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Carta del editor

El volumen 44 numero 1 de 2015 de la Revista Colombiana de
Quimica cuenta con la participacion de distintos autores nacionales e
internacionales. Las contribuciones provienen de autores de Colombia
y Chile. A continuacién presentamos los contenidos del nimero, publi-
cados de acuerdo a su tematica.

En la seccién de Quimica Organica y Bioquimica tenemos dos ar-
ticulos. El primero de ellos estudia la proteina PfGBP de Plasmodium
falciparum. Por medio de este trabajo se dedujo que dicha proteina pre-
senta capacidad de union al ADN telomérico de este microorganismos;
esto fue observado in vitro por lo que podria ser parte del complejo
proteico encargado de proteger o mantener el teldmero in vivo y de esta
forma mantener la estabilidad del ADN. El segundo articulo estudia el
metabolismo de la ingesta de creatina en la dieta y sus efectos en el en-
trenamiento de fuerza, de esta manera se amplia el conocimiento de la
bioquimica deportiva. El articulo explica el aumento de masa muscular,
la fuerza, la resistencia a la fatiga y el rendimiento en ejercicios de inten-
sidad por medio del estudio de la biodisponibilidad energética de creati-
nay la accién buffer del sistema creatina/fosfocreatina/creatin quinasa.

Enla seccion de Quimica Aplicada y Analitica tenemos también dos
articulos. El primero de ellos presenta la validacion de los métodos esta-
blecidos por la UNODC (Oficina de las Naciones Unidas Contra la Dro-
gay el Delito) para la cuantificacion y extraccion de benzometilecgonina
(cocaina) presente en las hojas de coca (Erythhroxylum coca), en té de
coca y en clorhidrato de cocaina. Los métodos estudiados fueron extrac-
cién soélido-liquido y extraccion soxhlet. Se encuentra que por medio del
segundo método se consigue aislar el analito de interés de manera mas
eficiente y de esta manera se facilita su cuantificacién por cromatografia
de gases acoplada a un detector de ionizacion por llama (CG-FID). En
el segundo articulo se presenta la cuantificacién de trihalometanos en el
agua de consumo humano de la ciudad de Pereira-Colombia por medio
de microextraccion en fase sélida acoplada a cromatografia de gases. Se
optimizaron las variables del método analitico y se encontré que los tri-
halometanos presentes en el sistema de aguas se encuentran dentro del
rango permitido por la legislacion nacional e internacional.

Finalmente, en la seccion dedicada a la Ensefianza de la Quimica se
presentan dos articulos. Uno de ellos esta dedicado a revisar la impor-
tancia de la quimica en la practica clinica de fisioterapia en la Universi-
dad Bernardo de O’Higgins, en Santiago-Chile. El estudio se basa en las
opiniones tanto de maestros como de estudiantes sobre qué tan impor-
tantes resultan ciertos temas de la quimica en el desarrollo de la carrera
de fisioterapia. Como resultado se obtiene que los temas considerados
mas importantes estan relacionados con la quimica bioldgica y que, por
el contrario, los participantes consideran poco importante la quimica or-
ganica. Este articulo nos muestra la relacion interdisciplinar que puede
alcanzar la quimica en carreras distintas, dedicadas a la salud humana.

El ultimo articulo presenta un estudio sobre las primeras concep-
ciones que se tienen sobre la quimica en cursos de nivelacién de cole-
gios publicos y privados de la ciudad de Bogota-Colombia. El estudio
se hace a través de las respuestas graficas que muestran las primeras
asociaciones de los estudiantes con el campo de la quimica, entre las
que predominan las relaciones con el laboratorio. Se encontré que es
posible analizar la percepcién de los jovenes sobre el drea de la quimica
gracias al estudio de expresiones graficas y establecer relaciones entre
edad, sexo y orientacion vocacional. Gracias a esta informacién puede
lograrse una mejor planeacion y desarrollo de las actividades del aula.

De esta manera, este nimero de la Revista Colombiana de Quimica
permite ampliar el conocimiento en temas de metabolismo y biologia
molecular, métodos analiticos y ensefianza de la quimica.

Editor's letter

The volume 44 number 1 of 2015 of Revista Colombiana de Qui-
mica has the participation of both national and international authors.
Authors are from Colombia and Chile. The following is the presentation
of the contents of this number.

The section of Organic and Biochemical Chemistry has two articles.
The first one studies the protein PfGBP from Plasmodium falciparum.
By means of this work it was deduced that the protein PfGBP presents
capacity of union to the telomeric DNA of this microorganism. This was
observed in vitro, so it could be part of the complex protein responsible
to protect or keep the telomere in vivo and thus keep the stability of
DNA. The second article studies the metabolism of the creatine intake
in the diet and its effects in the strength training, thus the article ex-
pands the knowledge of the sporting biochemistry. This article explains
the increase of muscle mass, the strength, the fatigue resistance, and
the performance in intense exercises, through the study of the creatine
energetic bioavailability and the buffer role in the system creatine/phos-
phocreatine/creatin kinase.

The section of Applied and Analytical Chemistry have also two ar-
ticles. The first of them presents the validation of the methods establis-
hed by the UNODC (United Nations Office on Drugs and Crime) for
the quantification and extraction of benzoylmethylecgonine (cocaine)
present in coca leaves (Erythhroxylum coca), in coca tea, and in co-
caine hydrochloride. The methods studied were solid-liquid extraction
and soxhlet extraction. It was found that the second method isolate
the target analyte more efficiently. It facilitates its quantification by gas
chromatography coupled to a flame ionization detector (CG-FID). The
second article shows the quantification of trihalomethanes in water for
human consumption from the city of Pereira-Colombia through solid
phase microextraction coupled to gas chromatography. The variables of
the analytical method were optimized and it was found that the trihalo-
methanes present in the system of waters were within the range permit-
ted by the national and international legislation.

Finally, the section dedicated to the Teaching Chemistry presents
two articles. One of them is dedicated to review the importance of che-
mistry in the clinical practice of physiotherapy in the University Bernar-
do of O’Higgins, in Santiago-Chile. The study is based in the opinions
of both teachers and students about how important are some chemistry
subjects in the development of the physiotherapy career. The subjects
considered as important the topics related with the biological chemis-
try and that, on the contrary, the participants consider little significant
the organic chemistry. This article shows the interdisciplinary relation
that the chemistry can reach in diverse careers, dedicated to the human
health.

The last article brings a study about the first conceptions that some
students in leveling courses of public and private schools of the Bogota-
Colombia city have about chemistry. The study is done through graphic
answers that show the first students associations with the chemistry
field, in which predominate allusion to laboratory. The study revealed
that the perception of young people about the chemistry area might be
achieved by study their graphic expressions, as well as it is possible to es-
tablish relations among age, sex, and vocational orientation. This infor-
mation might be useful to achieving a better planning and development
of the classroom activities.

All in all, this number of Revista Colombiana de Quimica expands
the knowledge in subjects such as metabolism and molecular biology,
analytical methods, and chemistry teaching.
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PfGBP: una proteina de
union al telomero de
Plasmodium falciparum

PfGBP: A Plasmodium
falciparum telomere
binding protein

PfGBP: uma proteina de
ligacao o telomero em
Plasmodium falciparum

Resumen

Abstract

Resumo

Los telémeros son estructuras complejas de
ADN vy proteina localizadas en el extremo
de los cromosomas eucariotes. Su principal
funcidn es proteger el extremo cromosomal
de ser reconocido y procesado como

ADN:s fracturado, evitando asi eventos

de recombinacidén y fusién que conducen

a inestabilidad cromosomal. El ADN
telomérico consta de secuencias cortas,
repetidas una tras otra, ricas en guanina; la
cadena rica en guanina se extiende formando
una region de cadena sencilla denominada
extremo 3’ protuberante. Las proteinas por
su parte, se pueden clasificar en: dsBPs, o
proteinas de union a la cadena doble, GBPs
aquellas que reconocen especificamente

el extremo protuberante y, proteinas que

las interconectan mediante interacciones
proteina-proteina. El gen PF3D7_1006800
de Plasmodium falciparum codifica para
una proteina putativa similar a una GBP

de Criptosporidium parvum, con el fin de
establecer si esta proteina de P. falciparum
presenta la capacidad de unién al ADN
telomérico del parasito, se produjo una
proteina recombinante a partir de la regién
codificante del gen, se purificé y se utilizé en
ensayos de unién a ADN, y en la generacion
de anticuerpos policlonales especificos contra
PfGBP. Nuestros resultados indican que la
proteina de P. falciparum es una proteina
nuclear con capacidad de unién al ADN
telomérico in vitro, por lo que podria ser
parte del complejo proteico encargado de
proteger y/o mantener el telémero in vivo.

