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1. Abstract

In this work it is been examined the influence of Sodium Montmorillonite on the
chemical transformations undergone by five nucleosides (cytidine, uridine, adenosine,
guanosine and xanthosine) when subjected to conditions simulating the primitive Earth during
the period of chemical evolution. The experiments prove the hypothesis of the concentration
capacity and protective role against external sources of ionizing radiation (specifically y-ray) that
some solid surfaces (like clays) can provide to organic compounds adsorbed on them. By using
Xeray diffraction, UV-vis spectrophotometry and HPLC for the analysis it was found that
purinic nucleosides (more than pirimidinic) are quickly adsorbed on clay at low pH values, and
they are desorbed in neutral or lightly basic aqueous solutions. It was found that nucleosides, in
general, are protected by clay. The temperature of mineral desiccation applied after purinic
nucleosides adsorption promotes their decomposition into their corresponding nitrogenous
bases. Pirimidinic nucleosides show more resistance to heat, but less resistance against ionizing

radiation, even when adsorbed in clay.

I. Resumen

En este trabajo se examina la influencia de la Montmorillonita de Sodio en las
transformaciones quimicas sufridas por cinco nucledsidos (adenosina, guanosina, citidina,
uridina y xantosina) al ser sometidos a condiciones que simulan la Tierra primitiva durante el
periodo de evolucion quimica. Los experimentos prueban la hipdtesis de la capacidad
concentradora y el papel protector contra fuentes externas de radiacion ionizante
(especificamente rayos gamma) que algunas superficies (como las arcillas) pueden brindar a
compuestos organicos adsorbidos en ellas. Mediante el uso de difraccion de rayos X,
espectrofotometria UV-vis y HPLC, se encontré que los nucledsidos purinicos (més que los
pirimidinicos) son rapidamente adsorbidos a valores bajos de pH, y desorbidos en soluciones
acuosas de pH neutro o ligeramente basico. Se encontré que los nucledsidos, en general, son
protegidos por la arcilla. La temperatura de desecacion aplicada al mineral en que se adsorben
los nucledsidos purinicos promueve la descomposicion en sus bases nitrogenadas
correspondientes. Los nucledsidos pirimidinicos muestran mayor resistencia al calentamiento,
pero menor resistencia ante la radiacion ionizante, atin cuando se encuentren adsorbidos en

arcilla.



II. Introduccion

A. Antecedentes
1. Origen de la Vida: Evolucién Quimica

El origen de la vida en nuestro planeta y su evolucion constituyen un enigma que ha
ocupado al hombre desde el comienzo de su historia. Sin embargo, a pesar de haber sido
una constante en el quehacer historico-cientifico de la humanidad, no fue sino hasta
1953 (Miller, 1953) cuando fue posible abordar experimentalmente ésta busqueda.

Previo a ello se desarrollaron multiples enfoques (como la generacién espontinea, y la
panspermia), todos ellos encaminados a entender los procesos que dieron lugar a ese
complicado fendmeno que llamamos vida.

Hoy en dia se reconoce que el surgimiento de la vida requiri, por lo menos de cuatro
pasos: 1) la formacion de bio-moléculas, 2) el ensamblaje de sistemas macromoleculares,
3) la emergencia de moléculas con ciclos de auto replicacion, y 4) procesos de evolucion
molecular por seleccion natural (Hazen, 2005), por lo que su estudio se ha dividido en
tres etapas: Evolucién Quimica o Sintesis Abiotica, Evolucion Prebiolégica y Evolucion

Biologica (Negron Mendoza y Albarran, 1993).

Tradicionalmente se considera que fueron Alexander Ivanovich Oparin y John Burdon
Sanderson Haldane, en 1924 y 1929 respectivamente, quienes sentaron las bases de lo
que actualmente se conoce como Evolucion Quimica (Luisi, 1998). La hipdtesis de
Oparin-Haldane, sefala que la vida se origind por medio de la sintesis abiotica y la
consecuente acumulacion de compuestos orginicos, a través de una serie de procesos
fisicos y quimicos. Asi, la Evolucién Quimica puede entenderse como la quimica de la
formacién y organizacion de compuestos bio-organicos bajo condiciones que se supone
son geoldgica y astrondmicamente primitivas (Negron Mendoza y Albarran, 1993).

Se postula que posteriormente estos primeros compuestos orgianicos con vidas medias
altamente variables (Miller et al., 1986) y dependientes de micro-ambientes especificos, se
transformaron en aquéllos polimeros clave con capacidades quimicas para la aparicion de
la vida: autocatalisis y autorreplicacion en una etapa conocida como evolucién molecular.

Tomando como base las premisas de Oparin y Haldane, se desarrollaron numerosos
trabajos, entre los que sobresalen los experimentos realizados por Harold Clayton Urey y

Stanley L. Miller, que demuestran la sintesis abiotica de moléculas orginicas de



importancia biolégica, simulando las condiciones que se creia prevalecieron en la
atmosfera reductora primitiva (Urey, 1952; Miller, 1953). También destacan los trabajos
de Joan Oro i Florensa, quien plante6 la posibilidad de sintetizar adenina a partir de
HCN en las condiciones de la Tierra primitiva (Oro, 1961), y los de John Desmond
Bernal, quien propuso a las arcillas como agentes concentradores, protectores y/o

catalizadores de moléculas importantes en el surgimiento de la vida (Bernal, 1951).

Aunque el concepto de Evolucién Quimica se halla bien definido, es dificil ubicar el
proceso en un tiempo y espacio concreto. Segun las evidencias actuales (sujetas a
controversia siempre), la vida debi¢ aparecer tras el enfriamiento del planeta que siguio al
intenso bombardeo tardio de cometas, meteoros y planetesimales (materiales solidos
condensados a partir de la nebulosa solar), hace unos 3,500 millones de afios, cuando la
tasa de bombardeo alcanzé su valor actual (Maher y Stevenson, 1988; Sleep, et al., 1989)
y la superficie de la Tierra se hizo lo suficientemente hospitalaria como para permitir la
sintesis de moléculas organicas (Dragani¢ y Dragani¢, 1978).

No se puede determinar con certeza, pero se cree que lo més probable es que la vida no
se haya generado una Unica vez, dadas las caracteristicas de la evolucién de la Tierra desde
sus origenes. Inclusive, se ha propuesto que los impactos pudieron haber tenido efectos
benéficos, siendo fuente importante de compuestos quimicos volitiles y organicos (Chyba

y Sagan, 1992; Greenberg y Mendoza-Gémez, 1992; Or¢, etal., 1992).

a. LaTierra Primitiva: E6n Arcaico

El escenario geolégico propuesto para la evoluciéon quimica abarca
aproximadamente los primeros 200,000 afios en la Tierra, es decir durante el
Arqueano (Eén Arcaico) y hasta inicios del Proterozoico (hace 2,500 millones de
afios), de acuerdo a la informacion actual de rocas y minerales carbonatadas.

El Eon Arcaico es la segunda division geoldgica del Tiempo Precimbrico. Comienza
hace 3,800 millones de aios (después del Eon Hadeico) y finaliza hace 2,500 millones
de afos (cuando comienza el Eon Proterozoico) durando aproximadamente 1,300
millones de afnos (Cooper, et al., 1986).

En este periodo se produce una evolucion de la corteza terrestre, por lo cual tuvo
que haber movimiento de placas y una estructura interna terrestre similar a la que

conocemos hoy en dia, aunque la diferenciaba el exceso de calor. Se calcula que



habia mas actividad tectdnica debido a la mayor velocidad en que se produce la
litosfera y un mayor ntmero de placas mas pequefas, no habiéndose formado
grandes continentes hasta finales del Arcaico, puesto que la alta tasa de actividad
geoldgica impedia la coalescencia en unidades mas grandes.

En contraste con el Proterozoico, las rocas arcaicas son a menudo sedimentos de
aguas profundas fuertemente metamorfoseados, tales como grauvacas, esquistos
arcillosos, sedimentos volcanicos y formaciones de hierro bandeado. Las rocas
carbonatadas son raras, lo que indica que los océanos eran mas acidas que durante el

Proterozoico debido a la disolucion de dioxido de carbono (Stanley, 1999).

i. Fuentes de Energia

La transformacion de moléculas simples y precursores organicos en moléculas
relevantes biologicamente como aminoacidos, azucares, dcidos grasos, y polimeros
fue posible por la accion de diversas fuentes de energia en la Tierra primitiva,
entre las cuales se incluyen luz UV, descargas eléctricas, rayos cosmicos
provenientes del espacio exterior, decaimientos radiactivos, energia térmica
(volcanica) y ondas de choque (Miller, 1986; Negron-Mendoza y Albarran, 1993).
La cantidad de energia disponible para cada fuente se calcula sustancialmente
distinta (Véase Tabla 1.), y por tanto, los efectos que se supone tuvieron sobre los

procesos de evoluciéon quimica difieren.

Fuente Energia
(cal/cm’-aiio)

Radiacion UV 4005.7
Descargas eléctricas 4
Radioactividad 2.8
Ondas de choque 1.1
Energia térmica (volcinica) 0.13
Rayos cosmicos 0.0015

Tabla 1. : Fuentes de energia presentes en la Tierra primitiva
(Miller y Orgel, 1974)

Los rayos cosmicos fueron la fuente menor de energia disponible, y
probablemente sélo produjeron reacciones en la parte alta de la atmosfera
(Miller, 1986).

La energia térmica no pudo ser muy efectiva para la sintesis de compuestos

organicos en la atmosfera primitiva, debido a que para producir reacciones, las



mezclas de gases atmosféricos requieren mas de 600°C, y deben enfriarse
rdpidamente (Miller y Orgel, 1974). Sin embargo, la actividad volcdnica
submarina puede haber funcionado en las reacciones de evolucion quimica
(Washington, 2000).

Las ondas de choque, producto de los impactos de cuerpos espaciales, se han
empleado en experimentos de quimica prebiotica, como fuente de energia para la
sintesis de aminoacidos y acidos carboxilicos (Negron-Mendoza, 1993).

Las descargar eléctricas constituyen la segunda fuente de energia en magnitud, y
primera en eficiencia en reacciones de sintesis abidtica dentro de atmdsferas
reductoras, por lo que son la fuente mas empleada en experimentos de evolucion
quimica (Navarro-Gonziles, et al., 2001).

La radiacion UV fue la fuente de energia mis abundante, pero los
rendimientos de las reacciones producidas con ella en condiciones prebioticas
son bajos, aunque probablemente sus efectos fuesen mayores en la parte alta de la
atmosfera, en reacciones fotoliticas (Miller, 1986).

Finalmente, la radiacion ionizante, pese a no haber sido tan abundante, tiene
gran capacidad de penetracién en la materia y ha demostrado ser eficiente en
experimentos de quimica de radiaciones, como la sintesis de monémeros y
polimeros de importancia biologica, por lo que ha sido propuesta por autores
como Ponnamperuma, Dragani¢, y Negron-Mendoza (Negrén-Mendoza vy
Albarran, 1993). Esta energia proviene de la corteza terrestre (de radiontclidos
formados por procesos nucleares en las estrellas, especialmente: 'K, 2**Th, *°U,
88U, Pu), rayos césmicos no solares, rayos solares y radiacion corpuscular
geomagnética (Guzman-Marmolejo, 2003).

