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Excmo. Sr. Presidente da Real Academia Galega de Ciencias,
Reitor Magnifico da Universidade de Santiago de Compostela,
Reitor Magnifico da Universidade da Coruiia,

llImo Sr. Concelleiro de Educacion e Cidadania do Concello de
Santiago de Compostela

lImo. Vicepresidente da Real Academia Galega de Ciencias
llImos. Sres. Académicos, Autoridades, Compafieiros,

Ben queridos familiares e amigos, Miflas donas e meus sefiores:

Quero comezar a mifa intervencion expresando o meu
agradecemento ao presidente desta Real Academia Galega de
Ciencias, asi como a todos os académicos, por considerar que o
meu labor cientifico e profesional merece este nomeamento.

A verdade é que esta distincion foi para min unha gran sorpresa.
Supdn un honor e un recofiecemento que agradezo de corazoén,
porque me honra, tanto no nivel profesional como no persoal.

Eu non estaria hoxe facendo este discurso de ingreso na
Academia se non tivese excelentes mestres ao longo da mifa
vida. Por iso quero deixar constancia da mifa gratitude a todos
os profesores da Facultade de Quimica da USC, pero quero facer
constar o meu agradecemento persoal aos profesores Manuel
Bao, Miguel Angel Rios, Florencio Arce e Juan Manuel Antelo. E,
moi especialmente, ao profesor Francisco Bermejo Martinez.
Eles foron e son una referencia importante na mifa carreira.



Grazas, asi mesmo, aos profesores Pedro Rodriguez e Jesus
Sanmartin, que me acompafnan na actualidade nas
responsabilidades do decanato, e a todo o persoal de
administracion e servicios da Facultade de Quimica da
Universidade de Santiago de Compostela.

Igualmente, quero expresar o meu agradecemento a todos os
membros do Grupo de Investigacidon en Elementos Traza,
Espectroscopia e Especiacion, que coordino desde o ano 1990:
os profesores Adela Bermejo, Antonio Moreda, Manuel Aboal,
Raquel Dominguez, M.2 Carmen Barciela, Elena Pefia e Paloma
Herbello. Levamos moitos anos traballando xuntos, as veces con
moitas dificultades. Inclio tamén a todos os doutores e doutoras
gue se formaron no noso grupo, asi como a todo o alumnado
que fixo connosco os seus traballos de fin de licenciatura, de fin
de grao e de fin de mestrado.

Neste capitulo de recordo e gratitude reservo para o final o
espazo mais persoal, porque unha soa non é ninguén. O que
somos debémosllo maioritariamente aos que viven e estan ou
estiveron a cardn de nos.

En primeiro lugar, @ mifa familia. A meu pai, de quen aprendin
moitas cousas. Entre elas que o rigor, a seriedade e a
perseveranza no traballo son as ferramentas basicas para facer
ben as cousas.

A mifa nai, gue foi quen de renunciar a sua vida profesional para
coidar da sua familia. Dela aprendin a importancia do servizo aos
demais e da solidariedade.

Aos meus irmans e irmas, por todo o que levamos vivido xuntos.



Ao meu inseparable compafeiro Jose, con quen comparto a vida,
porque sempre esta ai, dando animos e apoiando nos momentos
mais dificiles.

Aos meus fillos Ana, Juan e Albert. E, como non, ao meu neto,
Martin. Eles danme a forza necesaria para o traballo de cada dia.

Non é doado atopar un tema de investigacion en quimica
analitica que poida ser de interese para un auditorio tan diverso,
por iso espero non ter errado e que o meu discurso sirva para
dar un pouco de luz nesta lifia de investigacion en que levamos
traballando desde hai mais de 30 anos.



O termo metal ten, en xeral, connotacions negativas cando se
fala de contaminacién ambiental ou de problemas de toxicidade.
Non obstante, como mostraremos 6 longo deste discurso, os
metais son elementos indispensables para a vida.

Como se pode ver na taboa periddica dos elementos quimicos
(Figura 1), a maioria dos elementos quimicos que existen na
natureza son metais (son os elementos que se atopan na parte
esquerda e estdn marcados en cor azul).

Os elementos marcados en cor verde son os cofiecidos como
non-metais. E, os de cor vermella, que se atopan entre ambos,
son os chamados semimetais ou metaloides. A maioria dos
metais presenta propiedades fisicas e quimicas caracteristicas
que, de xeito xeral, reciben o nome de propiedades metalicas.
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FIGURA 1. Taboa periddica dos elementos q

A hora de falar da reactividade quimica dun metal pode utilizarse
o valor do potencial normal E° das reaccidns redox nas que
intervén:
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Un potencial negativo elevado representa unha maior tendencia
do metal a ceder electréns e a forma-lo correspondente ién
positivo en disolucion, o que significa que o metal tera unha
actividade quimica maior.

Isto € comlUn para a maioria dos metais, por tanto, as suas
formas quimicas mais importantes en medios acuosos e en
medios bioldxicos serdn maioritariamente catidnicas, M™ 5q).

Pola sua banda, estes idns tefien tendencia a formar facilmente
especies complexas do tipo [ML,]", chamadas complexos ou
compostos de coordinacidon. A formacion deste tipo de especies
con diferentes tipos de moléculas ou idns determina as posibles
funcidéns bioldxicas do elemento e inflle nos seus efectos
terapéuticos ou toxicos.

Os non-metais representan preto do 98,1% do peso da maioria
dos organismos vivos, mentres que os metais todos xuntos non
representan mais do 1,9%. Desta porcentaxe, a practica
totalidade, o 1,89%, corresponde a catro elementos: sodio,
potasio, calcio e magnesio. Estes elementos, chamados
elementos maioritarios ou macroelementos, atdpanse no
organismo en elevadas concentracions.