Telomeres are specialized structures at the
end of chromosomes that consist of repetitive
DNA sequences and associated proteins. The
primary role of telomeres is to protect the end
of linear chromosomes from recombination,
fusion, and recognition as broken DNA ends.
This protective function can be achieved
through association with specific telomere
binding proteins. Telomeric DNA consists

of G-rich double-stranded arrays followed

by a single-stranded G-rich overhang.

The telomeric proteins can be classified in
dsBPs, which bind double-stranded DNA,
GBPs those that bind specifically to G-rich
overhang, and proteins that interact with
telomeric factors. Plasmodium falciparum
gene PF3D7_1006800 codifies for a protein
highly similar to Cryptosporidium parvum
GBP. In order to investigate whether the P,
falciparum protein binds telomeric DNA, a
recombinant protein was produced, purified
and DNA binding assays were performed.
Polyclonal antibodies against rPfGBP were
produced and tested in western blot. Our
results indicate that PfGBP is a nuclear
protein that binds telomeric DNA in vitro,
which could be part of the protein complex
responsible for protecting and/or maintaining
the telomere in vivo.

Os telomeros sdo estruturas complexas de
DNA e proteina localizadas no extremo

dos cromossomas dos eucariotas. Sua
principal fungéo é proteger o extremo

dos cromossomas para que nio sejam
reconhecidos e processados como DNAs
fraturados. O anterior evita eventos de
recombinagio e fusio que conduzem a
instabilidade nos cromossomas. O DNA
telomérico tem sequencias curtas e repetidas,
ricas em guanina. A cadeia rica em guanina
estende-se para formar uma regiao de cadeia
simples chamada extremo 3’ protuberante.
As proteinas podem-se classificar em: dsBPs
ou proteinas de unido a cadeia dupla, GBPs
que sdo as que reconhecem especificamente
0 extremo protuberante e, as proteinas que
interligam mediante interagdes proteina-
proteina. O gene PF3D7_1006800 de
Plasmodium falciparum codifica para

uma proteina similar a uma GBP de
Criptosporidium parvum. Com o objetivo

de estabelecer se a proteina de P. falciparum
presenta a capacidade de unido ao DNA
telomérico, foi produzida uma proteina
recombinante partindo da regiao codificante
do gene, purificou-se e utilizou-se nos ensaios
de unido ao DNA e na geragio de anticorpos
policlonais especificos contra PfGBP. Os
nossos resultados indicam que a proteina de
P, falciparum é uma proteina nuclear com
capacidade de unido ao DNA telomérico

in vitro, pelo que poderia fazer parte do
complexo proteico encarregado de proteger e/
ou manter o telémero in vivo.

Palabras clave: teldmero, proteinas de
union al teldmero, telomerasa, hnRNPs,
RRMs, extremo protuberante 3, proteina
recombinante, clonacion.

Keywords: telomere, Telomere binding
protein, telomerase, hnRPNs, RRMs,
3 “overhang, recombinant protein, cloning.
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Palavras-chave: telomerase, telomeros,
hnRPNs, RRMs, proteina recombinante,
extremidade 3} clonagem.
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Introduccion

El telémero es una estructura compleja de ADN y proteina presente
en los extremos de los cromosomas lineales eucariotes, cuya funcién
principal es mantener la estabilidad del cromosoma protegiéndolo de
degradacion, fusién y recombinacion, permitiendo asi la replicacion
completa del ADN (1). E1 ADN telomérico consta de secuencias cortas,
ricas en guaninas (G) que se repiten una tras otra. En la mayoria de or-
ganismos la cadena rica en G se extiende hacia el extremo 3’ generando
una regiéon de ADN de cadena sencilla denominada extremo protube-
rante 3’ u overhang (2). En cuanto a las proteinas teloméricas, éstas se
pueden clasificar en tres grupos: aquellas que se unen al ADN de cadena
doble o dsBPs (double strand binding proteins), las que se unen al ex-
tremo protuberante o ssGBPs (single strand G rich binding proteins)
y proteinas que las interconectan mediante interacciones proteina-pro-
teina (3). Este complejo multiproteico cubre y protege el ADN de ser
reconocido y procesado como ADN fracturado, por la maquinaria de
reparacion celular (4).

En células eucariotas, por cada divisién celular se presenta una pér-
dida de 50 a 200 bases de ADN telomérico, fendmeno conocido como
el problema de la replicacién final (5). En ausencia de mecanismos que
compensen esta pérdida, se observa que luego de un nimero determi-
nado de divisiones celulares los telémeros alcanzan una longitud critica,
lo cual interrumpe el crecimiento y lleva a un estado de senescencia
y muerte celular (6). Este acortamiento telomérico es un mecanismo
natural que limita la capacidad de proliferacion de las células somaticas,
contrario a lo que ocurre en células tumorales y en aquellas con alta tasa
de replicacién, en las que el problema de la replicacion final es solucio-
nado por la adicién de novo de secuencias teloméricas llevada a cabo
por un complejo de ARN y proteina denominado telomerasa (7). En
presencia de telomerasa activa, los teldmeros se extienden o mantienen,
la senescencia replicativa es evitada, y las células alcanzan un estado de
crecimiento indefinido o “inmortalizacion” (8).

En células que tienen telomerasa activa, la longitud del ADN telo-
mérico es normalmente regulada y mantenida dentro de limites defini-
dos (9). La telomerasa es activada cuando los teldmeros llegan a ser
muy cortos, e inactivada cuando se alcanza la longitud promedio; esta
activacion-inactivacion del complejo enzimatico es altamente regulada,
siendo el acceso al sustrato telomérico, uno de los principales puntos de
control. En este punto, las proteinas asociadas al telomero cumplen un
rol fundamental, previniendo o por el contrario, promoviendo el acceso
de la enzima al extremo protuberante 3’ y por tanto permitiendo en el
primer caso el acortamiento y en el segundo, la extensién (4,10).

Las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares 0 hnRNPs son
una gran familia de proteinas de unién a acidos nucleicos caracteriza-
das por dos motivos de reconocimiento de ARNs (RRMs) altamente
conservados (11), estdn involucradas en la maduracion del ARN
mensajero y en el mantenimiento del teldémero (12). En este aspecto,
pueden actuar como ssGBPs las hnRNPs Al, A2/B1, A3, D, y E y pro-
teinas homologas de otros organismos (13, 14, 15, 16, 17), como pro-
teinas que despliegan la estructura en G-cuadruplex las hnRNPs D,
UP1y A*2 (18, 19, 20), conformacién adoptada por la cadena sencilla
rica en guanina que secuestra el extremo telomérico e impide el ac-
ceso de telomerasa (21) y como proteinas que interactdan y regulan la
actividad del complejo telomerasa, las A1, C1/C2 y D (22, 17). Se ha
postulado que los motivos de unién a dcidos nucleicos les permitirian
actuar como un adaptador molecular entre el telomero y la telom-
erasa; un sitio reconoceria el sustrato telomérico (cadena sencilla rica
en guanina), mientras que el otro reconoceria la subunidad ARN del
complejo telomerasa (23,15).