De los isotopos radiactivos de vida media larga (1.277x10° afos), el mas
ampliamente distribuido fue el “°K, principalmente en el océano, sedimentos y
arcillas. La taza de dosis que pudo ser liberada por este radionuclido en las

arcillas fue de 1.75x10? Gy/afio (Mosqueira, et al., 1996).

ii. Hidrosfera
La hidrosfera de la Tierra Primitiva tuvo un papel fundamental en el

surgimiento de la vida, segtn las teorias de evolucion quimica, puesto que en ella



se formaron y difundieron las moléculas bio-organicas (Negron-Mendoza, et al.,
1992).

Se ha sugerido que los océanos podrian haber aparecido en el edn Hadeico tan
temprano como 200 millones de afos después de la formacion de la Tierra, en un
ambiente caliente (100°C) y reductor, con un pH inicial de 5.8 que subio
rdpidamente hacia la neutralidad. Esta idea ha sido apoyada por la datacién de
cristales de zircon encontrados en cuarcitas metamorficas en Australia occidental,
y otros estudios realizados en el cinturén de basalto de Nuvvuagittug, al norte de
Quebec, empleando neodimio-142, que confirman que los océanos y la corteza
continental existieron dentro de los 150 primeros millones de afos tras la
formacion de la Tierra (Kasting, 1993; Sagan y Mullen, 1972, Schidlowski, et al.,
1979).

Se supone que hubo una época de bombardeo profundo y continuos de
cometas que generaron una atmdsfera de vapor densa, que al cambiar la
temperatura permitié la condensacion y formaciéon de los océanos, cuya masa se
acumuld en el periodo comprendido entre 4,400 y 3,900 millones de afos
(Chang, 1994).

Se cree que los océanos primitivos ya formados tenian una temperatura entre
30° y 50°C hace 3,500 millones de anos (Lowe, 1994). Sin embargo, no hay
consenso sobre el pH que tuvieron, y existen numerosas hipdtesis que proponen
valores de entre 9 y 11 (Kasting, 1993), 8.1£0.2, similar al actual (Sillén, 1967)

y/6 6, con algunos microambientes de pH hasta de 1 (Walker, 1985).

iii. Atmosfera

La composicion quimica de la atmosfera se ha considerado un factor de gran
importancia en los experimentos de evolucién quimica y estudios prebioticos
(Vega-Arreguin, 1998), ya que sus componentes pudieron formar parte de las
reacciones abidticas al entrar en contacto con los componentes de la hidrdsfera.

Se cree que en el momento de la evoluciéon quimica, la atmdsfera tuvo un
cardcter ligeramente reductor o neutro, producto de la presencia de H,O, CO,, S,
y N, principalmente, los cuales provocarian un efecto invernadero que ayudaria a
mantener la temperatura de la superficie terrestre entre los 30° y 50°C (Lowe,

1994).



Originalmente, la Tierra debié haber tenido una atmoésfera con composicion
muy similar a la de la nebulosa primordial de la cual se form¢ el Sistema Solar.
Por lo tanto, debio ser rica en hidrogeno, el cual redujo al carbono y nitrégeno
presentes, formando CH,y NH; en cantidades importantes (Walker, 1977). Esta
atmésfera primaria pudo contener también de H,, He, H,O y H,S, y presentaba un
cardcter reductor, que se sabe hoy dia es apropiado para la sintesis efectiva de
aminodcidos y otros compuestos esenciales para la vida (Chang, 1994).

Con el tiempo, la atmosfera sufrié cambios, perdiéndose los gases mas ligeros
(H,, He, etc., por la accién del calor emitido por el sol y la debilidad del campo
gravitacional generado por la Tierra, comparado con el de los planetas gigantes
como Jupiter y Saturno) hacia el espacio exterior (Lazcano-Araujo, 1991). Al
mismo tiempo ocurrid la pérdida de los componentes mas abundantes, el NH; y
el CH,, por fotolisis (Levine, et al., 1982), y ocurrieron emisiones volcanicas y
degasificacion de la corteza terrestre, ocasionadas probablemente por el
calentamiento producido durante la acrecion, o por la produccion de energia por
decaimiento de elementos radiactivos (Ponnamperuma, 1981; Levine, et al.,
1982; Owen, 1985), dando como resultado la aparicion de una atmésfera
secundaria (Could, 1977; Owen, 1985).

Maias adelante disminuyé la concentracion de CO, por la formacion de
depositos de carbonatos en los continentes (Kasting, 1993), favorecidos por la
permanencia de agua en la Tierra, que facilitd la fijacion de este gas (Mason,

1992).

b. Las Arcillas

La presencia de arcillas en la Tierra es muy antigua, y se tiene evidencia geoldgica
de su existencia hace aproximadamente 3.8%10° afios, la mayoria forméandose durante
el Arqueano. (Rao et al, 1980).

Las arcillas tienen un 4rea superficial alta y una distribucion de carga superficial
especifica. Estan asociadas con iones metilicos intercambiables y poseen una
capacidad de adsorcion variable para cada tipo de material organico.

Esencialmente estan constituidas por silicio, aluminio, oxigeno e hidrégeno
(Dominguez y Schifter, 1992), y algunos autores las consideran dentro del grupo de

los filosilicatos (Colin-Garcia, 1999). Estructuralmente estin formadas por dos tipos



de ldminas: con arreglos cristalinos tetraédricos de Si-O (“hojas tetraédricas” de
simetria hexagonal) y con arreglos cristalinos octaédricos de aluminio o Mg-O-OH,
apiladas unas sobre otras.

En las capas tetraédricas de Si-O, el atomo de silicio esta coordinado a cuatro
atomos de oxigeno, de modo que tres atomos de oxigeno estan compartidos con tres
tetraedros vecinos y un cuarto atomo de oxigeno esta libre (Véase Fig. 1.), y puede ser
compartido por otra lamina. Los dtomos tetravalentes de silicio pueden ser

sustituidos por aluminio trivalente.

@ oxceno

Fig. 1.: Hoja tetraédrica de arcilla

En las laminas octaédricas de aluminio o Mg-O-OH, el dtomo metdlico esta
coordinado con seis atomos de oxigeno o de hidroxilo, localizados en los vértices de
un octaedro regular. Los dtomos de oxigeno o grupos hidroxilo se encuentran en dos
planos paralelos, con los 4dtomos metilicos entre ambos planos, formando un
empaquetamiento hexagonal compacto (Véase Fig. 2.), conocido como “hoja
octaédrica de altmina (gibsita) o magnesia (brusita)” (Guzman-Marmolejo, 2006). El
aluminio trivalente puede ser reemplazado por magnesio divalente, o por Fe, Cr, Zn,

entre otros atomos (Van Olphen, 1977).

@ roROXILOS @ ALUMINIO, MAGNESIO, ETC

Fig. 2.: Hoja octaédrica de arcilla

La combinacion de las hojas tetraédricas entre si, o con octaédricas genera los
distintos tipos de arcillas: tipo 1:1 T-T, tipo 1:1 T-O, tipo 2:1 T-O-T (Véase Fig. 3.).

A los arreglos cristalinos se les denomina capa, y cuando presentan ademas un canal



interlaminar, se les denomina wunidades estructurales de la arcilla (CruzCastafieda,

2008).

OXIGENO
HIDROXILOS
ALUMINIO
SILICIO

Arcilla tipo 1:1 T-O. Arcilla tipo 2:1 T-O-T.

i

Fig 3.: Tipos de arcillas segun su estructura

Montmorillonita de Sodio

En la montmorillonita las capas de arcilla estan formadas por una hoja de
alimina que comparte dtomos de oxigeno con dos hojas de silica (tipo 2:1 T-O-
T). Las capas apiladas paralelamente una sobre otra estan separadas por un canal
interlaminar, en el que se pueden encontrar distintos tipos de cationes. Las
principales fuerzas que unen estas capas entre si son fuerzas electrostiticas
aumentadas por interacciones de tipo van der Waals.

A pH<8 existen cargas negativas sobre las paredes del canal interlaminar, y
cargas positivas en las orillas de los cristales de arcilla (Véase Fig. 4.). Estas cargas
son originadas principalmente por sustituciones isomorficas, pero también son
debidas a imperfecciones en la estructura cristalina de la arcilla, enlaces rotos en

las orillas de las particulas y disociacion de grupos hidroxilos (Rao, et al., 1980).
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Fig. 4.: Distribucion de cargas en la unidad estructural de la montmorillonita de sodio



Las cargas son estabilizadas por cationes metalicos, que en ambientes naturales
pueden ser Na®, K', Ca*, Mg”, Al*, Fe*", Fe*" y H;O" y son una medida del
grado de sustitucion isomorfica (Van Olphen, 1977). El catién soluble mas
abundante es el Na’, lo que hace a la montmorillonita de sodio el arcilla mas
comun (Mosqueira, 1996). En presencia de agua, los contraiones adsorbidos
dentro del canal interlaminar pueden ser cambiados ficilmente por otros iones
en disolucion. A la cantidad de cationes intercambiables expresada en
miliequivalentes por 100 g de arcilla seca se le llama capacidad de intercambio
cationico o capacidad base (Guzman, 2006).

El agua, al igual que algunos compuestos organicos, también puede entrar en el
canal interlaminar, produciendo un hinchamiento de la arcilla, debido a que ésta
no presenta sus laminas unidas por puentes de hidrogeno, por lo que se separan
facilmente (Colin-Garcia, 1999).

Los mecanismos de adsorcion de moléculas organicas en la montmorillonita,
como en el resto de arcillas en general, son una combinacion de fendmenos como
puentes de hidrégeno, interacciones ion-dipolo, fuerzas de van der Waals, y
especialmente intercambio idnico (Lailach, et al., 1968), asi como formacion de
complejos con los contraiones de las arcillas (Van Olphen, 1977). La adsorcion
es un fenomeno complejo que depende de la naturaleza de la molécula que se
adsorbe, su forma (Rao, et al., 1980) y su concentraciéon, del pH total de la
solucién, de la existencia de metales en la posicion intercambiable, de los
fenémenos de coadsorcion, del tipo de arcilla, de los metales asociados y del
numero de moléculas de agua presentes (Negron-Mendoza, et al., 1996).

Los cationes Fe’*, Cr®, Al’", etc., estructurales o intercambiables, dan caracter
dcido de Lewis (aceptor de electrones) a la arcilla (Solomon, 1968), mientras que
los protones dentro del canal interlaminar le dan caricter de acido de Bronsted-

Lowry (donador de protones) (Negron-Mendoza, et al, 1996).

ii. Participacion de las Arcillas en la Evolucién Quimica
La sintesis prebiotica de bio-moléculas relevantes, es en cierta manera ficil,
como lo ha demostrado, medio siglo de experimentacion. Sin embargo, el
océano prebidtico contenia una solucién diluida de miles de especies de

moléculas organicas, de las cuales muchas no formaron parte de moléculas de
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importancia biologica (Hazen, 2005). Para la formacion de compuestos mas
complejos, fue necesaria la seleccién, concentracién y organizaciéon de
monoémeros dentro de ese medio.