O resto dos elementos non representa, entre todos, mais que un
0,012% do peso corporal. A estes elementos, que participan con
pequenas concentracions (en xeral, menos do 0,01% da masa
corporal total) e que adoitan precisar uns ingresos dietéticos da
orde de 100 mg/dia, chamamolos elementos traza. Os
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elementos traza se definen polo tanto como “ metais e non
metais que estan a niveis de concentracién do orden de mg/l 6

ug/l.

Desde o punto de vista nutricional é de grande importancia
cofecer se un elemento participa ou non en reaccidns
bioquimicas ou en procesos fisioldxicos.

Neste sentido, UNDERWOOD en 1997 (1) realizou unha
clasificacion dos elementos traza en tres grupos: esenciais,

posiblemente esenciais e non-esenciais (Taboa 1).

Taboa 1- Clasificacion dos elementos traza

A.- Elementos con probadas funcions esenciais
1.- Con problemas cofiecidos de nutricion e deficiencias en
humanos
F, Cr, Fe ,Cu, Zn, Se, |
2.- Con deficiencias conecidas sé en animais
Si, Mn, Co, Ni, Mo

B.- Elementos con funcidn esencial sospeitada, pero cun
mecanismo de accion descoiecido
As, B, Br, Cd, Li, Pb, Sn, V

C.- Elementos sen funcion esencial conecida. Toxicos?
Hg...

Porén, esta clasificacion pode cambiar. Asi, algins dos elementos
considerados hoxe esenciais, como o selenio ou o cromo,
noutrora foron considerados téxicos. Por iso, esta clasificacion
non se pode considerar pechada, sendén que o avance no




cofecemento das funcions dos elementos traza fara que os
elementos cambien de lugar nela.

Os elementos traza actian e teifien funcidns bioldxicas
importantes no organismo humano. O igual que as compofientes
maioritarias do organismo, son indispensables e deben estar
presentes en concentracions definidas, para que os procesos
vitais se leven a cabo en condicidns dptimas.

A sua carencia ou exceso relaciénase sempre cun efecto ou
reducion das funcions vitais e obsérvanse tanto irregularidades
metabdlicas como cambios patoldxicos no organismo. Por iso
todos presentan un nivel optimo de concentracion en cada
compartimento do organismo. Este nivel éptimo definese como
“a cantidade adecuada do elemento que garante o desempefio
cabal das funcidns bioldxicas no organismo”.

Se a concentracidon é mais alta da normal, o elemento pasa a ter
caracteristicas toxicas. No caso oposto maniféstanse sintomas
carenciais no organismo. Este rango 6ptimo de concentracién é
moi variable entre os distintos elementos.

Mais, se hoxe desexamos falar sobre os perigos dos metais
pesados ou da importancia dos elementos traza como elementos
esenciais, non podemos considerar s6 a informacion relativa a
concentracién total do metal. E mais importante considerarmos
a forma quimica, é dicir, a posibilidade de existencia de
diferentes especies dun mesmo elemento nunha matriz
particular. Soamente co cofecemento destas especies se
poderan tirar conclusions sobre mobilidade, resorcidn,
biodispoiiibilidade, acumulacidon e toxicidade dun determinado
elemento.



A primeira pregunta que debemos facernos é: que entendemos
por especie quimica e por especiacion? Téfiense dado moitas
definicions de ambolos termos, pero hoxe en dia a definicidn
recofiecida é a proposta pola IUPAC (2):

Especie quimica: “E unha forma especifica dun elemento
definida en relacién coa sia composicion isotépica, electronica
ou estado de oxidacidn, e/ou estrutura molecular ou complexa”.

Especiacion dun elemento: “E a distribucién dun elemento entre
as especies quimicas definidas nun sistema”.

A primeira vez que se falou da importancia de cofiece-la forma
quimica en que se atopa un metal foi no ano 1950, en relacién
cun caso grave de intoxicacién por mercurio que se produciu
entre os habitantes da baia de Minamata, no Xapdn, por
consumiren pescado contaminado.

As verteduras de mercurio realizadas na baia produciron nos
peixes dous efectos. Por unha banda, un efecto acumulativo,
pero, pola outra, a sua transformacion desde a forma de
mercurio inorganico a forma libre, ata converterse en
metilmercurio. Esta segunda especie de mercurio é moito mais
toxica que o mercurio vertido inicialmente, xa que o seu caracter
organico favorece a sta absorcion e acumulacion no ser humano.

Por esta razon, na actualidade, a Organizacion Mundial da Saude
establece recomendacidns sobre o consumo de certos tipos de
pescados, sobre todo para as poboacidons mais vulnerables, como
son os nenos e as mulleres embarazadas (3).
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Posteriormente, en 1970, na baia de Arcachon, en Francia,
produciuse outro importante episodio de contaminacién, que
afectou drasticamente as ostras. Neste caso o problema debeuse
a presenza dun composto de estano, o tributilestafio, TBT, que,
debido as suas propiedades antivexetativas, se utilizaba nas
pinturas dos barcos para impedi-las incrustacions na sua
superficie.

Este composto non era estable nas pinturas, liberabase 6 medio
e ocasionou os problemas de toxicidade nas ostras. Hoxe, o uso
destes dous compostos esta prohibido, pero ainda quedan no
medio marifo cantidades importantes que pasan 0s peixes e, xa
gue logo, constitien un problema de seguridade alimentaria.

Mais, fora destes dous exemplos, que especies quimicas son de
interese, en xeral, nas ciencias da vida?

A dia de hoxe é dificil darmos unha resposta completa a esta
pregunta, porque moitas desas especies ainda nos son
descofecidas. Vanse descubrindo a medida que se desenvolven
novos métodos analiticos.

