de
membrana, sensibilizacion,
inmunotoxicidad neurotoxicidad

http://www.comudrug.com/

e incorporacion de
conocimientos de los
mecanismos de accion y
estudios epidemiolégicos
humanos

LAZAR Una aproximacion de Toxicidad, mutagenicidad y http://www.in-silico.de/
fragmento carcinogecidad de Higado
MC4PC Un algoritmo basado Superior a 180 médulos (i.e., http://www.multicase.com
estadisticamente en efectos individuales) incluye
fragmentos que codifican aquellos para los siguientes
caracteristicas que efectos: toxicidad aguda en
promueven toxicidad mamiferos; efectos adversos en
(toxicoforos) y humanos; carcinogenicidad;
desactivacion citotoxicidad; toxicidad
(toxicofobias) desarrollada; teratogenicidad,
toxicidad genética, irritacion en
piel y ojos, alergias
Oncologic Aplicacion de analisis SAR  Cancer La Agencia de Proteccién

Ambiental de los Estados
Unidos (US EPA) ha
recientemente comprado el
derecho a el sistema y es
comunmente actualizado
para la distribucién libre al
publico (mas detalles de Dr
Yin-tak Woo; e-mail:
woo.yintak@epa.gov)

OSIRIS Explorador
de propiedades

Programa de Internet
libremente disponible
donde las predicciones
son realizadas de
fragmentos estructurales

Mutagenicidad, tumogenicidad,
irritacion y efectos reproductivos

http://www.organic-
chemistry.org/prog/peo/

PASS

Predecir actividad de la
estructura

Una amplia variedad de efectos
relevantes a la toxicidad,
particularmente aquellos
basados en efectos mediante
receptores

http://195.178.207.233/PASS
/index.html
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SISTEMAS EXPERTOS DESCRIPCION PRINCIPALES (INDICATIVO) EFECTOS INFORMACION ADICIONAL Y/O

(Y DISTRIBUIDOR) ABARCADOS REFERENCIA

TIMES-SS Un sistema experto en Sensibilidad de piel, http://oasis-

(Laboratorio de hibrido codifica relaciones  mutagenicidad, aberracion Imc.org/?section=software&s
quimica de estructura-metabolismo crosomal y estrogeno, y receptor  wid=10

matematica, y toxicidad-estructura androgeno enlazado a

Universidad “Prof. afinidades de quimicos

Assen Zlatarov”,
Bourgas, Bulgaria)

TOPKAT QSAR's estadistico Carcinogenicidad de roedor, http://accelrys.com/products/
basado en analisis de mutagenicidad de Ames. Dosis discovery-studio/toxicology/
regresion y discriminacién  letal 50 via oral para rata,
de descriptores 2D, LOAEL crénico en rata,
utilizando conjuntos de desarrollo de toxicidad potencial,
datos heterogéneos sensibilidad de la piel, dosis
grandes maxima tolerada en rata,

irritabilidad en ojos y piel,
concentracion letal 50 de
toxicidad de inhalacion en rata, y
dosis maxima tolerada en rata

ToxTree Grupos quimicos y Esquema de clasificacion de http://ecb.jr.ec.europa.eu/gsa
prediccion de varios tipos Cramer, reglas BfR para predecir r/gsar-
de toxicidad basados en irritacion de piel y ojos y tools/index.php?c=TOXTRE
aproximaciones del arbol corrosion, y la base de reglasde E
de decision Benigni-Bossa para

mutagenicidad y
carcinogenicidad

TerraQSAR-Skin Programa de red neutral Irritacion de la piel http://www.terrabase-
para calcular el potencial inc.com/
de irritacion de la piel de
quimicos organicos para
los conejos (pruebas de
Draize)

Tabla 5.22. Algunas herramientas de programacién disponibles para formar categorias quimicas

SISTEMA EXPERTO (Y DESCRIPCION APROXIMACION A AGRUPACION INFORMACION ADICIONAL Y/O
DISTRIBUIDOR) QuimMICA REFERENCIA

AMBIT Bases de datos quimicas Interpreta agrupaciones y http://ambit.acad.bg
(desarrollado por publicamente disponibles y evalla el dominio de
IdeaConsult Ltd, herramientas funcionales, aplicabilidad de un QSAR
Sofia, Bulgaria) incluyendo una herramienta que ofrece una variedad de

para definir el dominio de métodos que incluyen:

aplicabilidad de modelos aproximaciones estadisticas

QSAR. Contiene mas de que dependen de la “calidad

129



©
M7A

Instituto Mexicano de
Tecnologia del Agua

RESIDUOS DE TRATAMIENTO DE EMERGENTES:
REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES DE
IMPORTANCIA SANITARIA Y AMBIENTAL; DISMINUCION
DEL IMPACTO SANITARIO Y AMBIENTAL DE LOS
DESECHOS GENERALDOS.