Al considerar los ambientes en donde estas reacciones pudieron tener lugar en
la Tierra primitiva, se encuentra que el medio geoldgico mas extendido lo
constituyen las interfases. Reacciones de tipo heterogéneo entre minerales y
agua, atmosfera/litosfera pudieron ser muy relevantes, teniendo lugar en las
orillas de los océanos, en lagunas someras, etc. En estos sitios, los procesos de
evaporacion/re-hidratacion fueron importantes como factores de concentracion
de compuestos quimicos. Estos ambientes geoldgicos son ricos en minerales con
capacidad de adsorber compuestos orginicos. Entre los minerales los que podrian
tener mayor relevancia son sulfuros, carbonatos, silicatos y en particular arcillas.

Debido a la amplia distribucion geoldgica (Negron-Mendoza y Navarro-
Gonziles, 1990) y antigiiedad de las arcillas, y considerando sus propiedades
fisicoquimicas y gran afinidad que poseen por los compuestos organicos
(Ponnamperuma, et al, 1982), en 1951 John D. Bernal propuso por primera vez
que los compuestos organicos prebioticos pudieron ser adsorbidos en superficies
minerales, como las arcillas, y ser concentrados y orientados para favorecer o
catalizar ciertas reacciones (Negron-Mendoza y Navarro-Gonziles, 1990), o bien
dar proteccion a los compuestos formados ante las fuentes de irradiacion, puesto
que el escenario primitivo postula un ambiente con intensa luz UV que
eventualmente destruiria cualquier monomero y polimero formado de acuerdo a

sus tiempos de vida media y/o reactividad).

Existen numerosos estudios de Evolucion Quimica en los que se han empleado
arcillas (especialmente Montmorillonita y Kaolinita), demostrandose que tienen
gran capacidad para servir como lugares de sintesis o descomposicion de algunos
compuestos (como en: Yoshino, et al., 1971; Akabori, 1956; Harvey, et al.,
1972; Chittenden y Schwartz, 1976; Harvey et al., 1971), sitios de adsorcion para
otros (como en: Graf y Lagaly, 1980; Friebele, et al., 1981; Serrato, 1996) y
catalizadores poliméricos en algunos casos (como en: Akabori, 1955; Degens, et

al., 1970; Negron-Mendoza, et al., 1992), sin embargo, aun no se conocen los
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detalles de los pasos que presenta cada uno de dichos fenémenos (Negron-

Mendoza, et al., 1992).

2. Los Nucleésidos

Un nucledésido es una molécula monomérica orgdnica que resultan de la unién
covalente entre una base heterociclica con una pentosa que puede ser ribosa
(ribonucledsidos) o desoxiribosa (desoxiribonucledsidos). La union se realiza mediante
un enlace N-glucosidico B que se establece entre el C,; de la pentosa y un nitrégeno de la
base (el N, si es base pirimidinica y Ny si es base purinica), con la pérdida de una
molécula de agua. Pueden combinarse con un grupo fosforico (acido fosforico: H;PO,)
mediante determinadas quinasas de la célula, produciendo nucleotidos, que son los
componentes moleculares basicos del ADN y el ARN, compuestos fundamentales en los
estudios evolutivos (Meléndez-Lopez, 2008).

Los nucledsidos son mas polares (y por tanto hidrofilicos) que las bases nitrogenadas
libres, lo que les otorga mayor solubilidad en agua. Su estabilidad en medio acido varia
dependiendo de su base nitrogenada, siendo los pirimidinicos relativamente estables y los
purinicos de facil hidrolisis (Pefa, et al., 2004).

A nivel bioquimico tienen interés como sustancias libres en las vias biosintéticas y

degradativas de los acidos nucleicos.

Para efectos del estudio con arcilla, se seleccionaron 5 nucledsidos: 2 purinicos

(adenosina y guanosina), 2 pirimidinicos (citidina y uridina) y la xantosina (Véase Fig. 5.).

HoN

0 o) o H
N
\ \h} N{\NH S Bl HE;IO
1\ \ =
HO QN N QN N/)\NHZ HO—%_jN/gO Ho—w\l/go HO N\//N
%O?

o HO o o O
I oH
OHOH OHOH OHOH OHOH HO
Adenosina Guanosina Citidina Uridina Xantosina

Fig. 5.: Estructura quimica de los nucleosidos seleccionados para el estudio

La Adenosina es un nucledsido enddgeno sintetizado de la degradacién de aminoacidos

como metionina, treonina, valina e isoleucina asi como de AMP (adenosin monofosfato).
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Cumple numerosas funciones en procesos bioquimicos, como la transferencia de energia,
en la forma de ATP (adenosin trifosfato) y ADP (adenosin difosfato), asi como trasductor
de sefial en la forma de adenosin monofosfato ciclico (AMPc).

La guanosina es un nucledsido importante en ciclos bioquimicos, pues puede ser
fosforilada, obteniéndose GMP (guanosin monofosfato), GMPc (guanosin monofosfato
ciclico), GDP (guanosin difosfato) y GTP (guanosin trifosfato), todos componentes de
rutas metabolicas.

La citidina y la uridina son nucledsidos pirimidinicos que se obtiene de la degradaciéon
de alimentos ricos en ARN (acido ribonucleico), que son absorbidos intactos por el
cuerpo humano. Luego de su absorcion, la citidina es transformadas en uridina. La

uridina participa en ciclos bioquimicos como el de la glic6lisis de la galactosa.

a. Sintesis Abiotica de Nucleosidos

La sintesis abiogénica de nucledsidos en condiciones prebidticas es una de las més
complicadas, tanto asi que en el campo de estudio de Origen de la Vida suele
conocérsele como “El problema nucleosido”, pues representa uno de los mas grandes
obsticulos en la hipotesis del mundo del ARN y otras teorias.

Hace poco més de treinta afios, Leslie Eleazer Orgel y colaboradores lograron la
sintesis de adenina, un nucledsido purinico, mediante el calentamiento y la
desecacion de la base nitrogenada y la ribosa, en presencia de sales metalicas
divalentes (MgCl, y MgSO,). Sin embargo, el rendimiento es relativamente bajo,
obteniéndose productos de uniéon de la ribosa con el grupo amino de la adenina
(Collins, 2005). Ademsis, empleando esta metodologia fue imposible obtener
guanosina y/o nuclesdsidos pirimidinicos (aun cuando estos son mas solubles que la
misma adenina, que era la explicacién que se habia hallado para la falla de la sintesis
con guanina, que es poco soluble en agua). Se ha propuesto que la deslocalizacién
en la carga sobre el N; de las bases pirimidinicas, que debe iniciar el ataque
nucleofilico al carbén aldehidico de la ribosa, dificulta la formacién del enlace
glicosidico con las pirimidinas (Collins, 2005).

Se han investigado otras rutas para la obtencion de estos compuestos en
condiciones prebioticas plausibles, destacandose tres enfoques particulares:

1) La construccion de la base pirimidinica directamente sobre la ribosa por

Sanchez y Orgel, en 1970 (Collins, 2005), la cual procede por la adicion de cianamida
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a la ribosa, que genera un biciclo que reacciona con cianoacetileno para dar a-citidina
(Véase Fig. 6.). La reaccion es altamente regioselectiva, dando minima cantidad de -
citidina. La citidina formada puede ser hidrolizada para dar uridina, lo que sefala un
camino plausible para obtener ambos nucledsidos. Sin embargo, la sintesis presenta
el problema de que produce a-nucledsidos pirimidinicos y no ha sido encontrado un

analogo para la sintesis de nucledsidos purinicos.
(phos)-0-CHy (phos)-O-CHy (phos}-O-CHz

y Ly

N\

2

H
H,C
NH,CN
(phos}-O-CH» (phos)-O-CHy
C 0
OH
%/_/>—NH2
H H OH OH N
D-Ribose-5-phosphate

«-Cytidine

Fig. 6.: Sintesis de a—citidina por el método reportado por Sanchez y Orgel (1970)

2) La construccion del azticar sobre la base nitrogenada preexistente, propuesta por
Saladino y colaboradores, en 2003 (Collins, 2005), que aun presenta diversos
problemas.

3) La utilizacién de analogos de las bases pirimidinicas que posean el arreglo
apropiado de sustituyentes en el anillo heterociclico que permita incrementar o
mantener la densidad electronica sobre el nitrégeno que realiza el ataque al carbono
aldehidico del azticar. Con ello se esperaria obtener un anilogo del nucledsido
pirimidinico deseado, aplicando las condiciones que han sido exitosamente
empleadas en la sintesis de adenosina. Dicho nucledsido andlogo podria ser después
quimicamente modificado (en las condiciones prebioticas) para obtener el nucledsido
pirimidinico puro, o bien, podria haber sido empleado en ese estado analogo hasta
que los polimeros cataliticos adecuados evolucionaran los suficiente como para

producir la citidina y uridina actuales (Collins, 2005).
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B. Objetivos
1. General:
® Determinar la capacidad de las arcillas para concentrar distintos tipos de
nucledsidos y protegerlos ante irradiacion gamma en condiciones de pH,
concentracion de oxigeno y temperatura especificas que simulan un ambiente

terrestre primitivo.

2. Especificos:
* Probar la capacidad de la arcilla (montmorillonita de sodio) para adsorber y
desorber nuclessidos a distintos valores pH.
* Establecer la influencia de la montmorillonita de sodio en la radi6lisis anoxica de
cinco nucledsidos.
* Examinar la influencia de la temperatura de desecacion en las transformaciones

quimicas sufridas por los nucledsidos en presencia de arcilla.

C. Justificacion

En el estudio de la etapa de evolucion quimica de la Tierra, la comprension de los
procesos fisico-quimicos que precedieron al origen de la vida y en especial, la elucidacion de
mecanismos eficientes para la seleccion, concentracion y organizacién de moléculas simples en
macromoléculas bioquimicamente importantes, constituye uno de los retos principales. Una
posible forma de enfocar este problema se encuentra en el analisis de minerales como
superficies solidas que pudieran llevar a cabo estas funciones.

Existiendo clara evidencia geoldgica de la presencia de arcillas durante el periodo de
evolucion prebidtica y teniendo en cuenta sus caracteristicas estructurales, se les puede
considerar candidatas perfectas para un estudio de este tipo.

En vista de lo anterior, y de que la interaccién entre minerales y radiaciéon ionizante ha
sido un tema poco explorado, tanto en trabajos de quimica de radiaciones como en
investigaciones de origen de la vida, donde los estudios suelen enfocarse en las arcillas como
agentes cataliticos, esta investigacion pretende probar la hipotesis del papel concentrador y

protector que las arcillas, representadas por la montmorillonita de sodio, pudieron haber
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jugado para compuestos organicos como los nucleosidos, al ser expuestos a fuentes externas de
radiacién ionizante.

La importancia de esta propuesta de investigacion radica en analizar la interacciéon entre
el mineral y un tipo especifico de moléculas prebioticas de gran importancia biolégica, dentro

de un escenario geologico plausible y acorde con la informacion actual.