Deseguido citamos alglins exemplos. O simple cambio do estado
de oxidacién dun elemento pode ter un efecto moi importante
sobre a sua biodispoifibilidade e toxicidade. Asi, mentres o
cromo(lll) é un elemento esencial, o cromo(VI) é altamente
téxico. Mais para o arsénico, o arsénico(lll) é mais téxico que o
arsénico(V). Para alguns complexos inorganicos, o simple cambio
na orientacién dos ligandos pode afectar a sua efectividade,
como ocorre, por exemplo, no cofecido axente antitumoral
diclorodiamin platino(IV).
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Por outra banda, os complexos organometalicos de metais
pesados, como o metilmercurio, o tributilestaho ou o
tetratetilchumbo, son normalmente mais tdxicos que os ions
libres, mentres os complexos con moléculas como as proteinas,
0s azucres ou os cofactores enzimaticos son moi importantes
desde o punto de vista nutricional.

Como pode verse na Figura 2, produciuse un cambio importante
no tipo de especies metalicas estudadas, aumentando, por un
lado, o tamaiio das moléculas e, polo outro, a sua complexidade.

Comezamos estudando compostos organometadlicos sinxelos,
alglins toxicos, como os xa citados de metilmercurio e
tributilestaino, e outros de interese nutricional, como a
seleniometionina ou a arsenobetaina.

Na actualidade, a investigacion en especiacion enfdcase
principalmente 6 estudo de moléculas grandes de interese
bioldxico, complexos metalicos con proteinas, acidos nucleicos
ou carbohidratos, asi como cara és compostos organometaloides
naturais, caso dos arsenoazucres ou as selenoproteinas.
Ademais, tamén é de interese o establecemento da relacion
destes compostos cos procesos de alteracion do ADN, coas
proteinas e metaloproteinas, cos metabolitos xerados e mais
coas funcidns bioldxicas.
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Increasing molecular mass and complexity

PROTEINS AND
METALLOPROTEINS

METAL COMPLEXES: @

PROTEINS
NUCLEIC ACIDS ‘
CARBOHYDRATES ‘ METABOLITES

NATURAL ORGANOMETALLOIDS R

ARSENOSUGARS
SELENOPROTEINS BIOLOGICAL
FUNCTIONS

Figura 2. Evolucion do concepto de especiacion

ORGANOARSENIC:
MeAs, Me,As, Arsenobetain (AsB),
Arsenocholin (AsCh)

ORGANOLEAD:
Me,, Et, Pbt4-m-n

ORGANOMERCURY:

MeHg, Me,;Hg, EtHg, PhHg

ORGANOSELENIUM:

SeMet, SeEt

ORGANOTIN:

RnSNX4.x) (X: butyl-,
methyl-, phenyl-)

A quimica dunha célula necesita ser caracterizada non sé polo
seu xenoma caracteristico do nucleo e o seu contido proteico (o
proteoma), sendén tamén pola distribucion de metais e
metaloides entre as diferentes especies metdlicas e
compartimentos celulares.

Neste sentido, introduciuse o termo metaloma, que se define
como “a distribucion de metais e metaloides entre as diferentes
especies e compartimentos da célula”. A disciplina cientifica
correspondente, a metaldomica, definese como “o estudo do
metaloma, das interacciéons e conexidéns funcionais de idns
metdlicos e outras especies metdlicas con xenes, proteinas,
metabolitos e outras biomoléculas en sistemas bioldxicos”(4). Na
seguinte figura podemos ve-la relaciéon entre tddalas ciencias
Omicas: a xendmica, protedmica, glicobmica, metaboldomica e
metaldmica (5).
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Figura 3.- Modelo simplificado dun sistema bioléxico e as
ciencias dmicas relacionadas (5)

O interese desta nova disciplina cientifica deu lugar a que, en
primero lugar no ano 2002 crearase EVISA (European Virtual
Institute for Speciation Analysis), en 2007 celebrarase o primero
congreso sobre Metaldmica, e no ano 2009, a Royal Society of
Chemistry (RSC), publicase a primeira revista cientifica sobre este
tema, Metallomics. Hoxe podemos afirmar que xa estamos ante
unha disciplina cientifica establecida, estreitamente relacionada
con outras moitas disciplinas das ciencias da vida. Na Figura 4
podemos ver tddalas que estan vinculadas coa metalédmica.
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Figura 4.- Disciplinas relacionadas coa investigacion en
metaldmica

No seguinte esquema, Figura 5, podemos ver cales son os
principais heterodatomos en proteinas e os seus complexos que
son de interese na actualidade. Nalguns deles, os metais
atopanse unidos por enlaces covalentes, mentres que noutros as
interaccions metal-biomolécula son mais débiles. Estes ultimos
son os mais dificiles de estudar, xa que, coa simple manipulacién
da mostra para observala, esta interaccidon pode verse alterada

(7).
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Figura 5.- Orixe de heteroatdmos e proteinas

O desenvolvemento dos estudos de especiacion e de metaldmica
foi paralelo 6s avances da instrumentacion analitica. Os
primeiros estudos estiveron mais orientados a cuestidns
ambientais e, posteriormente, a mostras de seres vivos, tanto de
plantas e animais como de humanos.

Sen dubida ningunha, o desenvolvemento das técnicas
espectrométricas atomicas, ICP-OES e ICP-MS, xunto co
incremento da capacidade de resolucion da espectrometria de
masas molecular, da resonancia magnética nuclear e das técnicas
de microscopia foi paralelo co progreso da metalédmica.

Con todo, dada a complexidade das mostras obxecto de estudo e
a dificultade de perda da interaccion metal ligando, cémpre
botar man de técnicas analiticas de alto poder de resolucion
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acopladas a técnicas analiticas de alta capacidade de deteccidn,
procedemento que chamamos técnicas hibridas.

Na Figura 6 mdstrase un resumo das principais técnicas analiticas
utilizadas na actualidade (7). Nelas podemos ver unha gran
cantidade de técnicas de separacion diferentes, principalmente

cromatograficas e electroforéticas.