(TC1104.1)

NDOS
o MQ/(,

0,
%

7
&

e AR EST,

&‘»)x‘

SEMARNAT

SECRETARIA DE
MEDIO AMBIENTE Y
RECURSOS NATURALES

SISTEMA EXPERTO (Y

DISTRIBUIDOR)

DESCRIPCION

450,000 registros para
quimicos individuales.
Busqueda de Estructura
quimica y fragmento

APROXIMACION A AGRUPACION
QuimICA

del descriptor”;

aproximaciones basada en

entendimientos de

mecanismos; y en similitud

estructural

INFORMACION ADICIONAL Y/O
REFERENCIA

Método de
identificacion
analoga (AIM)
(desarrollado de la
Agencia de
Proteccion
Ambiental de los
Estados Unidos)

Una red libremente disponible,
herramientas computarizadas
que identifican analogos
quimicos basados en
estructura. La base de datos
AIM contiene 31,031 analogos
potenciales con datos de
toxicidad disponibles
publicamente

El uso de un fragmento
quimico aproximadamente
con 645 fragmentos
quimicos individuales para
identificar los analogos
potenciales

http://www.epa.gov/oppt/sf/to
ols/methods.htm#new

Leadscope
(desarrollado por
Leadscope Inc.)

Un manejo de datos y
herramientas de extraccion de
éstos; es posible importar
conjunto de datos adicionales
y realizar comparaciones con
base de datos existentes que
contienen informacion
toxicoldgica

Basado en 27,000
compuestos quimicos
marcados. Existen
algoritmos estadisticos que
son también incluidos para
facilitar funcionalidades tales
como agrupacion de
quimicos y datos, extraccion
de reglas estructurales,
desarrollo de modelos QSAR
también como desarrollo de
categorias quimicas
Desarrollo de modelos
QSAR también como el
desarrollo de categorias
quimicas

http://www.leadscope.com

OECD (Q) SAR
Aplicacién de caja
de herramientas
(desarrollado por la
Organizacion para
el desarrollo y
Cooperacion
economica)

Una red disponible libremente,
herramientas que proveen un
flujo para la formacion de
categoria. La caja de
herramientas contiene base de
datos con resultados de
estudios experimentales; una
biblioteca de modelos QSAR;
herramientas para estimar la
pérdida de valores
experimentales transversales
y analisis de tendencia

Las categorias son formadas
a partir de analogos
estructurales, mecanismos o
modos de accién, i.e.,
proteina o enlaces de DNA

http://www.oecd.org
- buscar “QSAR” en el sitio
web OECD

ToxMath
(desarrollado por

Un programa libremente
disponible el cual tiene la

Varios indices de similitud
quimica facilitan la

http://ecb.jrc.ec.europa.eu/qs
ar/gsar-tools/index.php?c=
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SISTEMA EXPERTO (Y DESCRIPCION APROXIMACION A AGRUPACION INFORMACION ADICIONAL Y/O
DISTRIBUIDOR) QuimMICA REFERENCIA
Ideaconsult Ltd, habilidad de comparar agrupacioén de quimicos TOXMATH
Sofia, Bulgaria) conjuntos de datos basados

bajo términos de un  en varios indices de similitud
contrato del Centro de descriptor y estructura, asi
de Investigacion de  como los promedios para
Comisién de Uniéon  calcular similitudes pareadas
Europea entre compuestos o
agregados similarmente de un
compuesto a un conjunto

En Ila pagina web de la Asociacion Espanola de Toxicologia, AETOX,
[http://www.uv.es/aetoxweb/grupos/gtemal/gtema.inv.html], hay un listado de sitios web, bases
de datos sobre métodos alternativos a los ensayos con animales, simulacion en linea, reduccion
y refinamiento, asi como regulaciones

5.7.1 EL PROGRAMA TOXCAST DE LA USEPA

Una prueba de la aplicacion de la quimica computacional, tecnologia de alto rendimiento y
varias tecnologias toxicogendmicas (Tabla 5.23), para el tamizaje en la evaluacién de riesgos
toxicoldgicos, es el programa ToxCast de la USEPA. El objetivo del programa es obtener con un
bajo costo y poco tiempo informacién para predecir los riesgos toxicolégicos potenciales de los
quimicos ambientales para los humanos y mediante la priorizacién, dirigir los recursos limitando
las pruebas a aquéllos compuestos quimicos que representan el mayor peligro para la salud
publica y el ambiente [Dix, et al., 2007].

Tabla 5.23. Ejemplos de tamizaje biolégico y quimioinformatica relevantes para el programa
ToxCast

APROXIMACION DESCRIPCION

Tecnologia de tamizaje  NIH Iniciativa de biblioteca molecular, extiende el uso de pruebas de

de alto rendimiento pequefias moléculas para investigacion bioldgica
_(HT’S' por sus siglas en  BijoMAP basa en el perfil de actividad de aproximadamente 100 drogas en
inglés) ensayos basados en células disefiado para incorporar complejidad biologica

Espectro de actividad biolégica para 1567 compuestos (principalmente
drogas) basado en la interaccion de ensayos con 92 ligandos de unién

Utileria del espectro de actividad biolégica para predecir efectos adversos
inducidos por farmacos