D. Hipdétesis

Las arcillas pudieron actuar como superficies concentradoras y protectoras de moléculas
organicas como los nucledsidos durante el periodo de evolucion quimica de la Tierra,
resguarddndolas de la descomposicion que sufririan al ser expuestas a radiacion gamma por un

periodo prolongado.
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III. Materiales y Métodos

A. Materiales

1. Reactivos

* Nucleodsidos grado reactivo (99%), SIGMA: Adenosina, Guanosina, Citidina,
Uridina, Xantosina.

* Bases Nitrogenadas: Adenina (99%, SIGMA), Guanina (98%, Aldrich), Citosina
(99%, SIGMA), Uracilo (cristalino, SIGMA), Xantina (99-100%, SIGMA-Aldrich).

* Montmorillonita de Sodio (SWy-1, obtenida del Depésito de Minerales Arcillosos
de Clay Minerals Society Source en el Departamento de Geologia de la
Universidad de Missouri, Columbia, USA).

* HClI concentrado grado reactivo (38.4%, Baker Analyzed)

* NaOH, en lentejas para analisis (99%, Merck)

* Acetato de sodio anhidro para andlisis (Merck)

* Metanol grado HPLC (Burdick & Jackson ACS/HPLC Certified Solvent)

* Argong

* Agua tridestilada (obtenida utilizando el método de Donnell y Sangster, 1970.
Véase Anexo A)

2. Equipo Analitico

* Material ordinario de laboratorio: vasos de precipitados, balones aforados,
micropipetas, pipetas, erlenmayers, tubos de ensayo de vidrio con tapon de rosca,
tubos para centrifuga, espatulas, mangueras, pinzas, gradillas, papel parafilm,
papel pH, etc..

* Equipo de filtracion para los disolventes del cromatégrafo HPLC (membranas de
Nylon 66, de 0.45um x 47mm, 08D01604, SUPELCO).

* Irradiador gamma (Gammabeam 651) con fuente de Co-60.

* Instrumental analitico:
o Balanza analitica (Adventurer, Ohaus)
o Horno desecador (Single-Wall Transit Oven, BlueM Electric Company)
o Horno de Vacio (Squaroid, Lab-Line)
o Agitador vortex (Cole-Parmer touch Mixer, model 4721-20)
o Agitador 3D (Multi Tube Rotator, Lab-Line)
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o Centrifuga (Beckman Coulter, Allegra 64R)

o Espectrofotémetro Varian Cary 100 Scan UV-vis

o Cromatdgrafo de liquidos HPLC (Perkin-Elmer Series 200 lc pump / Varian
9050 Variable Wavelenght UV-vis Detector)

B. Procedimiento Experimental
1. Lavado de Cristaleria
Toda la cristaleria no volumétrica fue lavada aplicando el protocolo para eliminacion de

materia organica (Albarran, G., 1982; Dragani¢ y Dragani¢, 1971):

* Se lavo con jabon y agua todo el material.

* Se sumergio la cristaleria en mezcla sulfonitrica caliente (HNOj fumante / H,SO,
concentrado, 1:3) por 3 horas.

* Se enjuago la cristaleria con agua corriente, agua destilada y agua tridestilada.

* Se empaco la cristaleria en papel aluminio y secé en una mufla a 300°C por 24 horas.

2. Preparacion de Disoluciones de Nucleésidos y Bases Nitrogenadas
Se prepararon disoluciones acuosas de los nucleosidos en concentracion 1E? M,
aplicando calor moderado para facilitar el proceso. En el caso de la adenosina, guanosina
y xantosina fue necesario agregar NaOH diluido para lograr la disolucién.
De las anteriores se tomaron las alicuotas necesarias para preparar disoluciones de
concentracion 1E* M, cuyos pH se ajustaron antes de aforar, de acuerdo a la prueba a
efectuarse.

Todas las disoluciones fueron almacenadas en un refrigerador a 10°C.

3. Analisis de Disoluciones Patrén

Se analizaron, mediante dos técnicas, las disoluciones de concentracion 1E> M:

a. Espectroscopia UV-vis
Se efectud un barrido de absorbancias entre 200 y 800 nm, para determinar la

longitud de onda del méximo de absorcién de cada nucledsido.

b. Cromatografia HPLC
Se determinaron las condiciones adecuadas para separar cada nucledsido de su base

nitrogenada, ensayando distintas columnas, solventes y flujos, hasta encontrar la
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adecuada: 20 pL de la muestra, columna Ultra IBD (Resteck®), detector de UV
ajustado a A = 240nm, mezcla de Acetato de Sodio 0.02M/Metanol 80% en

proporciones (98:2) como fase movil, flujo de 1 mL/min.

Adicionalmente se evaluo la estabilidad de los nucledsidos a las condiciones de pH de
los experimentos, para descartar que éstas pudieran modificar los resultados
independientemente. Para ello se prepararon disoluciones con pH entre 2 y 10 y se les

monitored durante 12 dias mediante HPLC.

4. Pruebas de Adsorcion
Se construyeron las curvas de adsorcién para cada nucledsido, haciendo la grafica del
porcentaje de nucledsido adsorbido en la arcilla contra el tiempo de agitacion que se
empled para adsorberlo. Estos porcentajes fueron calculados a partir de los datos
obtenidos, mediante espectrofotometria UV-vis, de la concentracion del nucledsido en
disolucion antes y después de ponerla en contacto con la arcilla. El procedimiento se
repitio para cada nucledsido, por triplicado, a dos distintos pH (2 y 6), efectuando la

siguiente secuencia:

* Se pesd 0.1000 + 0.0003 g arcilla en polvo.

* Se prepararon 9 tubos de ensayo para centrifuga agregandoles 3 mL de disolucion de
un nucledsido.

* Se adiciono la arcilla pesada a 8 de los tubos y se les agitd 5 seg en un vortex (al
noveno tubo no se le agrego arcilla y se usé como control).

* Se midi¢ la acidez de la disolucion vy se reajustd a un pH particular con HCl o NaOH.

* Se agitdo 20 seg mas en el vortex y luego cada tubo se coloco en un agitador 3D
durante 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 min, respectivamente.

* Tras la agitacion, se centrifugaron los tubos a 21,000 G durante 35 min.

* Se midio la absorbancia de los sobrenadantes por espectrofotometria UV-vis,

determinando el porcentaje de nucledsido adsorbido en cada caso.

Se efectuaron analisis por HPLC de las muestras, y con las areas de los picos de cada
nucledsido antes y después de la adsorcion se calcularon los porcentajes de adsorcion
nuevamente. Se compararon estos porcentajes con los calculados por el anilisis
espectrofotométrico y se establecio el intervalo tipico de porcentajes del proceso de

adsorcion en las condiciones mas favorables.
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a. Andlisis por Difraccion de Rayos X
Se efectuaron analisis de rayos X de difraccion de polvos a las arcillas que
adsorbieron los nucledsidos en el experimento anterior, con el fin de determinar el
lugar de adsorcion. Para ello se les seco en horno a 25°C y se les molio
mecinicamente en un mortero. Los andlisis fueron efectuados en la Unidad de

Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la UNAM. (Para detalles sobre el

método empleado, Véase Anexo B)

5. Pruebas de Desorciéon
Se observo cualitativamente, mediante espectrofotometria UVwvis, la capacidad del
arcilla para desorber los nucledsidos a distintos pH (2, 5, 8 y 12). Con los resultados de
estos ensayos se selecciond los valores de acidez mas apropiados y se realizd una semi-
cuantificacion, calculando el porcentaje del compuesto desorbido en relacion al
adsorbido, medido en términos del area de los picos registrados por HPLC. El
procedimiento se repitid para cada muestra, por triplicado, efectuando la siguiente

secuencia:

e Se adsorbié cada nucledsido en arcilla (usando las condiciones mas favorables
determinadas con las curvas de adsorcion) y se descarto el sobrenadante.

* Se agregd 3 mL de agua tridestilada (previamente ajustada a uno de los pH
seleccionados) a la arcilla sedimentada en cada tubo.

* Se agito cada tubos por 5 seg en un vortex, se reajusto el pH y se agit6 20 seg mas.

* Cada tubo se coloco en un agitador 3D por 45 min y se centrifugd durante 35 min a
21,000 G.

* Se midi¢ la absorbancia de los sobrenadantes por espectrofotometria UV-vis.

Se practico el proceso completo de desorcién a una muestra de arcilla sin nucledsido,
para analizarla como blanco (tanto por espectrofotometria UV-wvis como por
cromatografia de liquidos).

De las desorciones efectuadas a pH 5 y 8 se efectuaron analisis por HPLC,
calculandose, a partir de las dreas de los picos de cada nucleosidos, el porcentaje relativo
desorbido.

Se compararon los porcentajes relativos de las desorciones a pH 5 y 8 de muestras de

nucledsidos desorbidas inmediatamente contra los calculados para muestras desorbidas
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después de 7 dias de adsorbidas (se mantuvo la arcilla en contacto con la solucion de

nucledsido todo el tiempo).

6. Experimentos de Irradiacién

Se examind la capacidad de la arcilla para proteger a los nucledsidos de la
descomposicion inducida por radiacion ionizante. Para ello se determind primero la
curva de descomposicion de cada nucledsido en ausencia de arcilla, exponiendo las
disoluciones a una fuente de Co-60 (rayos y) durante lapsos variables y haciendo la grafica
de concentracion del nucledsido (medida espectrofotométricamente en términos de
absorbancia) contra tiempo de irradiacion. Asi mismo, la descomposicién de las muestras
se monitore6 mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC),
calculandose, a partir de las areas de los picos de cada nucledsidos y base nitrogenada
formada, los porcentajes relativos presentes en las muestras.

El tratamiento general de cada muestra fue el siguiente:

* Se tomaron 3 mL de cada nucleosido y se colocaron en tubos de ensayo.

* Se burbujed argon dentro de las disoluciones durante 5 min (con ayuda de una
micropipeta limpia para cada uno) y se taparon inmediatamente los tubos de
ensayo, evitando que entrara oxigeno en las muestras.

* Se coloco cada tubo en una posicion especifica de la camara del irradiador (siempre la
misma para cada nucledsido) y se expusieron a la fuente de Co-60 durante un
periodo determinado (30 min, 1, 2, 4 y 5 hrs). Cada posicién seleccionada en el
irradiador presenta una intensidad de dosis especifica (Véase Tabla 2., Fig. 7.),
cuantificada por la Unidad de Irradiacion y Seguridad Radiologica del Instituto de
Ciencias Nucleares de la UNAM, mediante el método de Fricke Modificado
(Perezgasga, et al., 1988; Trevifio, et al., 1987).

Fig. 7.: Esquema de la disposicion de las
muestras dentro de la camara del irradiador

Tabla 2.: Intensidad de dosis de irradiacion en
la camara del Gammabeam 651

. L. Intensidad de
Posicion | Nucledsido Dosis (Gy/min)
1 Adenosina 186 - 176.1*
2 Guanosina 181 - 171.3*
5 Citidina 173.1 - 163.9*
6 Uridina 174.9 - 165.6*
7 Xantosina 170.2 - 161.2*

*Mayo 2009 - Octubre 2009
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Después se ensayo irradiar los nucledsidos adsorbidos en arcilla, exponiéndolos el
tiempo determinado en el experimento anterior como necesario para destruirlos
completamente en ausencia del mineral. Tras desorberlos, el sobrenadante fue analizado
mediante HPLC para establecer si los compuestos sobrevivieron a la irradiacion.