Canto 4as técnicas de

deteccidn, sen dubida ningunha, a ICP-MS é a mais utilizada para
realiza-la cuantificacion de especies, e a espectrometria de
masas molecular, nas suas diferentes modalidades, a mais
axeitada para identificar especies descofecidas.
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Figura 6.- Principais técnicas hibridas utilizadas nos estudos de

especiacion

Non obstante, un dos problemas mais importantes que ainda
existen hoxe para realizar este tipo de estudos é o relacionado
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coa preparacion da mostra. Na Figura 7 podemos ver tédalas
etapas necesarias dun estudo de especiacién completo.

Malia se produciren avances importantes nas técnicas de
deteccidn, cuantificacidn e identificacion, as primeiras etapas do
proceso analitico relativas @ extraccion das especies desde a
mostra orixinal, asi como & sua preconcentracién (necesaria
debido 6s baixos niveis), ainda non estan ben resoltas.

O problema da separacion das especies metalicas desde unha
mostra complexa, sen se produciren cambios na sua estrutura e
concentracion, é ainda un importante reto analitico.

Isto débese, primeiro de todo, a que se trata de analitos que
estan en niveis de concentracién moi baixos (da orde das partes
por billdn ou menos) en mostras moi complexas. Nestas mostras
preséntanse varias especies quimicas do mesmo elemento, que,
ainda diferentes, son moi semellantes desde o punto de vista
estrutural. E, en segundo lugar, enfrontdmonos co problema da
inestabilidade das especies, porque poden producirse nelas
reaccions de interconversion que alteran a composiciéon orixinal
da mostra.

r——® Derivatizacién
: L]
L] 1]
'
Extraccion de '
las especies preconcentracién | Deteccidn Cuantificacién

-~ H & = &~ ' -~
H H H H H ' H
H H H V i ' H
L] L] L] 1] L] 1] L]
H H H H H ' H
H H H H H ' H
H H H \ i V H
: : : : T i

Muestra <: : H Resultados H ' > Resultados

H H H H H H
H H i i ' H
H H H H ' H
H H H H H ' H
H v H v H v H

Limpieza Separacion Identificacion
especies

Figura 7.- Esquema das diferentes etapas necesarias para realizar
estudos de especiacidn en mostras bioldxicas
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Deseguido, mostranse algins exemplos de interese nos ambitos
alimentario, ambiental e clinico.

Especiacion, fortificacion e biodispoiibilidade de elementos
traza en alimentos

Un primeiro exemplo esta relacionado co estudo comparativo da
especiacion de elementos traza no leite materno e nas formulas
infantis utilizadas para a sua substitucion.

E un feito, de sobra cofiecido, que o leite materno é o alimento
ideal na alimentacién infantil, mais cando este non pode ser
utilizado debemos dispofier de formulas que sexan o mais
semellantes posibles canto a sua composicidon guimica.

Resulta interesante conecer como é a forma quimica na que se
atopan os elementos traza esenciais, como por exemplo o ferro,
0 cobre e o zinc no leite materno e no leite de férmula que se
prepara a partir do soro de leite de vaca.

Para facer este estudo coOmpre, en primeiro lugar, separa-las
proteinas do leite e, en cada unha delas, realiza-lo estudo do
perfil metalico.

Na Figura 8 vemos, dunha banda, o diferente perfil proteico en
relacion co peso molecular das proteinas presentes no leite
materno e na férmula infantil; e, da outra, a distribucion de
ferro, cobre e zinc entre as distintas proteinas (9).

Malia ser diferente o comportamento de cada metal, percibese
unha clara diferenza entre as metaloproteinas presentes no leite
humano e nas formulas infantis. Esta diferenza pode explica-lo
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comportamento distinto en relacion coa biodispofibilidade dos
elementos traza en ambolos tipos de leite.
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Figura 8.- Especiacidon de ferro, cobre e zinc en leite materno e
formula infantil.

Outro elemento de grande interese, desde o punto de vista
nutricional, para toda a poboacidon, é o selenio. Este é un
elemento traza esencial que forma parte de moitas
selenoenzimas, das cales a glutation peroxidase é a mais
significativa.

Esta enzima xoga un papel clave no metabolismo do osixeno. As
suas disfuncions relacidnanse con multitude de sintomas
asociados co déficit de selenio.
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A principal via de absorcion do selenio é a través da dieta. Nos
alimentos aparece basicamente en forma de compostos
organicos, sobre todo selenometionina, selenocisteina e
selenocistina. A primeira delas, a selenometionina, é a especie
mais biodispoiible.

A cantidade de selenio nos alimentos esta estreitamente
relacionada coa sua dispoiiibilidade desde o solo. Por mor das
caracteristicas acidas dalguns solos, os niveis son baixos en
moitos alimentos.

Isto explica que en rexions con problemas de deficiencia de
selenio, como é o noso caso, se formulen diferentes propostas
para reforzar de xeito adecuado algun tipo de alimento basico.
Unha das vias seria a suplementacidon con microorganismos
empregados na fermentacion. Por exemplo, o fermento usado
para fabricar pan. Tamén mediante o enriquecemento de
vexetais, con base na suUa capacidade de transformaciéon do
selenio inorganico en selenio organico.

Unha terceira alternativa seria o enriguecemento de produtos
animais mediante a suplementacion da sua dieta. No caso de
Galicia, esta foi unha das opciéns utilizadas e ten un dobre
interese.

Por un lado, debido ¢ caracter acido dos nosos solos, os pastos
presentan baixos niveis de selenio, polo que se precisa realizar
unha suplementacién deste elemento 6 gando.

Se, ademais, conseguimos que o selenio que se lle da 6 gando
pase O leite dun xeito que sexa biodispofible para o ser humano,



21

estariamos actuando para resolver dous problemas: os déficits
do gando e o da poboacion.