Se han descrito ssGBPs similares a las hnRNPs encontradas en
Chlamydomonas reinharditi CtGBP1, Saccharomyces cerevisiae SCGBP2
o RFL6 y NPL3 y Cryptosporidium parvum CpGBP (24, 25, 26, 27, 28);

6

organismos unicelulares que presentan alta tasa de multiplicacién y que
podrian mantener la longitud de sus telémeros via telomerasa. Plasmo-
dium falciparum, agente causante de la forma mds severa de malaria
humana, es un parasito protozoario que presenta un complejo ciclo de
vida en el que la replicacion del ADN, fundamental para la proliferaciéon
del parasito, tiene lugar en varios puntos del ciclo celular (29). Sélo en el
huésped humano, cada parasito puede generar entre 16 a 32 células hijas
en un periodo de tan solo 48 h. Esta gran capacidad de proliferacion
sugiere la existencia de un mecanismo para el mantenimiento de los
telomeros que le permita compensar la pérdida de secuencias asociada
a cada ronda de replicacion y evitar la senescencia replicativa. Aunque
la actividad telomerasa en este pardsito fue reportada desde el afio 1998
(30, 31, 32), aun no se han identificado las proteinas que regulan esa
actividad enzimética.

Dado que el genoma de Plasmodium codifica para una proteina
similar a CrGBP y que proteinas humanas pertenecientes a la misma fa-
milia, no solo se unen al ADN telomérico sino que regulan la actividad
telomerasa, quisimos establecer si la proteina de P. falciparum puede
reconocer y unirse a oligos de cadena sencilla que simulan el ADN telo-
mérico. Para esto, se produjo y se purificé una proteina recombinante,
con la cual se realizaron ensayos de retardacion de ADN en gel. Ademds
se produjeron anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina re-
combinante que fueron usados en ensayos de western blot.

Materiales y métodos
Alineamiento mdltiple de secuencias

Se seleccionaron las secuencias de aquellas GBPs de organismos unice-
lulares (Chlamydomonas reinharditi, Cryptosporidium parvum, Saccha-
romyces cerevisiae, Eimeria tenella) de las que se tuviera alguna eviden-
cia de su capacidad de uniéon a ADN telomérico, se descargaron de la
base de datos del GenBank y se realizé el alineamiento con el programa
MEGA 6 (33). Los niimeros de acceso son: Cr GBP1: XP_001690066.1;
CpGBP: AAO39067.1; ScGBP2: P25555.1; EtGBP: CDJ37022.

Amplificacion de la region codificante de PF3D7_1006800

Se realizé un RT-PCR con RNA obtenido de trofozoitos de P. falciparum
cepa 3D7, como plantilla y oligos especificos que permiten amplificar
toda la region codificante del gen. La transcripcion reversa y la ampli-
ficacién se llevé a cabo en un solo tubo, bajo las siguientes condicio-
nes: Buffer 1X (Tris-HCl 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM, MgC123 mM,
DTT 10 mM), 50 ng de ARN, oligo antisentido BamHI-ATGTCGATG-
GAAAATAATAG 0,5 pM, dNTPs 0,5 mM y 2 U de enzima M-MLV
(PROMEGA) en un volumen final de 18 pL. Se incubé por una hora
a 42 °C se adiciond el oligo sentido NotI-TTATTCGTTATTTTCATA-
ATTAAC 0,5 mM y 2,5 U de Taq polimerasa. La amplificacion se llevo
a cabo con el siguiente perfil térmico: denaturacion inicial a 94 °C por 5
min; 35 ciclos de: denaturalizacion (94 °C por 30 s), anillaje (53 °C por
30 s) y extension (72 °C por 30 s); finalmente una extension a 72 °C por
7 min. La generacion del producto especifico de 741pb, se verificé por
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%.

Clonacion, expresion y purificacion de PfGBP
El producto de PCR obtenido fue insertado en los sitios BamHI y

NotI del vector de expresion pGEX4T?2, el cual permite la generacién
de la proteina de interés fusionada a glutation S transferasa (GST). El



pldsmido recombinante denominado pGEX-PfGBP fue utilizado para
transformar bacterias Escherichia coli de la cepa Codon Plus e inducir
la produccion de la proteina de fusion por adicién de IPTG (Isopropyl-
b-D-thiogalactopyranoside), a una concentracién final de 0,1 mM. Se
permitié el crecimiento por 16 h a 37 °C, las bacterias se recolectaron
por centrifugacion a 6000xg por 10 min a 4 °C, se resuspendieron en
buffer Tris 10 mM pH 7,5, NaCl 50 mM, glicerol 5% y se lisaron por
tratamiento con lisozima 1 mg/mL y choque térmico; cinco ciclos de
enfriamiento en nitrégeno liquido y calentamiento a 37 °C. Luego de
centrifugacion a 12000xg por 15 min a 4 °C se recuper? el sobrenadante
y se llevé a cabo la purificacién por cromatografia de afinidad con una
resina de glutatién sefarosa. Se permitié la interaccién resina-ligando
por 4 horas a 4 °C, la resina se lavé con diez volumenes de buffer de lisis
y finalmente las proteinas unidas de manera especifica se eluyeron por
adicion de glutation reducido a una concentracién de 10 mM. Todas las
fracciones de la cromatografia se analizaron por SDS-PAGE y western
blot; como anticuerpo primario se utilizé un anti GST comercial 1:2000
(Abcam) y como secundario un anti IgG de conejo conjugado a biotina
1:2000 (SIGMA).

Ensayos de union ADN—proteina: Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA)

Las reacciones fueron realizadas en buffer de unién 1X (Tris 10 mM
pH 7,5, KCl 50 mM, DTT 0,1 mM, MgCl2 5 mM, glicerol 5%) con 200
fmol de oligo biotinilado y 2-10 mg de GST-GBP en un volumen final
de 20 pL, por 60 min a 20°C. Los complejos proteina — sonda fueron
corridos en geles no denaturantes de poliacrilamida al 8%, transferidos
a membranas de nylon y entrecruzados a la membrana por radiaciéon
con luz UV por 5 min. La deteccion se realizé por quimioluminiscen-
cia con el kit LightShift EMSA (Thermo) segtin el protocolo sugerido
por el fabricante. Los oligos utilizados se denominaron: Tel G Biotin:
(GGGTT(T/C)A), para el oligo que simula la cadena sencilla rica en
guanina, Tel C Biotin: (T(G/A)AACCC), para el oligo complementario
y TSR Biotin: (GGGTT(T/C)A), para el oligo que simula ADN telo-
mérico de cadena doble.

Produccion de anticuerpos especificos contra PfGBP

Cuatro ratones Balb/c de seis semanas de edad fueron inmunizados in-
traperitonealmente con 50 mg de proteina emulsificada en adyuvante
completo de Freund. Al dia 14 y 28 se realizaron refuerzos con 25 mg
de proteina en adyuvante incompleto de Freund. El dia 35 los animales
fueron sacrificados, la sangre fue recolectada y el suero recuperado por
centrifugaciéon a 2500xg por 10 min. El suero fue suplementado con
glicerol al 10% y almacenado a -80 °C.

Obtencion de extractos proteicos del pardsito y deteccion de PfGBP por
western blot

Dos mil millones de parasitos (2x10°) en el estadio de trofozoito madu-
ro fueron resuspendidos en 1 mL de buffer TMG (Tris 10 mM pH 7,5,
MgCl, 1,5 mM, glicerol 10%, -mercaptoetanol 10 mM) suplementado
con inhibidores de proteasas (Sigma) e inhibidor de ARNsas (RNAse
OUT, Invitrogen) y lisados por incubacién con NP40 al 0,5% a 4 °C por
30 minutos. Luego de centrifugaciéon a 15.000xg por 30 min a 4 °C, el
sobrenadante se recuperd, alicuot6 y almacend a -70 °C; esta fraccion se
denomind fraccidn citosdlica. Para obtener extractos nucleares, el sedi-
mento se resuspendié en buffer de extraccion (TMG-NaCl 420 mM) y
se incubo a 4 °C por 30 min en agitacion constante. Los restos celulares
fueron removidos por centrifugacién a 12.000xg por 30 minutos a 4 °C
y el sobrenadante denominado fraccién nuclear, se alicuotd y almacend
a-70 °C. La calidad de los extractos se verifico por SDS-PAGE vy la con-
centracion se determiné por el método de Bradford (34).