El tratamiento de estas muestras fue:

* Se adsorbieron los nucleodsidos en las condiciones establecidas como 6ptimas en las
curvas de adsorcion.

* Se burbujed argon dentro de las disoluciones durante 5 min (con ayuda de una
micropipeta limpia para cada uno) y se taparon inmediatamente los tubos de
ensayo, evitando que entrara oxigeno en las muestras.

* Se coloco cada nucledsido dentro de la cimara del irradiador en la misma posicion
que en el experimento anterior, y se expusieron a la fuente de Co-60 durante 5 hrs
(dosis promedio = 51.699 KGy).

* Se retiraron los tubos de la cAmara y se agitaron en el vortex durante 30 seg.

* Se traslado cada muestra a un tubo de plastico para centrifuga y se les centrifugéd
durante 35 min a 21,000 G.

* Se elimino el liquido sobrenadante de los tubos y se efectud el procedimiento de
desorcion al pH y en las condiciones establecidas como adecuadas en el
experimento de desorciones.

* Los productos desorbidos se centrifugaron 35 min a 21,000 G y se separaron los
sobrenadantes, descartindose las arcillas.

* Se analizaron los sobrenadantes por HPLC.

Se practico el proceso completo de irradiacion y desorcion a una muestra de arcilla sin

nucleodsido, para analizarla como blanco.

7. Experimentos de Desecacion
Se ensayd, por triplicado, la estabilidad de los nucledsidos adsorbidos en la arcilla, al

someterse ésta a desecacion a distintas temperaturas. Para ello:

* Se adsorbio cada nucledsido en arcilla y se descart6 el sobrenadante.
* Se seco la arcilla en horno a distintas temperaturas: 22°C (en horno de vacio), 30° y
60°C (en horno de conveccion).

* Se efectud la desorcion al pH mas adecuado.
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* Se analizaron los sobrenadantes obtenidos por HPLC, calculindose, a partir de las
areas de los picos de cada nucledsido y base nitrogenada formada, los porcentajes

relativos presentes en las muestras.

Se realizd el proceso completo a las tres temperaturas a muestras de arcilla sin

nucleodsido, para analizarlas como blanco.
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VI. Resultados

A. Analisis de Soluciones Patrén:

1. Maximos de absorcion de nucledsidos: andlisis por espectrofotometria UV-vis
La tabla 3 sefiala las longitudes de onda maximas para cada nuclessido a pH 2 (pH
utilizado en estudios anteriores para el proceso de adsorcion), encontradas mediante curvas

de absorcion como la de la figura 8, que se emplearon en los analisis posteriores.

Curva de absorcion de Adenosina
r 4,50
Tabla 3.: Maximos de absorcion de nucleésidos. | 4,00
2 « de absorcion L
Nucledsido K (oH = 2) 3,50
jglol = 3,00 >
Adenosina 243 .50 2
/50 8
H o
Guanosina 240 2,00 §
Citidina 236 10 B
Uridina 240 t 1,00
Xantosina 229 0,50
0,00
O ¥ 0N O O ¥ 0N O O N VW O ¢ N O O ¥ o N
O N T N O N T A 000 ¥ 4 0 VU M= 00 WL, MO O WL AN O
O NN N O O O © D N N N &« F T M MO MM N N NN
Longitud de Onda (nm)
Fig. 8.: Curva de absorcion de adenosina. Fuente: datos experimentales.

2. Estabilidad de los nucleésidos en disolucion a valores de pH entre 2 y 10:
andalisis por HPLC

En los incisos a., b. y ¢. de la figura 9 se muestran los cromatogramas de disoluciones 1E?
M de adenosina a tres distintos pH monitoreadas durante 12 dias. Estas ejemplifican los

resultados obtenidos para cada nucledsido en estudio.
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Fig. 9. Continua...
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Fig. 9.: Andalisis por HPLC de la estabilidad de la adenosina a tres pH durante 12 dias:
a) Disolucion a pH=2, b) Disolucion a pH=35, c) Disolucion a pH=8.

Fuente: datos experimentales.

Los datos de los cromatogramas anteriores y sus equivalentes para el resto de nucledsidos
en el estudio se procesaron para obtener las graficas de los incisos a. a e. de la figura 10. En
ellas se presentan las curvas de estabilidad de los cinco nucledsidos en disoluciones de pH
entre 2 y 10, monitoreadas durante 12 dias por HPLC. Los datos fueron calculados sobre
los porcentajes relativos de area de pico de nucledsido en cada cromatograma, tomando el
porcentaje del pico de nucledsido de la primera medicion (“dia 1”) como 100%, y

haciendo referencia a éste para calcular los de los siguientes dias.
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Estabilidad de Uridina a diferentes pH

110 - A s R e,

- -7 e

o .

3 . = /o

= o

o B — —

g 100 ==

[

2

14

g 90

f‘g ——e—pH=2

2 80 / coca--pH=3

3 \ / ————pH=5

3 \ / ——#——pH =6

_‘n‘ \ / ° pH=7

3 70 4 N —————pH =8

R \V4 —————>pH=9
— — — pH=10

60 " " " : |
d dia 1 dia 2 dia 4 dia 8 dia 12
tiempo

Estabilidad de Xanthosina a diferentes pH

85

% del pico de Xanthosina con respecto al dia 1
©
o

80 T T T 1
dia 1 dia 2 dia 4 dia 8 dia 12

e tiempo

Fig. 10.: Curva de estabilidad de nucledsidos a pH entre 2 y 10 durante 12 dias:
a) Adenosina, b) Guanosina, c) Citidina, d) Uridina, e) Xantosina.

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

Para todos los nucledsidos se observa que la estabilidad a pH 4cido y neutro (siempre
superior al 80.8%) es mayor que a pH basico (arriba de 65.1%) conforme pasa el tiempo.
Durante el periodo monitoreado no se detectan, como productos de descomposicion,

cantidades mesurables de las bases nitrogenadas correspondientes a cada nucleosido.
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En algunas graficas, como las de la guanosina y citidina se observan picos a pH basico que
superan notoriamente el “100%” de la absorbancia esperada para el nuclessido. Estos se
atribuyen a la probable formacion de aductos del nucledsido con grupos OH del medio
alcalino, que serian compuestos con coeficientes de extincion mas altos que podrian
presentan el mismo tiempo de retencion que los nucledsidos (o muy cercano), por lo que
aparecerian dentro del mismo pico sin separarse.

El que los picos oscilen se relacionaria con equilibrios entre las especies formadas y la

original, asi como variaciones en las mediciones experimentales.

Se analizaron disoluciones de nucleésidos a pH 2 almacenadas en refrigeracién por
periodos cercanos a un ano y se observd hidrolisis parcial de las muestras (se identifico la
base nitrogenada correspondiente), que sin embargo, ain contenian més del 60% del

analito original.

3. Separacion de nucledsidos y bases nitrogenadas: HPLC de una mezcla
En la figura 11 se muestra el cromatograma obtenido por HPLC de los nucleosidos y sus
bases nitrogenadas, separadas empleando las condiciones encontradas experimentalmente

como mas favorables, e identificados con la ayuda de soluciones estandar.

START
l i i gg§ Xantosina
‘ == —ke z.285
S PRE Ol N
4.949 & Guanina Citosina + Uracilo

9 .2083 ¢ Guanosina
18.479 & Adenina

Columna: Ultra IBD
Eluyente: acetato de sodio
0.02M/Metanol 80% (98:2)
28 .355 & Adenosina Flujo: ImL/min

Detector: UV-vis, 240 nm

Fig. 11.: Separacion de nucledsidos y sus bases nitrogenadas: HPLC de una mezcla.

Fuente: datos experimentales.
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B. Pruebas de Adsorcion:

1. Curva de adsorcion de nucledsidos a distintos pH: andlisis por
espectrofotometria UV-vis

Adsorcién de Nucledsidos a Distintos pH

100,00 Tabla 4.: Porcentaje
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nucleosidos a pH =2
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-g 50,00 —&— Guanosina (pH=6) Guanosina 81.82
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tiempo (min)

Fig. 12.: Curva de adsorcion de nucledsidos a pH 2 y 6.

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

En la figura 12 se muestran los porcentajes adsorbidos en la arcilla de los cinco
nucledsidos, conforme se incrementa el tiempo de contacto entre el mineral y la disolucion
a pH 2. Asi mismo se muestran los resultados del mismo experimento a pH 6 para la
adenosina y la guanosina.

En todos los casos el estudio cinético indica que el porcentaje maximo de adsorcion se
alcanza desde los primeros 10 minutos de contacto, y que es sumamente bajo a pH 2 para
la uridina, y practicamente cero para los nucledsidos a pH 6. Los nucledsidos purinicos
(adenosina y guanosina) son adsorbidos en mayor porcentaje que los pirimidinicos
(citidina y uridina).

En la tabla 4 se presentan los porcentajes de adsorcion promedio de cada nucleosido,
calculados de los obtenidos durante todos los experimentos realizados con arcilla, en los

que se observaron variaciones en el porcentaje adsorbido.
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2. Sitio de adsorcion de los nucledsidos dentro de la estructura

tridimensional de la montmorillonita de sodio: andlisis por difraccién de
rayos X de polvos

En los incisos a. a f. de la figura 6 se muestra el segmento caracteristico del espectro de
difraccion de rayos X de la montmorillonita de sodio, el cual sefiala la apertura del canal
interlaminar de la estructura tridimensional de esta arcilla. En cada grafica se compara el
corrimiento del pico patrén de arcilla pura contra el obtenido de arcilla en la que se
adsorbié un nucledsido en particular. Se muestran los espectros de las arcillas con
nucledsidos adsorbidos a pH 2, por haberse hallado éste como mas favorable para el
proceso. Con la intensién de confirmar la escasa adsorcion de la adenosina a pH 6, se
muestra también su espectro, en el que el corrimiento del pico patron es pequefio
comparado con el que ocurre en el experimento a pH=2, porque éste se relaciona

directamente con la cantidad de material que entra dentro del canal interlaminar de la

arcilla.
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Fig. 13. Continua...
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Fig. 13.: Espectro de difraccion de rayos X de nucledsidos adsorbida en arcilla: a) Adenosina
adsorbida a pH=2, b) Adenosina adsorbida a pH=6, c¢) Guanosina adsorbida a pH=2,
d) Citidina adsorbida a pH=2, e) Uridina adsorbida a pH=2, f) Xantosina adsorbida a pH=2.