Agora ben, cdmpre selecciona-la especie quimica do selenio que
sexa mais biodispofiible para o gando, o que supord unha
mellora na sua saude, asi como nos alimentos xerados para o
home, fundamentalmente no leite.

Cando se realiza a suplementacion con selenio inorganico, en
forma de selenito sdédico e con selenometionina, podemos
observar (Figura9) que s6 o selenio en forma de
seleniometionina é absorbido e esta presente no leite. Xa que
logo, esta especie resulta a mais idonea para realiza-la
suplementacion.
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Figura 9.- Especies de selenio en leite de vaca despois dun
proceso de fortificacibn con selenio inorganico e con
selenometionina
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Outro exemplo, un pouco mais complexo, é o arsénico, elemento
gue, por mor da sua posicion na taboa periddica, pertence 6
grupo dos chamados metaloides, con propiedades quimicas
intermedias entre os metais e 0os non-metais.

Isto fai que sexa moi alto o numero de especies quimicas
presentes nunha mostra de alimento (algunhas delas claramente
toxicas e outras non).

Neste sentido, estudamos un alimento que, malia que poida
parecer un pouco raro, é unha importante fonte de riqueza para
Galicia: as algas.

Das algas obtense unha gran cantidade de compostos quimicos,
gue se usan logo en cosmética, na industria farmacéutica, como
aditivos alimentarios e, mais recentemente, como alimentos.

Neste ultimo uso ou propiedade presentan aspectos nutricionais
moi interesantes, posto que tefien un alto contido en fibra e
proteinas e baixo en graxas, para alén de altos contidos en
elementos traza esenciais, mais tamén poden conter altos
contidos de elementos toxicos. De ai que sexa tan importante o
estudo da sua seguridade.

En relacion co arsénico, as algas presentan un elevado numero
de especies quimicas cuxa toxicidade pode ser moi variable. A
toxicidade das especies mostradas na seguinte taboa diminue 6
descender nela. A especie As Il € a mais tdéxica e os
arsenoazucres son especies non toxicas.



23

Taboa 2.- Especies quimicas do arsénico e a sua toxicidade

Arsenite (arsenous acid) Aslll As(OH),

Arsenate (Arsenic acid) AsV AsO(OH),
Monomethylarsonous acid MMAIII CH,As(OH),
Monomethylarsonic acid MMAV CH,AsO(OH),
Dimethylarsinous acid DMAIII (CH,),AsOH
Dimethylarsinic acid DMAV (CH,),AsO(OH)
Arsenobetaine AB (CH3)3AS+CH2COO_
Arsenocholine AC (CH3)3AS+CH2CHZOH

3-[5"-deoxy-5"-(dimethylarsinoyl)-B- Glycerol-ribose, OH-sugar
ribofuranosyloxy]-2-
hydroxypropylene glycol

3-[5"-deoxy-5"-(dimethylarsinoyl)-R-  Sulfonate-ribose, SO,-
ribofuranosyloxy]-2- sugar
hydroxypropane sulfonic acid

3-[5"-deoxy-5"-(dimethylarsinoyl)-B-  Sulfate-ribose, SO,-sugar
ribofuranosyloxy]-2-hydroxypropyl
hydrogen sulfate

3-[5"-deoxy-5"-(dimethylarsinoyl)-B- Phosphate-ribose, PO -
ribofuranosyloxy]-2- sugar
hydroxypropyl-2,3-hydroxypropyl

phosphate

Se estudamos en primeiro lugar o contido total de arsénico nas
algas galegas, podemos ver que nalgunhas especies é realmente
alto, en particular os niveis da especie Kombu. Pero esta
informacion non abonda para tirarmos conclusidns sobre a
posible toxicidade. Para iso precisamos cofiecer cales son as
especies quimicas presentes.
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Taboa 3.- Niveis de arsénico en algas de Galicia

Tipo de alga Nome Rango [As)/ug.g!
hea vk 27.60
(Lamina:: nc;:;roleuca) 56.4-383.8
(Himanthats shongets) 10.5-16.0
( Unda\::;a:?r::]:ﬁﬁda ) 23.6-45.5
(i Paima[:i:IToealmata ) 3.1-7.3
(Porphyr:;I ?J:'inbilicalis) 10.7-48.8

Para realizar este estudo é preciso desenvolver metodoloxia
analitica que nos permita separar, detectar, identificar e
cuantificar todalas especies de arsénico presentes.

Debido & gran variedade de especies, necesitase empregar unha
separacion cromatografica en duas dimensidons, baseada,
primeiro, no tamafno e, despois, no seu caracter idnico.

Non obstante, logo de realizar esa separacion aparecen especies
ainda non identificadas, razéon pola que cémpre realizar unha
analise cualitativa das ditas especies mediante técnicas de
espectrometria de masas de alta resolucién (11).
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Como conclusién do estudo atopouse que a maioria das especies
presentes son arsenoazucres, que hoxe en dia no se consideran

compostos toxicos.
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Figura 10.- Identificacion de especies de arsénico por ESI-MS/MS

Se se quere dar un paso mais no estudo de seguridade dun
alimento, débese valora-la sua posible biodisponibilidade. A

biodispofibilidade definese

como

‘unha porcentaxe dun

nutriente capaz de ser absorbido e dispofible para ser

almacenado’.