Para la deteccion de PfGBP por western-Blot, 50 mg de extracto pro-
teico fueron separados por SDS-PAGE vy transferidos a membrana de
PVDE Las membranas fueron bloqueadas con TBST-L (Tris 10 mM pH
7,5, NaCl 150 mM, Tween al 0,1%, leche descremada al 5%), por 2h a
temperatura ambiente y probadas con el suero anti-GPB dilucién 1:1000
por 1 h; como anticuerpo secundario se utilizé un anti IgG de ratén bio-
tinilado (SIGMA) dilucién 1:2000 y para la deteccién un conjugado de
estreptavidina - fosfatasa alcalina (PROMEGA) dilucién 1:3000.

Figura 1. Alineamiento miltiple de secuencias de GBPs. Las secuencias correspondientes a Chlamydomonas reinharditi Cr: XP_001690066.1; Cryptosporidium parvum Cp: AA039067.1;
Saccharomyces cerevisiae Sc: P25555.1; Eimeria tenella Et: (DJ37022, fueron alineadas con el programa MEGA 6. Se muestran solo los motivos de reconocimiento de ARN (RRM) y se
localizan los submotivos de unidn a ARN (RNP). Los aminoécidos conservados se resaltan en negro y los residuos idénticos estdn marcados con un asterisco.



Resultados

La bisqueda de proteinas similares a las GBPs en la base de datos de
Plasmodium disponible en www.plasmodb.org se realiz6 por BLAST
P (Basic Local alignement Search Tool), utilizando la secuencia
AA039067.1 de C. parvum como secuencia blanco. Como resultado se
obtuvo la secuencia PF3D7_1006800 con un E value de 6e, una pro-
teina putativa de uniéon a ARN de 246 aminodacidos la cual presenta dos
motivos de reconocimiento de ARN (RRM) localizados en los extremos
de la proteina, conectados por una region central o bisagra. El RRM1
se ubica entre los aminoacidos 10 a 90 y el RRM2 entre el aa 170 y el
240. El motivo RRM1 de PF3D7_1006800 presenta una identidad del
62% y una similitud del 78% con el RRM1 de Cp AAO39067.1, mientras
que el RRM2 es menos conservado, con una identidad del 39% y una
similitud del 56%. Los RRMs contienen dos submotivos denominados
RBDs (RNA binding domains) o RNPs (11); en estos dos submotivos

del RRM1 (VYVGNLP y RGCGVVEY), la similaridad entre las dos
secuencias llega a ser de 100% (Figura 1). Aunque la busqueda arrojé
otras proteinas de unién a ARN, el E value estuvo alrededor de 10° a
10, razdn por la cual se escogi6 la secuencia PF3D7_1006800 como la
homologa de Cp AAO39067 o CpGBP1. Para establecer el grado de con-
servacion de esta proteina con las GBPs reportadas hasta el momento,
se realiz6 un alineamiento multiple de las secuencias correspondientes a
los motivos de unién a ARN de cada proteina, mediante la herramienta
CLUSTALW (Figural). Dado que la secuencia present6 un alto grado
de conservacion tanto con la proteina de C. parvum como con las otras
GBPs, especificamente en los RRMs, se denominé PfGBP.

Para establecer si esta proteina podia reconocer y unirse a secuencias
teloméricas, fue necesario producir una proteina recombinante en E. coli.
La region codificante del gen se cloné en el vector de expresion pGEX
4T2y se expresd como una proteina de fusion con GST. La proteina de 55
KDa fue purificada por cromatografia de afinidad (Figura 2A) y utilizada
en ensayos de EMSA (Figura 2B-C). Estos ensayos mostraron que la pro-

Figura 2. Purificacion de GST-GBP y ensayos de movilidad electroforética (EMSA). A. Purificacion de la proteina recombinante GST-PfGBP por cromatografia de afinidad. 15 mL de las fracciones
de la cromatografia se analizaron por SDS-PAGE. IN: Extracto Inicial; NU: Proteinas no unidas; LF: Lavado final; E: Eluidos. B. EMSA: Se utilizaron 200 fmol de oligo biotinilado (TelG*
0TelC*) y cantidades crecientes de GST-GBP (2,5; 5,0; 7,5y 10,0 mg). La reaccién de unidn se realizé en presencia de un exceso poli dI/dC, como competidor inespecifico. C. EMSA. Se
utilizaron 2,5 mg of GST-GBP, 200 fmol de oligo TelG biotinilado (TelG*) y cantidades crecientes de oligo no marcado TelG (0,0; 1,0; 5,0 y 10,0 pmol).

Figura 3. Deteccion de GST-GBP y P-GBP por Western Blot. A. Deteccién de GST-GBP. Como antigeno se utilizé la proteina GST-GBP purificada y como anticuerpo primario un anti GST comercial
y el anti PfGBP obtenido; como anticuerpo secundario un anti IgG de raton biotinilado y para la deteccion un conjugado de estreptavidina fosfatasa alcalina. B. Deteccion de PfGBP.
Como antigeno se utilizaron 50 mq de extractos citoplasmaticos (C) y nucleares (N), como anticuerpo primario el anti PfGBP obtenido; como anticuerpo secundario un anti IgG de ratén

biotinilado y para la deteccién un conjugado de estreptavidina fosfatasa alcalina.
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teina recombinante es capaz de seleccionar el oligo que simula el ADN
telomérico de cadena sencilla de P. falciparum [GGGTT(T/C)A],, unirse
a este y causar un cambio en su movilidad (Figura 2B), aun en presencia
de un exceso de oligo competidor poli dI/dC que no la contiene. La pro-
teina no se uni6 al oligo que simula la cadena complementaria [T(G/A)
AACCC], cadena sencilla rica en citosina, el oligo permanece libre, aun
en presencia de 10 mg de la proteina (Figura 2B). Los ensayos de unién
entre la proteina y el oligo biotinilado TelG* en presencia de un exceso
del oligo no biotinilado demostraron que la unién es especifica, pues la
sefal oligo-proteina va desapareciendo a medida que la cantidad de com-
petidor aumenta, lo que indica que el oligo biotinilado es desplazado del
complejo TelG*-proteina por el oligo no marcado (Figura 2C).

Para poder reconocer la proteina del parésito, se generaron anticu-
erpos especificos, utilizando como inmundgeno la recombinante pro-
ducida. El anticuerpo generado detect6 la proteina de fusiéon con GST
en 55 kDa, como lo hace el anti GST comercial (Figura 3A) y una banda
por debajo de los 35 kDa, en extractos del parasito que podria corre-
sponder a PfGBP, cuyo peso molecular se estima en 30 kDa (Figura 3B).
La proteina fue detectada tanto en extractos citosdlicos como en nucle-
ares, obtenidos a partir de parésitos en el estadio de trofos maduros y
esquizontes tempranos, estadios en los que hay una replicacion activa
del ADN (29).

Discusion

La proteina codificada por el gen PF3D7_1006800 podria ser consid-
erada como la GBP de Plasmodium falciparum, dado que presenta una
similaridad de secuencia considerable (50-66%) con las GBPs reporta-
das hasta el momento, cuya capacidad de unién al ADN telomérico de
cadena sencilla reside en los motivos RRMs. El analisis de su secuencia
mostroé alto grado de conservacion en estos motivos, especificamente en
los RBDs del RRM1. Al igual que la proteina de C. parvum (28), PfGBP
se une de manera especifica a oligos de cadena sencilla que simulan el
ADN telomérico in vitro y se puede detectar en extractos nucleares del
parésito. En CpGBP la capacidad de unién al ADN telomérico reside
en el RRM1, proteinas truncadas que pierden este motivo y conservan
el RRM2 pierden la habilidad para unirse al sustrato telomérico (28);
cabe sefialar aqui que los dos RBDs presentes en el motivo RRM1 son
casi idénticos en las dos secuencias, por lo cual es posible que este mo-
tivo sea el responsable de la unién al sustrato telomérico en PfGBP. C.
parvum al igual que P. falciparum es un parasito intracelular obligado,
perteneciente al phylum apicomplexa, con un complejo ciclo de vida y
con una alta tasa de proliferacién (35), en el que el mantenimiento de
los telémeros podria realizarse via telomerasa, de aqui que sea de gran
relevancia haber identificado proteinas de unién al telémero homoélogas
en estos dos organismos.