Fuente: datos experimentales.
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C. Pruebas de Desorcion:
1. Porcentajes relativos de desorcion y descomposicion de nucledsidos a
distintos pH: andlisis por espectrofotometria UV-vis y HPLC
Se ensayo la desorcion de los nucleosidos a pH 2, 5, 8 y 12. A pH 2 no se consigue
extraer nada, y a pH 12 se observa descomposicion de los nucledsidos.
Como se muestra en la figura 14, a pH 5 y 8 si ocurre desorcion. Los porcentajes fueron

calculados sobre las areas del pico de nucledsido, registradas en cada cromatograma,

aplicando la siguiente formula:
9% Desorbido = [ANdesorbido/(ANest - ANno adsorb)] x 100
Donde,
ANdesorbido = area de pico de nucledsido desorbido
Anest = area de pico de estaindar de nucleosido

ANno adsorb = area de pico de nucledsido no adsorbido

% de Desorcién de Nuclessidos a Distintos pH y su Variacién con el
Tiempo que Permanecen Adsorbidos en la Arcilla

0,0 |
0,0 |
'é‘@ |
£oo |
< 00 3
Y |
- ‘
29 90,3
38 |
5 & |
z & ‘
M Desor. tras 7 dias (pH=5)
& 72,9 . _
& M Desor. Inmediata (pH=5)
é&‘ M Desor. tras 7 dias (pH=8)
® Desor. Inmediata (pH=8)
'
g o0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0 90,0  100,0

% de Desorcion

Fig. 14.: Porcentaje de desorcion de nucledsidos apH 5y 8 y su variacion con el tiempo que
permanecen adsorbidos.

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

Las desorciones pasados 7 dias se realizaron de arcillas que permanecieron en contacto

con la soluciéon de nuclessido todo el tiempo.

Los nucledsidos xantosina y uridina no se pudieron extraer a pH = 5 (%D = 0).
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Desorcion de Se observé por HPLC que una segunda
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Fig. 15.: Desorcion de uridina: andlisis por
HPLC de primera y segunda extraccion.

Fuente: datos experimentales.

D. Experimentos de Irradiacion:

1. Curva de descomposicion de nucledsidos en ausencia de arcilla: andlisis por
espectrofotometria UV-vis y HPLC

En la figura 16 se muestra la curva de descomposicion de cada disolucion de nucledsido al
ser irradiada durante distintos periodos de tiempo. Se observa, en términos de la variacion
de la absorbancia, que exceptuando la uridina, todos los nucledsidos examinados resisten

sin mayor cambio la radiacion hasta un periodo de casi dos horas, tras el cual decaen

rdpidamente.
—&— Adenosina
Irradiacién de Nucledsidos en Ausencia de Arcilla —=— Guanosina
L Citidina
4,6 4 —=o— Uridina

4,3 | ——#— Xantosina

3,7
34
31
28
25
2,2
1.9
1,6
1.3

Absorbancia

Sinirradiar 5 min 10 min 15 min 30 min 1hr 2hrs 4 hrs 5hrs
(0.86) (1.72) (2.58) (5.17) (10.34) (20.68) (41.36) (51.70)

Tiempo de irradiacién / (Dosis en KGy)

Fig. 16.: Irradiacion de nucledsidos en ausencia de arcilla: curva de descomposicion.

Fuente: datos experimentales.
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En los incisos a. a f. de la figura 17 se ejemplifican, para la adenosina y citidina, los
resultados obtenidos por HPLC para el experimento anterior de irradiacion de nucledsidos
en ausencia de arcilla. Se observa cémo ambas se descomponen en sus bases nitrogenadas
y otros productos conforme se irradian durante mas tiempo, siendo notoriamente m4s 1abil
la citidina (nucledsido pirimidinico) que la adenosina (nucledsido purinico). No se
identificaron ni cuantificaron los picos correspondientes a otros subproductos de la
radiolisis fuera de las bases nitrogenadas, ya que ésto se salia de los objetivos del estudio,
sin embargo, se plantea que se trata de aductos de los nucledsidos con radicales OH

formados por la radidlisis del agua, ademas de fragmentos de descomposicion del sustrato.
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Fig. 17. Continua...
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Fig. 17.: Andlisis por HPLC de adenosina y citidina irradiados en ausencia de arcilla:
a) Estandar de nucledsidos y sus bases nitrogenadas sin irradiar,
b) Disolucion de nucledsidos irradiada 30 min (dosis = 5.17 KGy),
¢) Disolucion de nucledsidos irradiada 1 h (dosis = 10.34 KGYy),
d) Disolucion de nucledsidos irradiada 2 hrs (dosis = 20.68 KGy),
e) Disolucion de nucledsidos irradiada 4 hrs (dosis = 41.36 KGy),
) Disolucion de nucledsidos irradiada 5 hrs (dosis = 51.70 KGy).

Fuente: datos experimentales.

La tabla 5 muestra los porcentajes relativos de nucledsido y su base nitrogenada
correspondiente presentes en cada punto de la curva de descomposicion medido. Fueron
calculados sobre las areas relativas de los picos en los cromatogramas obtenidos por HPLC
(como los mostrados en los incisos a. a f. de la figura 17), considerando el area del pico de
estandar sin irradiar como 100%. El porcentaje restante corresponde a otros productos de
radiolisis, posiblemente aductos de ‘OH en diferentes posiciones del anillo base y

fragmentos del sustrato origina.
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2.

Tabla 5.: Porcentajes de nucledsidos y bases nitrogenadas presentes a distintos
tiempos de irradiacion en ausencia de arcilla

Muestra Tiempo de Irradiacién / % de % de Base
Dosis (KGy) Nuclessido Nitrogenada
30 min / 5.17 44 33
o 1h/ 1034 20 49
é%in ;:/;)m‘i 2 hrs/ 20.68 0 44
4 hrs / 41.36 0 19
5hrs/51.70 0 0
30 min / 5.17 99 0
Guanosina Lh/ 1034 47 53
1B M) 2 hrs / 20.68 0 100
( 4 hrs / 41.36 0 0
5hrs/51.70 0 0
30 min / 5.17 100 0
S 1h/10.34 76 24
f‘gf‘ ;}‘1 2 hrs / 20.68 0 15
( ) 4 hrs /41.36 0 0
5hrs/51.70 0 0
30 min / 5.17 3 97
1 1h/10.34 0 0
[irE“j 1&‘1 2 hrs / 20.68 0 0
( ) 4 hrs /41.36 0 0
5hrs/51.70 0 0
30 min / 5.17 100 0
. 1h/10.34 100 0
)i?f‘;\zma 2 hrs/ 20.68 100 0
( ) 4 hrs / 41.36 0 100
5hrs/51.70 0 0

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

Descomposicion de nucledsidos en presencia de arcilla: andlisis por HPLC
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Fig. 18.: Descomposicion de nucleosidos en presencia de arcilla: andlisis por HPLC:
a) Adenosina, b) Citidina.

Fuente: datos experimentales.
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En los incisos a. y b. de la figura 18 se ejemplifica con los cromatogramas de dos
nucledsidos (uno purinico y otro pirimidinico) el comportamiento de éstos compuestos al
ser irradiados, con una dosis de 51.70 KGy, estando adsorbidos en arcilla. El resultado se
compara graficamente con el obtenido al irradiar el mismo compuesto en ausencia de
arcilla.

Se observa que en presencia de arcilla, la adenosina sobrevive a la dosis aplicada y se
forma una cantidad considerable de adenina; mientras que en ausencia de arcilla no se
recupera adenosina, y solo una pequefa cantidad de adenina.

En el caso de la citidina, tras la dosis aplicada no se recupera el nuclesdsido, pero si una

mayor cantidad de la base nitrogenada en presencia de arcilla.

La tabla 6 muestra los porcentajes relativos de nucleosido presentes en las muestras
expuestas, en presencia de arcilla, a radiacién gamma durante 5 horas (dosis = 51.70 KGy);
comparados con los que se obtienen de las desorciones efectuadas sin irradiar y de las
disoluciones irradiadas el mismo tiempo en ausencia de arcilla. Los porcentajes fueron
calculados sobre las dreas relativas de los picos en los cromatogramas obtenidos por HPLC,

tal como se calcularon para el experimento de desorciones.

Tabla 6.: Porcentaje de nucledsidos presentes en muestras irradiadas en presencia de arcilla.

%d Experimento en presencia de arcilla % de Nuclessido
o de
te t
Muestra | Nuclessido % de Nuclessido % de Nuclessido l;il:;z?:géen :15
Adsorbido recuperado sin recuperado tras . .

. .. . .. ausencia de arcilla

irradiacion irradiacion
Adenosina 90.52 55.87 51.23 0
Guanosina 88.46 72.94 25.76 0
Citidina 68.14 72.04 0 0
Uridina 4.41 50.34 0 0
Xantosina 73.89 77.50 56.49 0

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

En la tabla se sefala que en ausencia de arcilla, no se recupera ninguin nucledsido tras la
dosis aplicada, mientras que en presencia de arcilla, atin cuando disminuye el porcentaje
de recuperacion frente al que se obtiene sin irradiar las muestras, es posible recuperar

nucledsidos purinicos y xantosina. Los pirimidinicos se destruyen con esa dosis.
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E. Experimentos de Desecacion:

1. Desecacion de arcillas con nucledsidos adsorbidos a distintas temperaturas:

andalisis por HPLC
En los incisos a., b. y c. de la figura 19 se ejemplifica el comportamiento de los tres tipos
de nucledsidos del estudio (purinicos -adenosina-, pirimidinicos -citidina- y la

xantosina), al ser desorbidos de arcilla que fue sometida a desecacion a tres distintas

temperaturas.
T=22°C T=30C; : T = 60°C
N
Adenosina—>
Adenosina > ¥ ! adenina >
5 ]
N i |
adenina > | ! \
1 |
‘ )1 adenina 2> i 1
) .
! \ \ i Adenosina
‘\ \ ‘ \
} N
\ RS

FTreT

TRRT

T =22°C

3 ‘ T =30°C & T = 60°C
N I M
< Citidina € Citidina

< Citidina
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Fig. 19. Continua...
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T =22°C
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Fig. 19.: Desecacion a distintas temperaturas de nucledsidos adsorbida en arcilla: analisis
por HPLC: a) Adenosina, b) Citidina, c) Xantosina.

TART
TRRT

Fuente: datos experimentales.

La tabla 7 muestra la relacion porcentual de nucledsidos y sus bases nitrogenadas en los
cromatogramas obtenidos para el experimento de desecacion a distintas temperaturas. Los

valores son calculados a partir de las areas de los picos en los cromatogramas.

Tabla 7.: Porcentaje de nucledsidos y sus bases nitrogenadas recuperados
tras desecacion de la arcilla a distintas temperaturas.

MUESTRA Temperatura de Desecaciéon
T=122°C T =30°C T =60°C
) % de nucledsido 79.83 48.12 3.89
Adenosina
% de base nitrogenada 15.54 46.93 84,52
) % de nucledsido 87.11 71.21 46.28
Guanosina
% de base nitrogenada 9.05 17.37 41.88
o % de nucledsido 91.13 87.49 91.02
Citidina
% de base nitrogenada 0 0 0
- % de nucledsido 78.32 76.88 79.45
Uridina
% de base nitrogenada 0 0 0
) % de nucledsido 63.21 25.94 0
Xantosina
% de base nitrogenada 0 0 0

Fuente: datos calculados sobre experimentales.