Para o seu estudo podense utilizar métodos in vivo, in vitro e
métodos in silico. Vexamos un exemplo de aplicacion dun
método in vitro, no que se simula no laboratorio a dixestion
gastrica e intestinal do alimento, empregando as enzimas

adecuadas —tal como

seé veé no

seguinte esquema- e

posteriormente Usanse membranas de diadlise que simulan a

parede intestinal.
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0.5g muestra seca
+ 0.15g solucion gastrica
20ml agua Milli-Q (0.16g pepsina/ml en
HCI 0.1M)
¥ p =
’-:1 f?,‘ fT" ’F l"‘l
[\ [\ o\ =\
= >~ = ] e—
[,_ﬁ_\ 15min F_J \ pH 2 L) = Bafio de hielo
(HCI 6M) (parada del preceso enzimitico)
2h, 150rpm,
37°C
5ml solucién intestinal
= (0. 4g pancreatina y 2.5g
O\ == o _— . =— e sales billares
- 3 Lo L— en 100 ml deNaHCO, 0.1M)
Baiio de hielo i ) .
(parada del proceso enzimitico) Membrana de dialisis
en forma de bolsa de 10kDa
2h, 150rpm, (con 20 m] PIPES pH=7.5)

37°C

Figura 11.- Esquema dun proceso de dixestion in vitro

A biodispofibilidade do elemento relaciénase entdn coa
porcentaxe de dializabilidade, que se calcula como o cociente
entre a cantidade de arsénico que atravesou a membrana de
dialise e a concentracion total do arsénico na mostra.

[As|dializado 100

%Dializabiidade= [A]t al
stota

Os resultados obtidos nos catro tipos de algas estudadas
pddense ler na seguinte tdboa. A conclusidn mais importante é
gue a porcentaxe de biodispofiibilidade do arsénico nas algas é
moi baixo, polo que estas se poden considerar como un alimento
seguro (12).
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Taboa 4.- Porcentaxe de biodispofibilidade de arsénico en algas

Tipo de alga [As]iotal £ SD [AS]biodispoiiibie £ SD % dializabilidade
ng.g™ pg.g™

Kombu 56.4+1.4 7.611.1 13.5+1.9

Wakame 38,3 +1.7 4.4 +0.8 11.4+2.1

Leituga de mar 4.8 £0.05 0.6 £0.07 11.6 1.4

Nori 48.8 2.5 8.0+1.3 16.4 2.8

¢E que pasa coas especies de arsénico durante a dixestion?, pois
afortunadamente poidemos comprobar que non se produce
interconversion das especies.

Especiacion en mostras de interese ambiental

Canto as aplicacidons de interese ambiental, citarei brevemente
como o estudo das metaloproteinas pode ser tamén de interese
nos estudos de contaminacidn ambiental.

Para avalia-la contaminaciéon por metais pesados en auga de
mar, debido Os baixos niveis presentes nas mostras e &
dificultade de uso da auga marifia como mostra analitica, resulta
mais sinxelo facer uso de bioindicadores, como, por exemplo, os
mexillons. Estes bivalvos filtran grandes cantidades de auga e, xa
que logo, teflen a capacidade de concentra-los posibles
contaminantes.

Dentro das metaloproteinas e desde o punto de vista ambiental,
interesa o estudo das metalotioneinas. Tratase de proteinas de
tipo citoplasmatico que destacan polo seu alto contido en grupos
sulfidrilos, de baixo peso molecular, e que presentan alta
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afinidade polos elementos traza, tanto toxicos como esenciais,
polo que son bos indicadores de exposicidon ambiental.

A modo de exemplo, nun estudo realizado en mexilléns da ria de
Arousa, preséntanse (como se pode ver na Figura 12) as duas
isoformas: a MLP-I e a MLP-II, unidas a alguns elementos como
cobre, estroncio, bario, manganeso e zinc.
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Figura 12.- Perfil de metalotioneinas presentes en mostras de

mexillons

Se realizamos unha analise de compofientes principais e unha
andlise de cluster coa informacion dos metais unidos @ MLP-I
(como se observa na Figura 13),
claramente diferenciados.

aparecen dous

grupos
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Grupo 1: parte
iInterna e esquerda
da ria

Grupo 2:
parte dereita
da ria

Figura 13. Clasificacion de mexilldns da ria de Arousa en funcidén
das metalotioneinas

O grupo 1, formado por mostras que corresponden a parte
interna e esquerda da ria, e o grupo 2, con mostras da parte
dereita. Estes resultados concordan cos datos de circulacion de
auga na ria. Hai unha corrente de auga que entra pola parte
dereita do esteiro e outra que sae pola parte esquerda. Os
mexilléns cultivados na parte esquerda son os mais expostos as
descargas do rio Ulla e, daquela, estan sometidos a un meirande
estrés metalico.

Especiacion en mostras de interese clinico

O uso das metaloproteinas como bioindicadores de alteracions
sufridas polos organismos vivos pode ser tamén unha ferramenta
moi importante no ambito da medicina, xa que estas moléculas
poden ser utilizadas como biomarcadores, tanto para o
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diagnostico precoz de enfermidades como para o seu
seguimento.

Nesta lifa, estase a traballar intensamente no estudo do papel
da metaldmica, a protedmica e a metaloprotedmica en moitas
enfermidades, con especial interese no terreo das enfermidades
neurodexenerativas, caso do alzhéimer, o parkinson ou a
esclerose multiple, debido a sua elevada incidencia.

Nestas patoloxias € moi importante o diagndstico precoz, porque
axuda a procurar unha estratexia terapéutica adecuada para
minimizar, ou mesmo impedir, o desenvolvemento a un estadio
mais avanzado da doenza.

Cando aparecen estas enfermidades, as proteinas do plasma,
principalmente as minoritarias, poden estar sobre-expresadas ou
mostrar modificacidons postranslacionais, o que sera de utilidade
para establecer novos biomarcadores. Hoxe disponse dunha
importante cantidade de informacién que relaciona alguns
elementos esenciais (entre outros, o cobre, o ferro, o
manganeso, o zinc e o selenio) e outros considerados toxicos,
(como o arsénico, o chumbo e o cadmio) cos procesos
neurodexenerativos.