De otro lado, PfGBP presenta una similaridad significativa con
GBPs que han demostrado tener la capacidad de asociarse al teldémero
no solo in vitro sino in vivo, entre ellas EtGBP y NtGBP1. La proteina
de Eimeria tenella (otro parasito apicomplexa) fue identificada reciente-
mente siguiendo la misma estrategia presentada en este estudio. En este
caso, los autores a través de ensayos de inmunoprecipitacion de croma-
tina, con un anticuerpo especifico anti EtGBP demostraron que se da la
union de esta GBP al ADN telomérico en el parasito (36). La proteina de
Nicotiana tabacum, la cual presenta una similaridad del 46% con la pro-
teina de Plasmodium, fue identificada en extractos nucleares utilizando
un oligo que simula su ADN telomérico como oligo de afinidad, luego de
purificarla y secuenciarla se identificaron los dos motivos RRMs carac-
teristicos de las hnRNPs, familia a la que pertenenen las GBPs (37). Mas
adelante se establecié que NtGBP es fundamental para mantener la esta-
bilidad del genoma, pues células en las que los niveles de proteina fueron

disminuidos por ARN interferentes exhibieron teloméros mds largos,
circulos extracromosomales de ADN telomérico y puentes anormales
durante la anafase (38), sefales que indican que hubo una alteracién
en los telémeros y la maquinaria de reparaciéon de ADN fue activada
(4, 10). La asociacion directa entre NtGbp, la actividad telomerasa y el
mantenimiento del telémero fue establecida recientemente (39); células
con actividad telomerasa y GBP disminuida presentaron un 3’ overhang
mas corto, lo que llevo a una pobre unién de GBP dejando desprotegido
y susceptible al ADN telomérico, lo que condujo a la activacion de vias
de reparacion y a eventos de recombinacién. Lee y Kim sugirieron que
se debe mantener cierta longitud de la cadena sencilla por accién de la
telomerasa, de manera que GBP se pueda unir y proteger al teldémero de
ser reconocido y procesado por la maquina celular (39).

Conclusion

La proteina denominada PfGBP se identificé por bioinformatica, basan-
dose en la presencia de motivos de RRM. Esta proteina se detectd en
extractos nucleares del parasito y mostré tener capacidad de unién a
oligos de cadena sencilla que simulan el telomero; esto sugiere que Pf-
GBP podria formar parte del complejo proteico encargado de proteger
y/o mantener el telémero en P. falciparum, sin embargo esta asociacion
con el ADN telomérico se debe demostrar in vivo.
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Molecular and metabolic
insights of creatine
supplementation on
resistance training

Perspectivas moleculares
y metabolicas de

la suplementacion

con creatina en el
entrenamiento de fuerza

Perspectivas moleculares
e metabolicas da
suplementacao de
creatina no treinamento
de forca

Abstract

Resumen

Resumo

In recent years the research problem in the
field of sports supplementation has changed
to explain the metabolic mechanisms

by which creatine (Cr) administration
enhances the performance of certain sports
or simply benefits the muscular adaptation.
In this review for first time the biochemical
mechanisms of Cr ingestion in a cell signaling
insight were analyzed, focusing on energetic
bioavailability enhancement and optimization
of the temporal and spatial buffering of Cr/
PCr/CK system. Moreover, intensification in
proliferation and differentiation processes

of muscle cells (IGF-I/PI3K/Akt-PKB,
SPHK1/MAPK/p38/MRFs, mTOR, cellular
swelling, mitotic activity of satellite cells,
actin polymerization, and myoblast fusion)
and inactivation and/or reduction in the
expression of ergolitic metabolites (GSK3p,
myostatin and AMPK regulation) were
examined. In this way, we explained from

a metabolic point of view the increase in
muscle mass, strength, fatigue resistance, and
performance of high intensity sports after Cr
monohydrate supplementation.

En los ultimos afios el problema

de investigacion en el campo de la
suplementacion deportiva ha cambiado

al punto de explicar los mecanismos
metabdlicos por los cuales la administracion
de creatina (Cr) incrementa el rendimiento
en ciertos deportes o simplemente beneficia
la adaptacion muscular. Esta revision analiza
por primera vez los mecanismos bioquimicos
de la ingesta de Cr desde la perspectiva

de sefializacion celular, enfocdndose en la
mayor biodisponibilidad energética de Cr

y optimizacién de la accion buffer espacial/
temporal que ofrece el sistema Cr/PCr/CK.
Ademas, se examinan aspectos relacionados
con el incremento en los procesos de
proliferacién y diferenciacion de células
musculares (IGF-I/PI3K/Akt-PKB, SPHK1/
MAPK/p38/MRFs, mTOR, hinchamiento
celular, actividad mitdtica de células satélite,
polimerizacién de actina y fusién de
mioblastos) y la inactivacién y/o reduccién
en la expresion de proteinas con funciones
ergoliticas (GSK3{, miostatina y regulacion
de AMPK). De esta manera, se explican el
aumento de la masa muscular, la fuerza, la
resistencia a la fatiga y el rendimiento en
ejercicios de alta intensidad, producidos por
la suplementacién con monohidrato de Cr,
desde un punto de vista metabdlico.

Nos ultimos anos, o problema de pesquisa
no campo da suplementacdo de esportes
mudou ao ponto de explicar os mecanismos
metabdlicos pelos quais a administracdo de
creatina (Cr) aumenta o desempenho em
alguns esportes ou beneficios de adaptagdo
musculares. Neste artigo, vamos analisar
primeiro os mecanismos bioquimicos de
ingestdo da Cr a partir da perspectiva de
sinalizagao celular, com foco em maior
biodisponibilidade de energia de Cr e
otimizagdo de tampao temporais/espacial
acdo oferecida pelo sistema Cr/PCr/CK.
Além disso, sdo considerados aspectos
relacionados com o aumento da os processos
de proliferacéo e diferenciacdo de células
musculares (IGF-I/PI3K/Akt-PKB, SPHK1/
MAPK/p38/MRFs, mTOR, inchago celular,
atividade mitdtica da célula satélite, a
polimerizagdo de actina e de fusdo de
mioblastos) e inativa¢do e/ou a redugédo

na expressdo de proteinas com func¢des
ergoliticas (GSK3, miostatina e regulagdo

da AMPK). Desta maneira, ¢ explicado o
aumento da massa muscular, forca, resisténcia
a fadiga e desempenho em exercicios de alta
intensidade, produzidos pela suplementagao
com Cr monohidratada, a partir de um ponto
de vista metabdlico.

Keywords: Cr/PCr/CK System, creatine
monohydrate, muscle energy metabolism,
MAPK, IGF-I, resistance training, high-
intensity exercise.