Se observa que para los nucledsidos purinicos, a medida que se incrementa la
temperatura, disminuye el porcentaje de nucledsido recuperable e incrementa el de su base
nitrogenada correspondiente. En el caso de los nucledsidos pirimidinicos no hay cambios
significativos relacionados con la temperatura. La xantosina sufre descomposicion al
incrementarse la temperatura, pero no produce xantina. Nuevamente, queda fuera del

enfoque del estudio el determinar los productos de descomposicion.
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V. Discusién de Resultados

Antes de iniciar los experimentos de adsorcion y demas pruebas se verifico la estabilidad
de los nucledsidos en disolucién a un intervalo amplio de valores de pH (entre 2 y 10), para
descartar que los resultados de las pruebas realizadas en presencia de arcilla fuesen efecto
directo del pH de la disolucion mas que de la superficie mineral. Para ello se monitore6 por
HPLC el comportamiento de las disoluciones durante 12 dias (que se considerd tiempo
apropiado para este experimento simulado). Se encontré que para todos los nuclessidos en
estudio, la estabilidad conforme pasa el tiempo, a pH 4cido y neutro es siempre superior al
80.8%, y es mayor que a pH basico, donde el limite inferior se situé en 65.1%. Durante el
periodo monitoreado no se detectan, como productos de descomposicion, cantidades
mesurables de las bases nitrogenadas correspondientes a cada nucledsido.

Inclusive, se analizaron disoluciones de nucledsidos a pH 2 almacenadas en refrigeracion
(a 10°C) por periodos cercanos a un afio y se observo solo hidrolisis parcial de las muestras (se
identifico la base nitrogenada correspondiente), que aun contenian mas del 60% del analito
original.

Estos resultados contradicen hasta cierto punto las referencias que sefialan la facilidad
con que se hidrolizan estos compuestos a pH acido, en especial los purinicos (Pefia, et al.,
2004). Probablemente suceda que se requieran periodos mas largos, mayor temperatura y
concentraciones de dcido mas altas para promover la hidrélisis.

En las grificas de estabilidad de algunos nucledsidos (guanosina y citidina en particular)
se presentan algunos puntos a pH alcalinos en los que se detecta “mas del 100%” esperado de
analito. Estos pueden deberse a la formacién de aductos del nucleésido con grupos OH del
medio alcalino, que serian compuestos con coeficientes de extincion mas altos que absorberian
en la misma longitud de onda y que podrian presentar el mismo tiempo de retencion que los
nucledsidos (o muy cercano), por lo que aparecerian dentro del mismo pico sin separarse.

El que los picos oscilen se relacionaria con equilibrios entre las especies formadas y la

original, asi como variaciones en las mediciones experimentales.

En todo caso, para efectos del estudio, puede descartarse que los resultados de los
experimentos siguientes fuesen consecuencia directa de la acidez del medio, en vez de ser efecto

de la presencia de las arcillas, sobre todo considerando que los cinco nucledsidos resultaron

40



muy estables a pH=2, tnico pH al que se requirié exponer las muestras por periodos de mas de

unas horas.

Pruebas de Adsorcion

Al igual que las bases nitrogenadas y otros compuestos estudiados en trabajos
precedentes, como los de Andrés Guzman Marmolejo (2006), y Maria Colin Garcia (1999), los
nucledsidos pueden ser rapidamente adsorbidos por la montmorillonita de sodio a valores de
pH bajos (cercanos a 2), alcanzando un méximo de adsorcion tras 10 min de agitacion de la
mezcla. Siendo los de origen purinico (adenosina y guanosina) los adsorbidos en mayor
porcentaje.

La mayor facilidad de adsorcion de los nucledsidos purinicos puede deberse a varios
factores a la vez, pero estructuralmente, podria pensarse en que poseen mas orbitales T que
permiten la deslocalizacion de electrones en su estructura de manera mis extensa que en los
nucledsidos pirimidinicos, y éstos contribuyen a la adsorcion. Sin embargo, los factores que
afectan el fendmeno de adsorcion de cada compuesto son especificos de cada molécula, pues
abarcan desde sus valores de pKa, fuerzas de van der Waals, fuerza ionica de la solucion y
fendmenos de co-adsorcion, hasta impedimentos estéricos causados por la forma y tamafio de
las moléculas (Negron, et al., 2010).

Las diferencias entre la capacidad de adsorcion de estas moléculas a distintos pH se
relacionan con las estructuras de sus especies dominantes en cada medio, debido a que el
mecanismo de adsorcion principal en arcillas es el intercambio idnico (Lailach, et al., 1968).

Inicialmente, a pH=2 se esperaria que todas estuviesen completamente protonadas, de
manera que puedan entrar en el canal interlaminar de la arcilla (cargado negativamente), sin
embargo, no todas habrian de mostrar exactamente el mismo comportamiento a los mismos
valores de pH, como se ha comprobado para algunas bases nitrogenadas (Guzman-Marmolejo,
2006).

Por ejemplo, para la uridina, el porcentaje de adsorcion es sumamente bajo (2.61%) a pH
2, y practicamente cero para todos los nucledsidos a pH 6. Utilizando los valores de pKa de los
nucledsidos (Véase Tabla 8.) para estimar los probables comportamientos de éstos a pH =2, se
puede entender que la Uridina (pK; < 0.5), seguida de la Xantosina (pK; = 2), tengan tan bajos

porcentajes de adsorcion, pues no se hallan totalmente protonadas a ese pH. En contraste, la
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Adenosina (pK; = 3.5), Guanosina (pK; = 4) y Citidina (pK; = 4.3) que se debiesen hallar

totalmente protonadas por sus pKa mas altos, presentan porcentajes de adsorcién mayores.

Tabla 8.: Sitios de ionizacion y pKa de nucleosidos.

Nuclessido pKa Especie Ios:ilz(;ccil;n Estructura base
pKi=3.5 cation N,
. B ) ribosa: 2’-,
Adenosina pK,=12.34 neutra 301
pKs = ~ anion
0
pKi =4 cation N; "
H—N7{ ¢ 3C—N
Guanosina pK; =9.25 neutra N,/CsO II j“ Il
S C—H
2
pKs = —~ anion ribosa Ilﬁbosa
L NH,
pKi=4.3 cation N; I
C
Z N
Citidina pK;=12.24 neutra ribosa Ifa ¢ :ﬁ: H
O/Cz\l C—H
pKs = —~ anion
HRibosa
(¢]
pK;<0.5 cation a7 "
H—N7" g\C—H
Uridina pK;=9.3 neutra N;/C,O | 8 65"
o /CZ\&/C H
pK; =12.59 anion ribosa l
Ribosa
0
pK =2 cation N, "
H—N7 ¢30—N
Xantosina pK; = 5.67 neutra Ni/C0/C.O I: ° f" LII
O/C\\&/ \QN/C_H
pKs = —~ anion ribosa |
H Ribosa

Fuente: datos seleccionados de Izatt, et al. (1977).

En la tabla 8. se muestran los valores promedio publicados para los pKa de los
nucledsidos. No se halla bien establecida la estructura de todas las especies, pues se desconocen
con exactitud los sitios de protonacién en algunos nucledsidos, mientras que en otros, como en
la xantosina, se especula sobre “micro-especies” que se forman simultineamente y mantienen

un equilibrio en un cierto intervalo de pH (Izatt, et al. 1977).

42



Debe recordarse nuevamente que existen otros mecanismos de adsorcién que modifican
el comportamiento de cada compuesto organico, de acuerdo a su estructura, como la formacién
de complejos con los contraiones presentes en el canal interlaminar de las arcillas (van Olphen,

1977) y fuerzas de Van der Waals.

El experimento demuestra la capacidad concentradora que las arcillas poseen para los
nucledsidos en general, atin cuando sefnala diferencias sustanciales entre los de origen purinico
y pirimidinico. El hecho de que puedan ser concentrados dentro de la arcilla, resulta muy
importante en el contexto de evolucién quimica, puesto que se ha estimado que en la “sopa
primigenia” propuesta por Oparin-Haldane, las moléculas de importancia biolégica debieron
hallarse en concentraciones sumamente bajas, entre 10°M y 10""M, lo que haria dificil que
ocurrieran reacciones entre ellas (Shapiro, 1986). El que las moléculas se concentren dentro
de la red del minera permite plantear la posibilidad de que la proximidad entre las moléculas
promoviera en algin momento y bajo condiciones particulares, la sintesis de compuestos mas
complejos o reacciones de polimerizacion.

Pese a que se supone los océanos en la Tierra primitiva tuvieron valores de pH cercanos a
8 (Mosqueira, et al.,1996) y éstos han probado ser inadecuados para la adsorcion de varios
compuestos organicos (como los nucledsidos en este caso), se ha propuesto que cuerpos de agua
menores pudieron, gracias a su dinamica de flujos y evaporacion, sufrir amplias variaciones de
pH, inclindndose a medios 4cidos por la formacion de 4cido carbonico y férmico por adsorcion
de dioxido de carbono atmosférico en el agua (Walker, 1985). El descenso en el pH en esos
microambientes podria haber favorecido la adsorciéon y concentracién de estos compuestos

orgdnicos.

Adicionalmente se hizo un experimento de difraccion de rayos X de polvos para
comprobar si la adsorcion se realizaba efectivamente dentro del canal interlaminar (como se
supondria debiese ser, por tratarse de especies cargadas positivamente en medio acido). En ¢l,
se adsorbio cada nucledsido en la arcilla y ésta se someti6 a desecacion a baja temperatura para
eliminar el agua totalmente.

En todos los casos se observd el ensanchamiento del canal interlaminar de manera
coincidente con los porcentajes de adsorcion calculados para cada nucledsido en el
experimento anterior, de modo que, por ejemplo, el ensanchamiento del canal para la arcilla

con adenosina adsorbida a pH=2 (de 11.91 A en la arcilla pura a 14.07 A) es considerablemente
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mayor al observado en arcilla con adenosina adsorbida a pH=6 (de 11.91 A a 12.93 A), pH al

que el porcentaje de adsorcion registrado fue minimo.

Pruebas de Desorcién

Para que un mineral se considere til como superficie concentradora de un compuesto en
particular, no soélo debe ser capaz de adsorberlo, sino debe liberarlo intacto, por lo menos en
algun porcentaje. Por ello, se efectuaron las pruebas de desorcion a cada nucledsido, a distintos
valores de pH, observando su comportamiento en los distintos medios.

Se ensayo la desorcion de los nucleosidos a pH 2, 5, 8 y 12, valores seleccionados
pensando en los probables ambientes terrestres primitivos. A pH 2 no se consigue extraer
nada, y a pH 12 se observa descomposicion de los nucledsidos. A pH 5 y 8 si ocurre desorcion,
siendo mayor el porcentaje recuperado a pH 8. Esto se explica ficilmente si se piensa
nuevamente en términos de las especies formadas al pH del experimento. A pH basico los
nucledsidos dejan de estar protonados y son liberados de la estructura cristalina de la arcilla,
siendo reemplazados por agua y cationes intercambiables del medio.

El que el porcentaje de recuperacion no sea del 100%, y en particular, el que no se haya
recuperado nada de xantosina ni uridina a pH=5 sugieren que el intercambio iénico no es el
Unico mecanismo de adsorcion, por lo que el cambio de pH no libera todas las moléculas que
ingresaron. Podria suceder que el bajo porcentaje de xantosina y uridina que se adsorbieron
en la arcilla no lo hicieran por intercambio iénico, dado que no se hallaban totalmente
protonadas, sino formaran alguna otra clase de unién que no puede ser liberada facilmente por
el simple cambio del pH del medio.