Efectos de 1,400 inhibidores de actividad kinasa en un panel de 35 ensayos
celulares tirosina kinasa-dependientes en formato dosis-respuesta

Tamizaje de alto contenido de >600 compuestos en células HepG2
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APROXIMACION DESCRIPCION

demostraron toxicidad en humanos con 80% de sensibilidad y 90% de
especificidad

Cambios en la expresiéon de genes correlacionados con patrones de actividad
de farmacos en 60lineas de células humanas- uno de los primeros sistemas
que integraron grandes cantidades de datos farmacolégicos y genémicos

Aplicaciones de HTS a descubrimientos agrondmicos

Ensayos HTS para el desarrollo de nuevos herbicidas, insecticidas y
fungicidas, incluyeron el uso de tecnologias capaces de evaluar mas de
200,000 quimicos al afo

Combinacién de HTS con informacién biocinética basica para mejorar la
identificacion de compuestos quimicos

Bases Iniciativas publicas para acelerar la integracion de informacion bioldgica
quimioinformaticas diversa con estructuras quimicas estandarizadas

Estrategia para integrar bases de datos de estructuras quimicas a respuestas
bioldégicas determinadas

Estudios estructura Datos publicos sobre 1750 moléculas para computar modelos en serie que
actividad (SAR) predicen inhibicion de CYP2D6 y CYP3A4

Datos para 58,963 compuestos en humanos relacionados con canales de
genes y 2,410 compuestos para inhibicion de CYP2D6, combinados para
obtener un modelo predictivo de toxicidad

Prediccién del espectro de actividad de substancias para un total de 565

eventos respuesta, que resultan en 64 millones de predicciones sobre

aproximadamente 25,000 quimicos en la Base de Datos Abierta del Instituto

Nacional del Cancer, utilizados para seleccionar compuestos a ser probados
Fuente: tomada de Dix, et al., 2007

La hipotesis que subyace en ToxCast es que la respuesta toxicolégica esta dada por
interacciones entre los compuestos quimicos y moléculas biolégicas blanco. En la mayoria de
los casos, estos blancos son parte del proteoma celular (p. €j., receptores, canales de iones,
kinasas). Sin embargo, para la mayoria de los quimicos ambientales las proteinas blanco y los
efectos biolégicos suponen que los efectos adversos potenciales han sido definidos o
caracterizados.

Debido a que los ensayos adecuados para esta busqueda no estan disponibles o es dificil
conseguirlos, la meta en toxicologia ambiental va hacia una aproximacion mas global del perfil
de actividad bioldgica, de tal manera que el programa se enfoca en una matriz de multiples
blancos. Esta matriz contiene un niumero expandido de blancos potenciales cuyas interacciones
quimicas pueden ser caracterizadas por modelos in silico, ensayos bioquimicos, ensayos in
vitro y modelos animales no-mamiferos [Dix, et al., 2007].

Lo anterior es importante, porque se estima, en Estados Unidos, que hay 10,000 o mas
compuestos quimicos ambientales incluidos en varios programas que necesitan ser clasificados
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y priorizados para futuras pruebas, que incluyen plaguicidas activos, compuestos inertes en los
plaguicidas, quimicos que se producen en grandes volumenes y quimicos que se encuentran en
la lista de contaminantes candidatos de agua para consumo humano (Fig. 5.21), para los cuales
generalmente la informacion toxicolégica es insuficiente o inadecuada para su aplicacion en la
evaluacion de los peligros y riesgos a la salud.

O Antimicrobianos
3,310 W Plaguicidas activos
M Plaguicidas inertes
@ Quimicos de alta

produccion
[ Quimicos inventariados

3,300

5,400 M Lista de contaminantes
candidatos en agua

Fig. 5.21. Quimicos ambientales que presentan retos de priorizacién para las agencias
regulatorias ambientales [Dix, et al., 2007]

ToxCast esta disefiado para el dominio publico de multiples datos de relevancia biologica y alto
costo experimental, de in vitro a in silico, y quiza a in vivo con modelos animales no mamiferos
(Fig. 5.22).

N

Indicadores fisicogui mn:}r\ﬂ\\

Qimicos

I = | PP

Compartimiento 1 <

¢
Indlcadnres blncnmputacmrﬁsﬁ

o
)
: 73 Ind|cadnres bmqum’ucns\ﬁ\%

i cadnres en lineas celular\e\ﬁ

21 o \\@adnres omics in vitro \j\
l\_‘)ﬁ B % \’ej\ns anlmajes no- mam}b;%

Compartimiento 2

Compartimiento 3

Compartimiento n

olololed/

1

ololglo

_E EE:E Roon N Retp 2 “Reep 1 "‘fpﬁ
—] Cluimico 1
Quint o imico 2
Quint g uimico 3
Quimico n

Fig. 5.22. Los dominios de datos multiples que incluye el programa de investigacion ToxCast, a
través de un continuo desde los modelos in silico a los modelos in vitro e in vivo [Dix, et al., 2007]
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Las asociaciones entre los dominios de los datos a través de los quimicos, puede ser hecha con
el objeto de generar marcas o huellas de bioactividad y agrupar los compuestos en
compartimientos. Estos son patrones mas grandes y complejos de perfiles de bioactividad a
través de un amplio rango de ensayos que pueden estar asociados con cualquier estructura
quimica, o bien con toxicidad conocida de quimicos de referencia. Esto es, asociaciones o
correlaciones entre estructura quimica, perfil de bioactividad y la toxicidad resultante, que puede
ser derivada mediante el poder predictivo de ToxCast.