Palabras Clave: sistema Cr/PCr/CK,
monohidrato de creatina, metabolismo
energético muscular, MAPK, IGF-1,
entrenamiento de fuerza, ejercicio de alta
intensidad.
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Introduction

Creatine (Cr) was discovered in 1832 by the French scientist Michel
Eugene Chevreul, who extracted from meat a new organic constitu-
ent and named it creatine, from Greek xpéag = kreas flesh (1). Cr or
N-(aminoiminomethyl)-N-methyl-glycine (CAS 57-00-1, 2006) is a me-
tabolite with a molecular dimension similar to an amino acid (2) which
is synthesized mainly in liver, kidney, and pancreas (3). Endogenous
synthesis of Cr starts with the transfer of the amidino group of arginine
to the amino group of glycine by L-Arginine-Glycine amidinotransfer-
ase (AGAT - EC 2.1.4.1) yielding L-ornithine and guanidinoacetate (3).
Then, guanidinoacetate is methylated at the original nitrogen of glycine
using S-adenosylmethionine as donor of the methyl group. This reaction
produces Cr and S-adenosylhomocysteine and is catalyzed by Guanidi-
noacetate N-Methyltransferase (GAMT - EC 2.1.1.2) (Figure 1) (4, 5).
On the other hand, Cr is degraded spontaneously through a mono-
molecular reaction to creatinine (Crn, MW 113.1 g/mol), which is quan-

Figure 1. Creatine Synthesis and Degradation.
Software; Advanced Chemistry Development / ChemSketch (Freeware) 11.02.

Figure 2. Creatine Kinase Reaction.
Software; Advanced Chemistry Development / ChemSketch (Freeware) 11.02.
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titatively excreted in the urine (6). The rate of excretion is estimated
about 1.7% of the total Cr (TCr) body pool per day (7). Cr is primar-
ily present in cells with high and intermittent energy (8). However, the
tissues that store the highest concentrations of this metabolite do not
synthesize it on their own but obtain it Cr from the bloodstream via a
specific carrier (CreaT), nowadays denominated as SLC6AS8 (9, 10, 11).
Near 95% of the Cr reserves in the body are found in skeletal muscle
and the other 5% remaining is distribute in heart, brain, liver, kidney,
testicles, retina, and epithelial cells (8, 9, 12, 13). The average concentra-
tion of Cr in muscle tissue is 120 mmol/kg dry-mass (4). In muscle, Cr
is found in a ~33% in natural form and the ~67% remaining in form of
phosphocreatine (PCr), the energetically loaded form via creatine kinase
(CK-EC 2.7.3.2), hence acting as a cellular buffer on H* ions (Figure 2).

High-energy phosphates, as PCr, provide the necessary energy for
muscle contraction to the start-up of the activity and during explosive,
short and high intensity exercise. In the periods of muscular inactivity,
PCr is rapidly resynthesized, paradoxically this process requires the en-
ergy precedent of ATP hydrolysis from aerobic systems (14, 15).



Cr crystallizes from water as monoclinic prisms holding one mol-
ecule of water of crystallization per molecule of Cr (2), forming the pop-
ular dietary supplement known as Cr monohydrate, which makes part
of the most frequent nutritional supplements used by amateur and elite
athletes due to its ratified ergogenic effects on resistance training (16-
27). However, the metabolic principles that explain the positive effects
of Cr supplementation on athletic performance remains less understood
currently.

Creatine supplementation on fatigue resistance

The main event after Cr ingestion is the increase in serum and mus-
cular Cr levels, without variations on ATP concentrations (24, 28, 29).
For example, in response to higher doses (20 g Cr), serum Cr concen-
tration increased by 50-fold (peak value of serum Cr is approximately
2.17 + 0.66 mM) 2.5 hours after ingestion. However, in response to
lower doses (< 2 g Cr), the blood increase in Cr is insignificant (30). In
skeletal muscle, Cr and PCr concentrations, before supplementation,
are approximately 85 and 41 mmol/kg dry mass respectively, which
equals to an intracellular TCr concentration of 40-50 mM (100-150
mmol/kg dry mass). Nevertheless, TCr levels increase by about 25%
after Cr supplementation (31), and 37% if the Cr ingestion is accom-
panied of exercise (29). In this sense, it has been reported that Cr
supplementation increases muscle PCr content approximately by 20%,
generally from 70-90 to 85-105 mmol/kg dry mass (32). Accordingly,
this suggests that the PCr/TCr ratio (do not confuse with the PCr/Cr
ratio) diminishes after Cr supplementation at rest. Assuming equilib-
rium of the CK reaction, this decrease in PCr/TCr implies increased
cytoplasmic ADP and decreased Gibbs free energy of ATP hydrolysis
in muscle, which seems contrary to the reported ergogenic benefits of
Cr supplementation. However, Brault et al. (33) showed that muscle
concentrations of PCr and TCr increased linearly throughout 5 days
of Cr supplementation (0.43 g/kg body mass/day) using *'P and 'H
magnetic resonance spectroscopy (MRS). These results indicate that
Cr supplementation does not alter the PCr/TCr ratio and hence the
Gibbs free energy of ATP hydrolysis in muscle at rest. Indeed, during
Cr supplementation the TCr muscle levels keep its normal homeostasis
due to the increment in PCr and Cr by ~70% and ~30%, respectively.
Meyer’s (34) “electrical analog” model of respiratory control posits that
the time constant (t) for the exponential fall in muscle PCr concentra-
tion following the onset of muscle contractions is a function of the mi-
tochondrial resistance and the metabolic capacitance. This capacitance
leads to reduction of peak rates of ATP synthesis in cells with fluctuat-
ing energy consumption. Moreover, the capacitance allows repayment
of energy “debt” during stages of high energy demand to occur between
periods of low rates of energy consumption. The CK reaction concedes
myocytes to sustain reduced mitochondrial volume, aid larger diam-
eter fibers, and express faster isoforms of myosin (15). The Meyer’s
model predicts that an increase in mitochondrial density will result in
a shorter T (that is, faster PCr concentration, [PCr], kinetics) and that
an increase in metabolic capacitance, determined predominantly by
the muscle TCr content, will result in a longer t (slower [PCr] kinet-
ics) (35), and therefore benefits short duration high-intensity exercise.
Currently, it is established that PCr concentration and VO, vary with
similar kinetic profiles from the start-up of the exercise until a new
state of energy production by oxidative metabolism. This data display
that regulation of mitochondrial respiration is intimately linked to
ATP/ADP and PCr/Cr ratios, by means of CK reaction (36). Jones et
al. (35) developed a study to analyze the effect of Cr supplementation
(20 g/day x 5 days) on [PCr] kinetics using *'P MRS, following the on-
set and offset of both moderate-intensity and heavy-intensity exercise.

The results showed that Cr administration increments by ~8% the PCr/
ATP relation consistent with the muscle TCr increase. Furthermore, T
for [PCr] was enhanced after Cr loading phase for moderate exercise
and subsequent recovery and for heavy exercise but not for subsequent
recovery. These data demonstrate, for the first time in humans, that
an increase in muscle [PCr] results in a slowing of [PCr] dynamics in
exercise and subsequent recovery.

Cr supplementation, besides regulating the muscular ATP and
ADP concentrations, enhances myocellular PCr levels generating an
increase in T for [PCr] by means of a higher energy bioavailability of
the CK system. This implies that ergogenic effects of Cr supplemen-
tation can be sustained from enhanced kinetic variables of PCr deg-
radation process. Moreover, the augment of [PCr] generates a longer
dependence of high energy phosphates metabolism to produce energy
in a fast and effective way, also permitting less accumulation of fatigue-
linked molecules as:

1. Inorganic Phosphate (Pi) and Hydrogen Ion (H*): During short
periods of high-intensity exercise, Pi and H* are accumulating within
skeletal muscle originating apparition of fatigue through several mech-
anisms (37, 38). Cr supplementation has been shown to diminish the
concentration of H* (30, 35, 39, 40) and Pi (39, 41). These phenomena
also lead to less hypoxanthine accumulation (30, 42, 43).

2. Cytosolic Ca* concentration: High Ca** concentrations due
to energy deficiency and less sarcoplasmic reticulum uptake during
exercise are strongly associated with fatigue (44, 45, 46). Cr adminis-
tration seems to improve the Ca?* uptake by sarcoplasmic reticulum
Ca?*-ATPase and parvalbumin (47, 48), while regulates the Ca®* release
during the excitation-coupling process (49, 50).