Al ensayarse una “segunda extraccion” de los nucledsidos de la arcilla, se comprobd que
es posible sacar otra pequenia cantidad repitiendo el proceso, lo que podria sehalar que las
uniones formadas por las moléculas organicas no son siempre tan fuertes, y compiten con el
agua, de modo que ésta puede irlas desplazando progresivamente. Esta podria resultar una
explicacion factible si se considera que la adsorcion como fendmeno complejo, depende entre

otros factores, del nimero de moléculas de agua presentes (Colin-Garcia, 1999).

Se investigd al mismo tiempo la posibilidad de que el tiempo que pasan los nucleosidos
adsorbidos alterase su estructura, ya que es probable que en la Tierra primitiva, pasaran
periodos prolongados antes que las condiciones circundantes (de pH especialmente) cambiaran

lo suficiente como para ocasionar la desorcion. Aunque los tiempos geolégicos no son
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comparables a los del experimento, éste puede brindar alguna clave sobre el efecto catalitico
que podrian haber tenido las arcillas sobre estas moléculas organicas a corto y/o mediano plazo.

De este modo, se observd que no hay cambios significativos en el porcentaje recuperado
de nucledsido tras la desorcion, habiéndose efectuado ésta inmediatamente después de la

adsorcion y siete dias mas tarde.

Experimentos de Irradiacion

A diferencia de las bases nitrogenadas, los nucledsidos en disolucion son
considerablemente resistentes a la irradiacion gamma andxica en ausencia de arcilla,
sobreviviendo intensidades de dosis promedio de 172.33 Gy/min hasta por 2 horas antes de
descomponerse totalmente. Esto se debe probablemente a su estructura més grande y rica en
electrones que les permite deslocalizar la energia recibida y los radicales libres que se forman,
durante mas tiempo.

Todos los nucledsidos examinados, exceptuando la uridina que se destruye casi
inmediatamente, resisten sin mayor cambio dosis de radiacion de hasta 20.68 KGy, tras la cual
decaen ripidamente, pasando por la formaciéon de sus bases nitrogenadas y la posterior
destruccion de éstas, al alcanzar los 51.70 KGy. Sin embargo, dicha resistencia es mas marcada
en los nucledsidos purinicos. La probable explicacion a este fendmeno se encuentra en la
mayor capacidad de resonancia (deslocalizacion) de la energia y radicales recibidos durante la
irradiacion que presentarian los nucledsidos purinicos, gracias a su estructura con orbitales T

mas extendidos, la cual los haria mas resistentes.

Cuando los nucledsidos purinicos y la xantosina son adsorbidos en arcilla y se les somete
a irradiacion, pueden ser recuperados en porcentajes variables (siempre menores a los obtenidos
cuando se extraen de arcilla sin irradiar) atun después de someterlos a la dosis de radiacion
ensayada durante 5 horas (51.70 KGy)), lo que demuestra la capacidad de las arcillas para
protegerlos.

Los nucleosidos pirimidinicos adsorbidos en arcilla no sobrevivieron la dosis ensayada
durante 5 horas como los purinicos. En el caso de la citidina se recuperé citosina, su base
nitrogenada, lo que conduce a pensar que el nucledsido resiste la dosis aplicada durante algtin
tiempo, pero no las 5 horas. En el caso de la uridina, es probable que dada la minima cantidad
que se adsorbe, el porcentaje que se pierde en la desorcion, y el porcentaje destruido por la

radiacion, no haya sido detectable lo que sobrevivié al proceso. Asi mismo, como se establecio
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en el experimento de irradiacion en ausencia de arcilla, la uridina es mas propensa a la
descomposicion inducida por radiacion, asi que era de esperarse en cierto modo, no fuese capaz

de resistir esa dosis por tanto tiempo.

El efecto protector de la arcilla sobre los nucledsidos purinicos y la xantosina adsorbidos
en ella puede explicarse como resultado de que ésta absorbe y dispersa a través de su estructura
cristalina parte de la energia recibida de la fuente, al igual que lo hace el agua de la disolucion.
Con ello se disminuye la probabilidad de la ionizacion directa sobre los nuclessidos, lo que
reduce la velocidad de degradacion de las moléculas.

Al mismo tiempo, al estar fijadas las moléculas en su sitio de adsorciéon, no pueden
interactuar libremente con todo el medio, estando limitadas a reaccionar con especies vecinas.
De esta forma, disminuyen las interacciones con los productos de radiolisis del agua (o efectos
indirectos de la radiacion), que son probablemente responsables en buena medida de la
descomposicion de las moléculas organicas (Guzman-Marmolejo, 2006). Asi mismo, al haber
menor cantidad de agua en el canal interlaminar, disminuyen los productos de radidlisis
alrededor de las moléculas organicas adsorbidas, como el ‘OH, los cuales constituyen las
especies mds reactivas hacia los grupos aromaticos.

El resultado final del experimento revela que las arcillas si tienen un efecto protector de
los nucledsidos (purinicos especialmente) frente a la radiacion ionizante, lo que en términos de
evolucion quimica constituye un hecho importante, ante la posibilidad de que éstos se hubiesen
formado en la Tierra primitiva (y de hecho, los purinicos son los tnicos cuya sintesis abiotica se
ha establecido apropiadamente bajo condiciones prebioticas (Collins, 2005)), pues podrian
haberse concentrado y protegido en esta clase de minerales, para mas adelante formar

estructuras mas complejas, como se ha postulado en la teoria del mundo de ARN (Collins,

2005).

Experimentos de Desecacion
Ademas del pH, la temperatura fue un factor variable durante el periodo de evolucion
quimica en la Tierra, el cual paso en el océano de 80°100°C a 30°50°C (Lowe, 1994). Con
esas temperaturas era posible la evaporacion constante del agua, especialmente en regiones de
aguas someras, al borde de las placas pseudocontinentales, en las que arcillas pudieran haber

estado en contacto constante con el agua y la desecacion. Por ello, se hace valioso el investigar
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el efecto que la desecacion a distintas temperaturas podria haber tenido en compuestos

organicos como los nucleosidos.

Segtin los experimentos, el tiempo que los nucledsidos pasan adsorbidos en la arcilla no
afecta su estructura (anilogamente a como ocurre con las bases nitrogenadas, que han sido
evaluadas luego de permanecer adsorbidas por periodos de mas de un afo), a diferencia de la
temperatura, cuyo incremento promueve la hidrolisis de los nucledsidos purinicos vy
descomposicion de la xantosina. Los nucledsidos pirimidinicos no se ven afectados.

Estos resultados podrian interpretarse como producto de diferencias en el tipo de
adsorcion que sufre cada nucledsido. En el caso de los purinicos que se hidrolizan, la reaccién
es posiblemente efecto del calentamiento del medio acido de la disolucion al momento del
desecado, puesto que calor y medio acido son condiciones tipicas de hidrolisis (Luque, 2001).
A pesar de ello, estos nucledsidos sobreviven en pequefias cantidades a temperaturas de 60°C,
lo que les brindaria oportunidad de sobrevivir atn en esos casos. No asi la xantosina, cuya
descomposicion no se detiene en su base nitrogenada.

En el caso de los pirimidinicos, podria pensarse que al no ser adsorbidos por intercambio
ionico, forman alguna clase de complejo con los iones intercambiables del canal interlaminar o
la misma estructura cristalina de la arcilla, el cual impide (ya sea por repulsiones electrostaticas

o estéricas) la hidrolisis 4cida del nucledsido atin cuando se incrementa la temperatura.
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VI. Conclusiones y Consideraciones Finales

Se puede afirmar que las arcillas como la montmorillonita de sodio, funcionan como
superficies concentradoras de nucleosidos, especialmente del tipo purinico. El hecho resulta
importante porque indica que de haber existido estas moléculas u otras anilogas durante el
periodo de evolucion quimica de la Tierra primitiva, éstas podrian haber interactuado entre si
al hallarse proximas unas a las otras, favoreciendo reacciones que condujeron al aumento de
complejidad de los sistemas prebidticos.

Dicha capacidad concentradora es especialmente dependiente de la estructura de cada
nucledsido y el pH del medio acuoso en que se lleve a cabo, segiin sugieren las variaciones en
los porcentajes de adsorcion y desorcion de los distintos tipos de nucledsidos, en relacion con
las especies quimicas dominantes a en cada valor de pH. El mecanismo principal de adsorcién
para estas moléculas organicas es el intercambio idnico, ain cuando existen otros que proceden
al mismo tiempo.

La adsorcion de los nucledsidos es favorecida a pH 4cido (alrededor de pH=2), y su
desorcion a pH neutro o ligeramente basico (alrededor de pH=38), puesto que el proceso ocurre
dentro del canal interlaminar de la arcilla, que posee cargas negativas ocasionadas por la
estructura tridimensional de este mineral.

Las condiciones de pH requeridas por los nucledsidos para su adsorcion implicarian que
ese proceso se llevd a cabo Unicamente en microambientes de la Tierra primitiva, donde
condiciones atmosféricas procuraron el incremento de la acidez en medios acuosos.

Ademis de actuar como superficie concentradora, la montmorillonita de sodio presenta
un efecto protector sobre los nucledsidos organicos adsorbidos en ella, especialmente notorio
para los del tipo purinico. La causa de tal fenémeno se relaciona probablemente con dos
situaciones independientes: la capacidad de la arcilla de capturar parte de la energia que se
aplica, disminuyendo los efectos ionizantes directos de la radiacion, y la reduccion del numero
de interacciones que pueda llevar a cabo cada molécula de nucledsido con los productos de
radiolisis del agua (particularmente con el radical OH), al estar adsorbidas en un punto fijo
dentro de la estructura cristalina del mineral.

Finalmente, la temperatura a la que se desecan las arcillas en las que se adsorbieron
nucledsidos afectan especialmente a los del tipo purinico y a la xantosina, desencadenando su

hidrélisis dcida al incrementarse.
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VIII. Anexos

A. Obtencion de Agua Tridestilada (Método de Donnell y Sangster, 1970)

Se conectan en secuencia tres equipos de destilacion con columnas de Vigraux y
condensadores. En el primer balén se coloca una solucién de 1g KMnO, + 1g NaOH / 1L de
agua bidestilada, en el segundo 0.5mL H,SO, + 1g K,Cr,O; / 1L de agua bidestilada, en el
tercero solo se destila nuevamente el agua sin reactivo alguno.

Este procedimiento elimina toda la materia orgdnica presente en el agua (Albarran, G.,

1982).

B. Difraccion de Rayos X: Método Analitico Aplicado

El procedimiento aplicado a las muestras en polvo fue: “Difraccion de rayos X por el
método de polvos para la Identificacion de compuestos policristalinos”.

Las muestras se montaron en portamuestras de vidrio, utilizando el método: “montaje de
polvo en una cavidad”, y se analizaron en un difractémetro SIEMENS D5000, utilizando
radiacion Ko de Cu (M0=1.5406 A), a 35 kV, 30 mA, durante 58 min, en un intervalo de
3°<20<80°. Se utilizo la base de datos “International Centre for Diffraction Data, Powder

Diffraction File” (ICDD-PDF) para la identificacion de la arcilla.
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