En el curso del tamizaje para la identificacion de blancos o ensayos adecuados para ToxCast
(Tabla 5.24), los dos puntos clave son la factibilidad econémica y técnica para rastrear estos
blancos o ensayos para miles de compuestos quimicos, minimizando resultados falsos
negativos y, relacionando los peligros para la salud humana con los ensayos disponibles en
fuentes de informacion confiables, ya que la mayoria de los datos en el programa proceden de
diversas series y diferentes tipos de ensayos que colectivamente evalian un amplio espectro de
actividades biolégicas, lo cual eventualmente requiere el manejo de bibliotecas de compuestos
quimicos ambientales y herramientas informaticas especializadas (quimica y biologia) para
identificar asociaciones significativas de datos.

Tabla 5.24. Ensayos y criterios de seleccidon para ToxCast

ENSAYOS Quimicos

Capacidad para miles de compuestos Perfeccionar, calidad y relevancia de datos toxicolégicos

quimicos

Amplio espectro de genes, proteinas y Uso en otras pruebas de toxicidad

metabolitos

Optimizacién de HTS o tecnologias omics Peso molecular, solubilidad, coeficientes de particion
adecuados para HTS

Ligas para conocer modo de accién (MOA) Rango de toxicidades, modos de accién

toxicolégica

Si es ensayo in vivo, uso de modelos Clases estructurales de compuestos quimicos, y

animales no-mamiferos suficientes miembros para agrupar en clases por tipo de
analisis

Capacidad para probar concentracion- Uso de clases de quimicos

respuesta

Capacidad metabdlica Papel del metabolismo en la toxicidad

Minimo ndmero de falsos negativos Pureza confiable, formas enantioméricas disponibles

Disponibles

Fuente: tomada de Dix, et al., 2007
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5.7.2 PROGRAMA OPENTOX

El programa OpenTox es un marco de trabajo interpolable, dirigido a soportar el manejo de
datos de toxicologia predictiva, algoritmos, modelacién, validacion y reporte. En Europa, es
considerado un herramienta importante, debido a que en este momento es el programa que
satisface los requerimientos de evaluacion de seguridad quimica establecido en el REACH, ya
que tiene acceso a datos experimentales, modelos QSAR, asi como informacion toxicologica
disponible a través de una plataforma integral que cumple con los principios regulatorios y de
validacién de la OCDE.

El objetivo de OpenTox, es de largo plazo y pretende desarrollar un marco de trabajo de
toxicologia predictiva, que contenga una coleccion de herramientas interpolables que incluyan:
estado del arte de los modelos QSAR, quimioinformatica, bioinformatica, estadistica y mineria
de datos, algoritmos y modelos de quimica y biologia computacionales, fuentes de datos in vitro
e in vivo integrables, ontologias e interfaces graficas amigables para los usuarios.

Asi mismo, el programa constituye un soporte para expertos en toxicologia sin expertis en
metodologia in silico, asi como a los desarrolladores de modelos y algoritmos. Hardy, et al.
[2011], describen el programa y en la pagina web [http://www.opentox.org/], se encuentran los
tutoriales para la instalaciéon y uso libre (Fig. 5.23). El Unico requisito es registrarse y aceptar las
condiciones de uso, bajo licencia.

2 Juana Cortes Logout X Quicktools @ Help

Search Site ]

?‘é\
—
OP enTox = SiteMap  Accessibility  Contact  Data

Home  Applications  Downloads  Tutorials  OpenToxBlog  Development  OpenToxipedia  Meet

About  ReadingRoom  FP7  REACH  Mailinglist  FAQ

: Opentox
Actions v | Add new... v _|State: Published v|
2 Opentox tweets

Welcome to the OpenTox Community site
by Barry Hardy — last modified Jan 24, 2012 03:43 PM
site. The goal of OpenTox is to develop an interoperable predictive toxicology framework which may be used as

ion.
Jan 25, 2012

T o Hlocipse he "linked data and app nd a
e

ombine multiple web services provi
ay.
You can register on the site using the Join function. You can also join the OpenTox Interest Group through a mailing list and digest. To try out OpenTox applications please visit the Toxicity Prediction area.

an 23, 2012

the

semant nd our If interest in participating in OpenTox technical developments please visit the Development area.
third year birthday

Sep 07, 2011
[ OpenTox 2011 OpenTox Work Activities

InterAction Meeting

Mar 19, 2011

ithms by improving the interops stems (common
s (by providing a quality sour

systems biology, ste
sibility to satisfy a broad r

Potential OpenTox Impacts
 rodce the coct for candicate

+imoroving interonerability

OpeniTox ™

Fig. 5.23. Sitio web del programa OpenTox [http://www.opentox.org/]
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5.7.3 TOXTREE

ToxTree es una herramienta amigable, de acceso libre, que permite estimar toxicidad de una
molécula mediante aproximacion con un arbol de decisién (Fig. 5.24).