Creatine supplementation in the increasing lean body
mass and muscle strenght

Increment of muscle protein synthesis is one of the Cr supplementa-
tion effects after resistance training, although it has converted an im-
portant point of debate due to tuneless findings of some investigations
(51, 52). Nevertheless, since more than two decades many studies have
revealed that Cr supplementation accompanying a period of resistance
training increases muscle fibers size with respect to control subjects
(53, 54, 55, 56, 57). In addition, in vitro studies have shown an incre-
ment in myotubes diameter after Cr exposition with regard to controls
(58, 59, 60). However, a molecular point of view is needed in order
to explain the myocellular responses to Cr supplementation, generally
involving larger cross-sectional area and subsequent lean body mass
and strength gain.

Nutrient, hormonal, and contractile stimuli often (but not always)
converge at mammalian target of rapamycin (mTOR), suggesting that
this protein is an important modulator of protein synthesis (61). mTOR
is part of two multiprotein complexes; mTORC1, which activates down-
stream S6 kinase (S6K, also known as p’®%, which in turn phosphory-
lates the ribosomal protein S6 and other factors involved in translation,
initiation and elongation stimulating protein synthesis) and phosphory-
lates the inhibitory eukaryotic initiation factor 4E binding protein (4E-
BP1); and mTORC2, which phosphorylates Akt (also called protein
kinase B, PKB) at serine 473, this phosphorylation is required for maxi-
mum activation of Akt, thus regulating protein synthesis (62). Some
investigations have analyzed the effect of Cr supplementation towards
the proteins involved in the mTOR signaling pathway. Deldicque et al.
(63) evaluated in a double-blind cross-over design the phosphorylation
state of S6K1 and 4E-BP1 after Cr supplementation (21 g/day x day) in
six men following 10 sets of 10 leg-press repetitions (every 5 s) at 70%
of each individual 1-RM, and found that three hours post-exercise the



phosphorylation state of S6K1 increased by about 400% in both groups.
However, the phosphorylation state of S6K1 returned to basal values 24
h post-exercise and Cr had no additional effect. In this way, the results
of these investigations show that Cr supplementation has no effect on
phosphorylation state of S6K1; notwithstanding, the association of S6K1
phosphorylation and muscle mass was demonstrated in human subjects
after 12-weeks of resistance training; thus, it should be necessary the
evaluation of long-term Cr supplementation on S6K1. On the other
hand, though exits a potential Cr inhibition on 4E-BP1, it is important
to stand out that 4E-BP1 phosphorylation is reduced during resistance
exercise and is unchanged during post-exercise recovery. Thus, it ap-
pears that the contraction-induced increase in muscle protein synthesis
is independent of changes in 4E-BP1 phosphorylation (61).

It has been demonstrated that Akt/PKB can activate directly the
mTORCI1 complex by phosphorylation on raptor or indirectly by means
of phosphorylation and inhibition of the tuberous sclerosis complex
(TSC) proteins 1 and 2 (62), moreover another novel negative regulator
of mTORCI is proline-rich Akt substrate-40 (PRAS40), which has been
shown to bind mTOR via raptor to repress mMT'ORC1 signaling. The in-
hibitory function of PRAS40 is reduced when phosphorylated by Akt/
PKB (61). Additionally, mTORCIL is also positively regulated for ami-
no acids, mainly leucine, by means of the vacuolar protein sorting-34
(Vps34) and mitogen activated protein kinase kinase kinase kinase-3
(MAP4K3) (64). Finally, since synthesizing proteins is an energetically
expensive cellular process, it is not surprising to find a specific regulator
of mTORCI function when energy is not sufficient. Indeed, mTORC1
has been shown to be inhibited by AMP-activated protein kinase
(AMPK) through enhanced TSC2 activity and, recently, by phosphory-
lating raptor (61). Evidence suggests that Cr supplementation regulates
the above upstream mTOR processes as we describe next.

Deldicque et al. (63) evaluated the effect of Cr supplementation (21
g/day x 5 days) on IGF-I and IGF-II mRNA expression pre and post-
exercise in biopsies from vastus lateralis throughout RT-PCR, and found
that in Cr group IGF-I and IGF-II mRNA expression at rest was in-
creased by 30% and 46% than placebo, respectively. However, the mRNA
expression measured after exercise was similar for the Cr and the placebo
conditions. Burke et al. (65) reported a significant increase in intramus-
cular IGF-I concentration in Cr supplemented athletes (0.25 g Cr/kg
mass dry x 7 days followed of 0.06 g Cr/kg mass dry x 49 days) following
an 8 weeks-program of resistance training. In agreement with this, Snow
et al. (66) determined the effects of Cr supplementation (0.8 g/kg body
mass) and moderate intensity resistance training on the phosphoryla-
tion state of some proteins involved in the Akt/PKB pathway, finding that
the phosphorylation state of Akt/PKB and GSK3 increased significantly
in Cr supplemented group at 1 and 5 days. Safdar et al. (67) reported
an increment in mRNA (2.1 fold) and protein (4.2 fold) content of Akt/
PKB after Cr supplementation (20 g/day x 3 days followed of 5 g/day
x 7 days) without changes in placebo group. Furthermore, Cr adminis-
tration reduces the leucine oxidation rate and flux ratio mitigating the
protein catabolism in men (68) and at the same time generates a greater
bioavailability of arginine and L-homoarginine in the body (69), which
correlates with NO production during exercise. Although there is not
enough scientific support in humans, some authors claim that Cr supple-
mentation and its inherent increased PCr/Cr ratio could inactivate the
AMP-activated protein kinase (AMPK) since it was shown in vitro that
high PCr concentrations reduce AMPK activity to 50% which means this
kinase is sensitive not only to ATP/AMP but also to PCr/Cr ratio (70).

In this way, the increasing lean body mass after Cr supplementation
can be related to the stimulation of signaling pathways as IGF-I, mainly
PI3K/Akt-PKB/mTOR which plays an important role in the regulation of
muscular hypertrophy, and the probable leucine and AMPK regulation
on mTOR. Stepping aside the direct effect of Akt/PKB on mTOR regula-
tion, a novel mechanism mediating the effect of GSK3( on muscle growth
has been described recently. GSK3p is able to phosphorylate nebulin
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localized to the Z-disk, thus preventing the interaction of nebulin with
neuronal Wiscott-Aldrich syndrome protein (NWASP), which is involved
in actin assembly (62). Therefore, IGF-I/Akt-PKB signaling controls myo-
fibril growth and maintenance via the GSK3pB/nebulin/N-WASP pathway.
This phenomenon could explain the findings of some researchers years
ago. Dangott et al. (71) and Olsen et al. (72) showed that Cr supplemen-
tation increase the satellite cell population and its mitotic activity, while
O'connor et al. (59) showed that Cr stimulates the myoblast fusion in vitro
and in vivo possibly mediated by actin polymerization.

In general, most of the investigations on Cr supplementation have
reported an increase in the intracellular volume without notorious
changes in extracellular volume (67, 73, 74, 75, 76), probably because
of the high osmotic charge associated to the increase in Cr and Na* in
cytosol. In fact, cell swelling has been marked as an anabolic signal (77),
which in turn can stimulate the activation of osmosensing molecules
as G protein coupled receptors in the MAPK pathway and sphingosine
kinase (SPHK1), creating a positive feedback motif. This osmotic effect
of Cr supplementation on SHPK1 and the MAPKs p38 and ERK6 was
confirmed by Safdar et al. (67) as well as other studies have shown a p38
overexpression after in vitro (58) and in vivo (79) Cr administration.
Activation of MAPKs is crucial for muscle adaptations and development
after exercise (80). For example, INK/SAPK is involved in the transcrip-
tion process of CK via p53 whereas p38 plays an important role in the
up-regulation of Myogenic Regulatory Factors (MRFs) and myostatin
down-regulation (81). MRFs are transcription factors involved in the
differentiation and maintenance processes of muscle cells with multiple
regulation points throughout the myogenic lineage (these include the
proteins MyoD, Myogenin, Myf5, and MRF4/Myf6/Herculin), regulat-
ing the expression of important proteins such as CK and Myosin Heavy
Chain (82). Particularly, Cr supplementation has safe (84) and con-
served effects on increasing MRFs expression (mRNA and protein) even
with different administration protocols in humans (55, 83, 85, 86).