Para realizarmos este estudo, unha vez obtidas as proteinas
minoritarias do soro, separanse por electroforese bidimensional
en xel. Deseguido faise, por unha parte, a analise dos metais en
cada proteina utilizando a ablacién laser-ICP-MS e, pola outra, a
identificacion das proteinas usando a espectrometria de masas
MALDI-TOF-MS.

Toda a informacidon obtida sobre o cofiecemento do perfil
metdlico completo nas mostras de soro, e a presenza e/ou



31

cambios nas metaloproteinas correspondentes, pode ser util no
diagndstico temperan destas enfermidades.

Novos retos nos estudos de especiacion

Nos ultimos anos xurdiu un novo reto na especiacion de
elementos traza. En particular, pola necesidade de ter en conta o
tamafo e o tipo de particula en que se atopa a especie quimica.
O estudo da natureza e tipo de particula @ que esta asociada
unha especie quimica é moi importante para cofiece-lo impacto
que ten na sua biodispofibilidade, toxicidade e mobilidade.

Tradicionalmente, nun sistema acuoso establécese a diferenza
entre a fraccion disolta e a fraccion particulada. Baséase
normalmente na separacion de ambalas fraccions a través de
filtros de 0,45 um. Non obstante, na actualidade as particulas
definense como materiais que tefien un tamafo maior de 1 um,
mentres os coloides son compostos cun rango de tamafos que
varia entre 1 nm e 1 um. As nanoparticulas son consideradas
substancias cun tamano entre 1 nm e 100 nm. En consecuencia,
as nanoparticulas constituen unha subfraccion dos coloides, tal
como se expdn na Figura 14.
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>

Figura 14. Definicion de tamanos para nanoparticulas e coloides
(14)

Polo demais, os coloides nos medios naturais acuaticos poden
ser de orixe natural, de orixe antropoxénica ou de orixe sintética.

Especiacion de nanoparticulas naturais

En relacidon co primeiro caso, centramonos nas nanoparticulas
naturais no medio marifio, onde os metais poden existir libres,
en forma de idns ou enlazados 4 materia organica disolta, DOM.
O interese de estudio da DOM é debido a seu papel principal no
Ciclo Global do Carbono e polo tanto a sua implicacidon nos
procesos de retencidon do diéxido de carbono atmosférico.

Esta materia pode estar formada por diferentes tipos de
moléculas organicas, como proteinas, lipidos, carbohidratos,
substancias humicas e outras moléculas agrupadas co nome de
CRAM (moléculas aliciclicas ricas en grupos carboxilo). De todas
elas, fixamonos no caso das proteinas presentes na materia
organica disolta na auga de mar.
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Para levar adiante este estudo preséntanse dous importantes
problemas. O primeiro, os moi baixos niveis da DOM na auga de
mar. O segundo, o alto contido salino. Para solucionalos
efectuamos unha separacion da DOM que nos permita a sua
preconcentracion e a separacion da matriz salina. Utilizamos a
ultrafiltracion en fluxo tanxencial con membranas de dialise de
10KDa e unha separacion posterior das sales con pequenas
columnas de desalgadura.

Unha vez obtidas as proteinas logo da sua precipitacion e
purificacion, separanse por electroforese bidimensional en xel e
procédese a analise dos metais en cada proteina, empregando a
ablacion laser-ICP-MS e a identificacion das proteinas por MALDI-
TOF-MS. Na Figura 16 observamos un exemplo dun xel obtido
para unha mostra de auga de mar superficial, o tamafo das
proteinas atopadas, asi como os metais unidos a cada proteina.
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75kDa
50kDa

37kDa
25kDa

20kDa

10kD43

5kDa
2kDa
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Metales asociados a proteinas
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Figura 15.- Xel obtido para a separacion de proteinas da DOM en
auga de mar e metais asociados as proteinas

A continuacion, procédese a identificacidon das proteinas usando
a espectrometria de masas na sua forma MALDI-TOF-MS e a base
de datos NCBInr e SwissProt para a procura das proteinas. Os
resultados obtidos madstranse na Taboa 5. Como se ve, as
proteinas disoltas maioritariamente son enzimas procedentes de
diferentes componentes celulares do plancto marifio e duas
proteinas TRAP-T e LysA, que son proteinas de membrana (16).
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Taboa 5.- Proteinas identificadas na DOM da auga de mar

Protein name Peptide tag Score matching
peptides MW (kDa) o]

Theo. Exp. | Theo. Exp.
Penicillinase repressor AAVMNVLWEAA 69 10/11 13.9 49.0 | 6.31 4.0
Flagelarhook- ARMDTGTGVDI 68 10/11 70.0 | 49.0 | 6.74 4.0
associated protein FliD
Glucose/sorbosone TTKYYTSSNRSRNA 69 11/14 51.2 | 41.0 | 5.91 3.4
dehydrogenase
Carbamoyl-phosphate GTNNNSDESSKLY 68 11/13 43.0 | 44.0 | 9.23 3.8
synthase
TRAP-T MMADVLMLSMPM 76 10/12 70.7 | 49.0 | 9.13 35
L-aspartate oxidase MKMMGELVMLS 73 9/11 58.9 | 49.0 | 6.01 35
Translation elongation GEELELVGLR 63 10/10 43.1 46.0 | 5.03 4.9
factor Tu
Malate synthase A HKRGSPAAGGM 62 9/11 59.0 | 60.0 | 6.11 5.7
ATP-dependent DNA DKPDVRFGAHVE 74 11/12 67.5 14.0 | 5.96 4.2
helicase RecQ
Glycogen/starch/alpha- RDRVWRNNPG 74 9/10 91.9 35 5.56 4.1
glucan phosphorylase

Especiacion en nanoparticulas metalicas de orixe sintética

Polo que atinxe as nanoparticulas metalicas de orixe sintética,
cOmpre salienta-lo gran desenvolvemento de todo tipo de
nanomateriais nos ultimos anos. Débese, sen dubida ningunha, a
gue ofrecen importantes aplicacions en moitos campos
diferentes, incluindo a quimica analitica, xa que nos permiten
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desenvolver métodos analiticos mais potentes. Pero hoxe, a
mifa intervencidon neste campo é en relacion aos posible
problemas producidos polos novos materiais.