(% Copy of Cramer nile: E=rE

Decision tree

4 Modify tree caption i
[ save 2-'-_-_‘.
3__._.-1__‘
—

Decision node # 5 4
: T oeé’
o2 Edit rule 7———-—‘_——-———.
A Madify <No> branch m——/—-—__——\——ﬁ
Modify <Yes> branch —
) Modify <Yes> bran 1_7._——-———-—_. @ 5
lrﬁ—[Tel'pane] 1‘1tﬂ_. [GE;F‘M]
Decision rules A 73 30 19 18 12 33 [Aete 20ydlic]
— e — —~
% Howmils 24 27 22 21 22 13 23 10
& ——
an Edit rule 23 18 .__-—;:-——____E____ IQ (ji__
i Find unused rules % B ﬁ —_EP__‘ 29 15
27) [Aromatic] 31 as/\fm omatic] 3ﬁHetel ocyclic]
-~ —~ s
: k<] 518 3 [Aromatid 30 16 32
Categories
b2y

i+ Select from list

7 Edit category

‘g Remove unused

Rule ID Rule title

Decision node ‘Aromatic]  Aromatic

Rule explanation
Decision node:  Q[Aromatic]. Aro...

Returns true if the query contains
If 'NO' go to Q.19 substructures specified by SMARTS

patterns.
MIEVESon RS Is the substance aromatic

=

€ 3

There are example molecules for each rule outcome. Select which one to display.

(@ Yesbranch (7) Nobranch | Edit example

Fig. 5.24. Arbol de decision en Toxtree. Los circulos rojo indican Téxico clase Il (muy téxico), el
amarillo toxico clase Il (toxicidad media) y el verde toxico clase | (toxicidad baja)

Actualmente incluye los siguientes modulos
1. Reglas de Cramer [CRA78]
2. Esquema Verhaar para predecir mecanismos de accién téxica [VER92]

3. Arbol de decisién para estimar irritaciéon de la piel y corrosién potencial, basado en reglas
publicadas [WALOS]

4. Arbol de decision para estimar irritacion de los ojos y corrosién potencial, basado en reglas
publicadas [GERO05]
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5. Arbol de decisién para estimar carcinogenicidad y mutagenicidad [BENO7], [BEN08]

El programa puede ser aplicado a un conjunto de datos de varios archivos compatibles. El
usuario define la estructura molecular, o bien incluir el SMILES o construir la molécula en 2D
con el editor de diagrama (Fig. 5.25). La construccion de la molécula se basé en los

cromatogramas obtenidos en el laboratorio, asi como en el uso de herramientas como EPISUIT.
Toxchem, Toxnet y Spider.

X Toxtree (Estimation of Toxic Hazard - A Decision Tree Approach) \r2.5._l"":' =] ﬂh]

Eile Edit Chemical Compounds Toxic Hazard Method Help

& »  [Chemical identifier v | Go!
Available structure attributes Toxic Hazard

Cregted from SMILES ¥ | Estimate

CCCCCC

Low (Class I)

Intermediate (Class IT)

High (Class III)

Structure diagram

| Verbose explanation

First Prev

Fig. 5.25. Médulo para introduccion de la molécula cuya peligrosidad se desea conocer

Toxtree ha sido disefiado con capacidades flexibles para futuras ampliaciones (por ejemplo,
otros esquemas de clasificacion que podrian desarrollarse en el futuro). Nuevos arboles de
decision con reglas arbitrarias pueden construirse con la ayuda de la interfaz grafica de usuario
o mediante el desarrollo de nuevos complementos. Entre las fortalezas de ToxTree, esta la
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ausencia de sesgos. Las reglas predefinidas se basan en publicaciones, no involucra la fase de
aprendizaje o seleccion de alguna funcion.

5.7.4 IDENTIFICACION DE LA PELIGROSIDAD DE COMPUESTOS ORGANICOS PRESENTES EN AGUA
SUBTERRANEA INFLUIDA POR EL USO DE AGUAS RESIDUALES EN EL RIEGO AGRICOLA

La presente informacién no tiene mas objetivo que ilustrar el hecho de que mediante ToxTree y
OpenTox, fue posible identificar la peligrosidad de los compuestos organicos detectados en
fuentes de abastecimiento de agua subterranea influida por la recarga a través de riesgo
agricola con aguas residuales crudas y parcialmente tratadas (Tabla 5.25). Para algunos de
estos compuestos, fue necesario editar la molécula (Tabla 5.26), como se ejemplifica en la Fig.
5.26 y Fig. 5.27, que son alquilfenoles etoxilados ramificados clase Il y Ill respectivamente.

Tabla 5.25. Identificacion de la peligrosidad de compuestos organicos detectados en fuentes de
abastecimiento subterraneas influidas por el uso agricola de agua residual cruda o parcialmente
tratada

No. DE SE ENCUENTRA SE ESTIMO
MUESTRAS CASEN PELIGROSIDAD EN
COMPUESTO ORGANICO POSITIVAS TOXTREE TOX TREE
67-66-3 Cloroformo 9 Si i
71-43-2 Benceno 8 Si i
75-29-6 2-Cloropropano 1 Si i
75-83-2 2,2-Dimetilbutano 1 Si I
75-25-2 Tribromometano (bromoformo) 1 Si 1
78-59-1 Isoforona Si Il
78-87-5 1,2-Dicloropropano 15 Si 11
78-99-9 1,1-Dicloropropano 1 Si i
79-00-5 1,1,2-Tricloroetano 18 Si 1]
79-34-5 1,1,2,2-Tetracloroetano 4 Si 1
95-47-6 1,2-Dimetilbenceno 1 Si 1
103-65-1 n-Propilbenceno 1 Si I
106-46-7 1,4-diclorobenceno 2 Si 11
106-42-3 p-Xileno 4 Si I
107-06-2 1,2-Dicloroetano 19 Si 1
108-24-7 Ahidrido de acido acético 4 Si 11
108-88-3 Tolueno 13 Si 11
108-67-8 1,3,5-Trimetilbenceno 1 Si I
108-38-3 1,3-Dimetilbenceno 2 Si I
109-99-9 Tetrahidrofurano 3 Si 1
100-41-4 Etilbenceno 4 Si I
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No. DE SE ENCUENTRA SE ESTIMO
MUESTRAS CAS EN PELIGROSIDAD EN
COMPUESTO ORGANICO POSITIVAS TOXTREE TOX TREE
110-56-5 1,4-Diclorobutano 14 Si i
110-12-3 5-Metil-2-hexanona 1 Si Il
124-40-3 Dimetilamina 11 Si Il
127-18-4 Tetracloroetileno 1 Si Il
496-11-7 Indano 1 Si i
507-09-5 Acido tioacético o etanotioico 1 Si i
507-45-9 2,3-Dicloro-2-metilbutano 1 NO Il
513-37-1 1-Cloro-2-metil-1-propeno 19 Si i
526-73-8 1,2,3-Trimetilbenceno 1 Si I
591-97-9 1-Cloro-2-buteno 2 Si Il
594-37-6 1,2-Dicloro-2-metilpropano 19 Si Il
594-72-9 1,1-Dicloro-1-nitroetano 6 Si 11
594-20-7 2,2-Dicloropropano 1 Si [l
563-47-3 3-Cloro-2-metil-1-propeno 3 Si Il
565-61-7 3_metil_2_pentanona 1 Si I
591-87-7 2-Propeniléster del acido acético 4 Si Il
594-36-5 2-Cloro-2-metilbutano 1 Si i
616-19-3 1,3-Dicloro-2-metilpropano 3 Si Il
616-21-7 1,2-Diclorobutano 17 Si i
620-14-4 1-Etil-3-metilbenceno 1 Si I
624-96-4 1,3-Dicloro-3-metilbutano 1 Si i
631-65-2 2-Cloro-3-metilbutano 2 Si i
683-53-4 2-Bromo-1,1-dicloroetano 3 Si 11
921-03-9 1,1,3-Tricloro-2-propanona 2 Si Il
926-57-8 1,3-Dicloro-2-buteno 4 Si i
1003-14-1 Propiloxirano 1,2-epoxipentano 1 Si [
1067-09-0 2-Clorometil-1,3-dicloro-2- 17 Si 1]
metilpropano
1190-22-3 1,3-Diclorobutano 9 Si i
1192-31-0 2-Metil-3-(1-metiletil)-oxirano 1 Si Il
1622-32-8 2-Cloroetanosulfonilcloruro 1 Si i
1871-57-4 3-Cloro-2-(clorometil)-1-propeno 3 Si 1
1871-58-5 1,2,3-Tricloro-2-metilpropano 16 Si 1]
2916-68-9 2-(Trimetilsilil)-etanol 2 Si i
3017-95-6 2-Bromo-1-cloropropano 2 Si i
3405-32-1 1,2,3,4-Tetraclorobutano 10 Si i
3518-65-8 Clorometanosulfonilcloruro 2 Si Il
3922-27-8 1,1,1-Tris(clorometil)etano o 1 NO [

cloropentano
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No. DE SE ENCUENTRA SE ESTIMO
MUESTRAS CASEN PELIGROSIDAD EN