Na Figura 16 exprésase o incremento exponencial do uso dos
nanomateriais. Dentro deste tipo de nanomateriais, as
nanoparticulas metdlicas de prata e de ouro, as de Oxidos
metadlicos de titanio, aluminio e ferro, e os quantum dots con
cadmio, selenio, teluro etc, son as mais amplamente utilizadas.

Na actualidade estase a producir unha liberacion 6 medio
ambiente de todas estas nanoparticulas que, a través do aire, da
auga, os alimentos e outros produtos de consumo, poden chegar
0 ser humano.

Supofen as nanoparticulas metdlicas un problema de saude? A
dia de hoxe non temos unha resposta a esta pregunta, porque
carecemos de datos suficientes. A preocupacion por este tema
levou a creacidon dunha plataforma a nivel europeo, NanoSafety
Cluster, en que se engloban tédolos estudos especificos que se
estan realizando.

Os obxectivos desta plataforma son: establecer sinerxias entre
proxectos de investigacidon, colaborar para maximiza-lo seu
impacto, elaborar normas, planificar accidns futuras, establecer
unha cooperacidon internacional e proporcionar formacion e
consenso en nanotoxicoloxia.

Acaba de se publicar, a peticion da Comisidon Europea, o informe
titulado Nanosafety in Europe 2015-2025: Towards Safe and
Sustainable Nanomaterials and Nanotechnology Innovations, en
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que se recollen os retos e as prioridades na investigacion sobre
nanoseguridade (16).
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Figura 16.- Incremento industrial dos nanomateriais a nivel
mundial

Para enfronta-lo estudo das nanoparticulas metalicas en
distintos tipos de mostras, no s6 importa determina-la suUa
concentracidon, sendn tamén ter en conta outras propiedades
suas que afectan 6 seu comportamento no medio ambiente e 3
sUa toxicidade. Entre elas, debemos destacar: a sua forma,
tamafno, distribucion de tamafos, composicion, estrutura,
porosidade e area superficial, funcionalidade da sua superficie,
asi como a sua carga e o seu estado de aglomeracion.

Non dispofiemos ainda de técnica analitica ningunha que por si
soa sexa quen de nos achegar toda esta informacion. E preciso o
desenvolvemento de novas plataformas nanometroloxicas que
nos permitan abordar este novo problema. As técnicas mais
utilizadas agora son: a microscopia (TEM e SEM), as técnicas de
espectrometria atdomica (ICP-MS e XAS), as técnicas de
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separacion (cromatografia hidrodindmica, electroforese capilar e
o fraccionamento en campo de fluxo) e técnicas
electroanaliticas, como a voltametria e a coulombimetria.

A modo de exemplo, veremos moi brevemente as posibilidades
dunha das técnicas espectroscopicas atomicas, o ICP-MS, técnica
amplamente utilizada nos estudos da especiacion de metais, na
sua nova modalidade de Single Particle-ICP-MS. Esta técnica é
utilizada fai moi tempo no analise de aerosoles e particulas
atmosféricas, e na actualidade no campo das nanoparticulas
metalicas.

Cos avances dos ultimos anos —en especial pola maior velocidade
de lectura do sinal pasando de milisegundos a microsegundos—
esta técnica é capaz de diferenciar entre o metal que se encontra
disolto nunha mostra e o metal que se encontra en forma de
nanoparticula. Ademais, presenta outras vantaxes: a sua alta
sensibilidade, a posibilidade de deteccion de varios elementos,
alén da posibilidade de determina-lo tamafo da nanoparticula, a
distribuciéon de tamafos e a concentracion do ndmero de
nanoparticulas.

Na seguinte figura vemos un exemplo de aplicacidon desta técnica
0 estudo da presenza de nanoparticulas de titanio en moluscos
de Galicia.
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Figura 17.- Niveis de nanoparticulas de dioxido de titanio e a sua
distribucion por tamafo en moluscos de Galicia

No hai dubida ningunha de que as nanoparticulas pasaron xa a
cadea alimentaria, quer de forma accidental, como neste caso,
guer intencionadamente, como ocorre, por exemplo, coa adicidn
de nanoparticulas de didxido de titanio 6 leite, 6 surimi etcétera,
ou a outros alimentos para mellorar simplemente o seu aspecto
visual.

Non podemos baixa-la garda, volver cometer erros coma no
pasado e orixinar problemas de contaminacién a nivel global que
despois non tefien facil solucién, como sucede, pofio por caso, co
mercurio.

A modo de conclusién, gustariame sinalar que, ainda que nos
ultimos anos se produciron importantes avances neste campo da
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especiacion de elementos traza e a metaldmica, quedan moitos
problemas por resolver.

Os principais retos ainda pendentes podémolos resumir en catro

puntos:

** a necesidade de desenvolver metodoloxias simples para a
analise de rutina,

¢ a necesidade de estudiar os problemas de estabilidade das
especies

*» é imprescindible unha maior colaboracién multidisciplinar
entre a quimica, a bioloxia, a medicina, etcétera

* unha maior transferencia de resultados da investigacion a
lexisladores, industrias e laboratorios de control.

Pero, 6 igual que sucedeu 6 longo da historia da quimica
analitica, a medida que avance a tecnoloxia, xunto coa
electronica, a informatica e o tratamento masivo de datos, e
poidamos asi dispofier de ferramentas analiticas mais potentes e
sinxelas, avanzaremos tamén no conecemento do papel dos
elementos traza na Quimica da Vida.
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