COMPUESTO ORGANICO POSITIVAS TOXTREE TOX TREE
4360-57-0 2-Pentadecil-1,3-dioxolano 1 NO i
4461-41-0 2-Cloro-2-buteno 6 Si i
4749-27-3 3,3,3-Tricloro-2-metil-1-propeno 4 NO 1]
5150-80-1 1,6-Heptadien-3-ino 1 NO Il
7581-97-7 2,3-diclorobutano 3 Si i
21020-24-6 3-Cloro-1-butino 1 Si Il
26073-26-7 Cloruro de 2,2-dicloropropanoilo 1 Si i
27126-22-3 4-Azidoheptano 1 Si [
29921-38-8 4-Etil-1,3-diosolano 1 NO Il
31124-40-0 Butilisopropilsulfona 1 NO i
31702-33-7 1,1,3-Tricloro-2-metil-1-propeno 5 NO i
38585-79-4 1-Bromo-2,3-diclorobutano 10 NO i
42781-12-4 1-(1-metiletoxi)-2-propano 1 NO 1
41898-89-9 2,4-Dimetil-2,3-heptadien-5-ino 1 NO [l
52097-85-5 Propenilidenciclobuteno 1 NO Il
54833-05-5 1,1,3,3-Tetracloro-2- 9 NO 1

metilpropano
54410-84-3 1-Bromo-2-cloro-2Buteno 1 NO Il
107323-92-2 Cloro-(3,4,4-trimetil1,2-dioxetan- 5

3-il) metiléster del acido férmico

1,3-Dicloro-2-metilpropeno 16 NO Il

Propiléster del acido 1 NO [

tricloroacético

Propil éster del acido 2 NO [

cloroacético

2-Clorbencil-2,2,2-tricloro-1-(p- 2

toluidino)etilcarbamato

dl-Homoserinlactona 1 NO Il

Tabla 5.26. Compuestos fenélicos cuya peligrosidad se identific6 mediante No. CAS o editando la

estructura en el programa

SE ENCUENTRA CAS EN

SE ESTIMO PELIGROSIDAD

No. CAS COMPUESTO ORGANICO TOXTREE EN TOXTREE
80-05-7 Bisfenol a Si 11
104-35-8 4-nonilfenol-monoetoxilado NO i
949-13-3 2-octilfenol Si Il
1806-26-4 4-octilfenol Si Il
1322-97-0 4-octilfenol monoetoxilado Si 11
2315-61-9 p-etilfenol-dietoxilado NO M
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No. CAS

COMPUESTO ORGANICO

SE ENCUENTRA CAS EN
TOXTREE

SE ESTIMO PELIGROSIDAD
EN TOXTREE

2315-62-0 p-octilfenol-dietoxilado NO m
2315-64-2 p-octilfenol-dietoxilado
(octoxinol-5) NO 1]
2315-67-5 4-tert-octilfenol-etoxilado NO I
9014-92-0 Docecilfenol etoxilado Si 11
9016-45-9 Nonilfenol monoetoxilado Si 1
9063-89-2 Octilfenoles etoxilados Si Il
25154-52-3 Nonilfenol Si Il
26027-38-3 Nonilfenol etoxilados Si |
27176-93-8 Nonilfenol dietoxilado Si 1
68412-54-4 Alquilfenoles etoxilados
ramificados Si 1}
68987-90-6 Alquilfenoles etoxilados
ramificados Si 1]
84852-15-3 Nonilfenol etoxilado NO n
Structure Properties
SMILES =

toxTree.tree.cramer.CramerTreeResult =
1N,2N,3N,5N,6N,7N,16N,17N,19N,23Y,27Y,28N,30Y
,31N,32Y

cdk:Comment = Retrieved from
http://apps.ideaconsult.net:8080/ambit2/query/compo
und/search/all?search=68987-90-
B6&max=1&media=chemical%2Fx-mdl-sdfile

http://www.opentox.org/api/1.1#REACHRegistrationD
ate = 31.05.2018
http://mww.opentox.org/api/1.1#CASRN = 68987-90-6
toxTree.tree.cramer.CramerRules = Intermediate
(Class 1)

http://www.opentox.org/api/1.1#EINECS = 614-869-4
http://www.opentox.org/api/1.1#ChemicalName =
Poly(oxy-1,2-ethanediyl), 1£-(octylphenyl)-1%oe-hydroxy
-, branched

Poly(oxy-1,2-ethanediyl), a-(octylphenyl)-w-hydroxy-,
branched

http://www.opentox.org/api/1.1#InChl_std =
INChl=1S/C16H2602/c1-3-5-6-14(4-2)13-15-7-9-
16(10-8-15)18-12-11-17/h7-10,14 17H,3-6,11-13H2,1
-2H3/t14-/m1/s1

CasRN = 68987-20-6
http://www.opentox.org/api/1.1#InChlKey_std =
PRAQADPDFMLFFEB-CQSZACIVSA-N

Fig. 5.26. Identificacion de la peligrosidad de un alquilfenol etoxidado ramificado a través de
ToxTree, en este caso las reglas de Cramer indican que el compuesto es un téxico Clase Il
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Structure Properties
SMILES =

QCOCcCcOoccoccoccoccoccoccoccoctcoete
cee(c1)C(C)(C)CCC(C)C
toxTree.tree.cramer.CramerTreeResult =

1N, 2N,3N,5N,6N,7N,16N,17N,19N,23Y,27Y 28N ,30Y

i _ ) _ ~ |,31N,32N,22N,33N
A{JGw/GHUﬁ:lMJ'#':'“‘L"':'“"""' toxTree.tree.cramer.CramerRules = High (Class IlI)

Fig. 5.27. Identificacion de la peligrosidad de un alquilfenol etoxidado ramificado a través de
ToxTree, en este caso las reglas de Cramer indican que el compuesto es un téxico Clase llI

El interés particular sobre compuestos como los etoxilatos de nonilfenol, alquilfenoletoxilados
ramificados y otros nonilfenoles que no han sido evaluados se debié a dos factores: a) fueron
detectados en varias fuentes de abastecimiento en la zona de estudio, localizada en un distrito
de riego con aguas residuales y, b) aunque estos compuestos son biodegradables, la estructura
y alertas estructurales de algunos de éstos, indican que son toxico clase Ill. Cabe sefalar que
los nonilfenoles y productos de ruptura o degradacién tienen potencial para alterar al sistema
endocrino, esto es pueden actuar como mimetizadores en y unirse a sitios receptores en
hormonas tales como estrégenos, por ejemplo.

El uso de estas herramientas para analizar los datos de calidad del agua y tamizaje de
compuestos organicos presentes en el acuifero, mostraron la facilidad en su uso, y soportaron
junto con otros criterios de calificacion, la priorizacién de contaminantes para la zona de
estudio, a fin de implementar al menos un estudio de calidad del agua mas detallado y
especifico. Asimismo, pusieron de manifiesto algunas necesidades:

a) Monitoreo detallado de compuestos organicos emergentes en zonas en donde el
acuifero es afectado por infiltraciones de aguas residuales crudas o parcialmente
tratadas

b) Estudio de caracterizacién de la exposicion a contaminantes quimicos emergentes en
habitantes de distritos de riego con aguas residuales, como soporte a un estudio de
evaluacién de riesgos a la salud publica

¢) Revisar el actual esquema normativo de reulso y reciclamiento del agua en México
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5.8 CONCLUSIONES

Las herramientas in silico o de no ensayo tienen un alto potencial en toxicologia; debido a que
llevan a cabo combinando diferentes aproximaciones y enfoques, son mas objetivas que las
pruebas in vivo o in vitro y permiten el manejo de una gran cantidad de informacion.

El analisis de Free — Wilson es facil de hacer, ya que hay separacion clara entre los efectos de
distintos sustituyentes, necesita al menos dos sitios de variacién de sustituyentes. Las
principales limitaciones se deben a que puede requerir muchas variables y no es extrapolable,
s6lo puede haber interpolacién.

El analisis de Hansch correlaciona actividades con propiedades fisicoquimicas, admite cierto
grado de extrapolacién, pero solo es aplicable a series de congéneres; funciona mejor con
variacién de sustituyentes en compuestos aromaticos. Las limitacion son basicamente que no
tiene en cuenta estructura 3D, hay riesgo de correlaciones por azar y riesgo de error si se
extrapola a estructuras muy alejadas del conjunto inicial.

3D-QSAR (CoMFA y CoMSIA), tienen como ventajas que consideran estructura 3D aplicables a
conjuntos de estructuras disimiles; asimismo consideran que los campos estéricos,
electrostaticos, hidrofébicos y de puentes de H generan mapas de interacciones favorables y
desfavorables. Las limitaciones basicas consisten en la incertidumbre sobre la conformacién
activa, incertidumbre sobre los modos de union de diferentes ligandos, alto riesgo de
correlaciones por azar y sélo son aplicables a datos de actividad in vitro, razén por la que no se
hizo un analisis detallado de estas metodologias en el presente estudio.

Evidentemente, por factores éticos y econdmicos hay una tendencia, al menos en los paises
miembro de la Union Europea, Estados Unidos y Japon, para modificar los actuales paradigmas
de evaluacion de riesgos a la salud humana y ambiental, basados en pruebas in vivo, con
modelos animales mamiferos y promover las pruebas in silico o de no ensayo como una
herramienta de tamizaje y de priorizacion de compuestos.

El uso de las pruebas in silico para fines regulatorios, esta evolucionando rapidamente, pero
aun se requiere mas investigacion, desarrollo y aplicaciones para su uso como herramienta de
juicio y valor regulatorios.

En el caso de los modelos cuantitativos relaciones estructura-actividad, dirigidos a la evaluacion
de riesgos a la salud publica, es particularmente importante establecer los alcance y capacidad
predictiva de los mismos, lo que lleva a la necesidad de la validacion adecuada por parte de
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entidades u organizaciones ajenas a los desarrolladores de modelos y usuarios finales, esto
evita en gran medida el conflicto de intereses.

La aplicacion exploratoria de ToxTree y OpenTox, para identificar la peligrosidad de moléculas
como los etoxilatos de nonilfenol ramificados, mostraron la facilidad en el uso de estas
herramientas, y soportaron la priorizacion de contaminantes para un acuifero afectado por
aguas residuales a fin de implementar al menos un estudio de calidad del agua mas detallado y
especifico.
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