In particular, Cr supplementation during an exercise training pro-
gram can increase the muscle mass and strength (87) by means of posi-
tive regulation processes, which include the higher IGF-I and IGF-II ex-
pression and following turning on of the well-established Akt/GSK3p/
mTOR signaling pathway and the SHPK1/MAPK/MRF pathway and its
downstream components activation by means of the creatine-induced
cell swelling (all features pictured in Figure 3).

Conclusion

In summary the ergogenic effects of Cr supplementation are absolutely
dependent upon Cr accumulation in myocyte and the subsequent op-
timization of the Cr/PCr/CK system which serves as a spatial/tempo-
ral buffer of ATP regeneration in proximity to myocelullar ATPases.
In addition, this improvement in energy homeostasis leads to positive
regulation of anabolic hubs (such as IGF-I and MAPK), which stimulate
synergically the faster muscle growth and strength gain.
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Figure 3. Signaling events during Cr/PCr accumulation in muscle. After supplementation, Cr enters to the myocyte through the Creal/SLC6A8 favoring the muscular PCr/Cr ratio. During
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Analisis de cocaina en
diferentes muestras por
cromatografia de gases
con detector de ionizacion
de llama (CG-FID)

Analysis of cocaine in
different samples by gas
chromatography flame
ionization detector (GC-
FID)

Analise de cocaina em
diferentes amostras por
cromatografia gasosa com
detector de ionizacao de
chama (GC-FID)

Resumen

Abstract

Resumo

En este estudio se realizd la validacion de

los métodos establecidos por la UNODC
para la cuantificacion y extraccion de
benzometilecgonina (cocaina) presente en las
hojas de Erythhroxylum coca, en té de coca 'y
en clorhidrato de cocaina. El primer método
de extraccion, recomendado por la UNODC,
es una extraccion solido-liquido (ESL), sin
embargo, los resultados obtenidos indican
que esta no es lo suficientemente eficiente
para lograr una sefial de analito distinguible
de la relacidn sefial a ruido (S/N) para las
muestras de hojas de Erythhroxylum coca'y
té de coca. El segundo método propuesto

es la extraccion soxhlet, los resultados
indican que esta resulta mas eficiente para
aislar y cuantificar el analito de interés

por cromatografia de gases acoplada a un
detector de ionizacion por llama (CG-FID).
Después de someter las muestras al proceso
de extraccion soxhlet y cuantificacion por
CG-FID se encontr6 que la hoja de té posee
7,66x10*> mg de cocaina/kg de muestra,

las hojas de coca 17,15 mg de cocaina/

kg de muestra y el clorhidrato de cocaina
7,15x10° mg de cocaina/kg de muestra. El
método de analisis escogido se caracteriza
por arrojar bajos limites de deteccion (0,169
mg/L) y por poseer parametros estadisticos y
cromatograficos ideales.

In this study validate the methods established
by the UNODC for quantification and
extraction benzometilecgonina (cocaine)

in the leaves of Erythhroxylum coca, coca

tea and cocaine hydrochloride. The first
extraction method recommended by the
UNODC is a solid-liquid extraction (ESL),
however, the results indicate that this is not
efficient enough to achieve analyte signal
distinguishable from the signal to noise ratio
(S/N) for samples Erythhroxylum coca leaves
and coca tea. The second proposed method
is soxhlet extraction, the results indicate that
this is more efficient to isolate and quantify
the analyte of interest by gas chromatography
coupled to a flame ionization detector (GC-
FID). After submitting the samples to the
soxhlet extraction process and quantification
by GC-FID it found that tea leaf has 7.66x10?
mg of cocaine/kg sample, coca leaves 17.15
mg of cocaine/kg sample and cocaine
hydrochloride concentration corresponded
to 7.15x10° mg of cocaine/kg sample. The
chosen analysis method is characterized

by low detection limits shed (1.69 mg/L)

and possessing ideal chromatographic and
statistical parameters.

Neste estudo validaram-se os

métodos estabelecidos pelo UNODC

para a quantificagdo e extragao de
benzometilecgonina (cocaina) nas folhas

de Erythhroxylum coca; em ché de coca e
cloridrato de cocaina. O primeiro método

de extragido recomendado por UNODC

¢ uma extragao solido-liquido (ESL), no
entanto, os resultados indicam que esta

néo ¢ suficientemente eficaz para atingir

um sinal de analito distinguivel da relagdo
sinal-ruido (S/N) para amostras de folhas
Erythhroxylum coca e cha de coca. O segundo
método proposto é uma extragdo soxhlet, os
resultados indicam que este é mais eficiente
para isolar e quantificar o analito de interesse
por cromatografia gasosa acoplada a um
detector de ionizacio de chama (GC-FID).
Depois de enviar as amostras para o processo
de extragao soxhlet e quantificagdo por
GC-FID descobriu-se que as folhas de cha
tém 7,66x10” mg de cocaina/kg de amostra,
as folhas de coca 17,15 mg de cocaina/

kg de amostra e o cloridrato de cocaina
7,15x10° mg de cocaina/kg de amostra. O
método de analise escolhido é caracterizado
por ter baixos limites de detecgdo (1,69
mg/L) e possuir pardmetros estatisticos e
cromatograficos ideais.

Palabras claves: Erythroxylum coca,
cromatografia de gases con detector

de ionizacion de llama (CG/FID),
benzoilmetilecgonina (cocaina), extraccién
soxhlet.

Keywords: Erythroxylum coca, gas
chromatography with flame ionization
detector (GC/FID), benzoilmetilecgonina
(cocaine), soxhlet extraction.
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Introduccion

La Erythroxylum coca ha sido utilizada desde tiempos antiguos en don-
de los nativos las mascaban como parte de sus rituales. Sin embargo, no
fue hasta 1859 cuando el quimico Alemdn Albert Niemann realizé la
extraccion de benzoilmetilencgonina (cocaina) a partir de las hojas de
Erythoxylum coca. Esta se empez6 a utilizar como medicamento en 1880,
pero su uso se prohibié en 1922 tras observar sus efectos estimulantes y
adictogénicos sobre el sistema nervioso (1). Su uso prolongado represen-
ta un alto riesgo debido al bloqueo en los receptores de dopamina (2,3),
creando una adiccion y estimulacion en el sistema nervioso central.

En este estudio se desarrollé una metodologia de analisis (4) de ben-
zoilmetilecgonina (cocaina) en distintas matrices (té de coca, hojas de
Erythroxylum coca secas y clorhidrato de cocaina), con la finalidad de
cuantificar la cantidad de alcaloide presente en cada una de ellas. Este es-
tudio resulta relevante pues la cocaina es extraida en su mayoria de las
hojas de Erythroxylum coca (5). El proceso de cuantificacion requiere de
una mayor exigencia y calidad para determinar con precisién y exactitud
la cantidad del alcaloide presente por hectarea de coca cultivada en el pais.

El sistema integrado de Monitoreo de Cultivos Ilicitos (SIMCI) ha
realizado la determinacion de benzoilmetilecgonina en Erythroxylum
coca, usando las imagenes satelitales del Landsat 8 OLIL. De esta manera se
cuantificé la cantidad aproximada de cocaina por hectarea producida en
el pais en el periodo de 2001 a 2013 (5). Ademds, la UNODC cuantifico la
cocaina presente en hojas de coca seca y pulverizada de tres variedades de
Erythroxylum coca (6). Estos resultados (Tabla 1), expresados como por-
centaje en peso, se utilizaron para verificar los resultados de este estudio.

Materiales y métodos
Material vegetal

Las muestras que se usaron en este trabajo son: clorhidrato de cocaina,
hojas de Erythroxylum coca y té de coca comercial (Figura 1); las dos

Tabla 1. Cantidad de cocaina presente normalmente en tres variedades de Erythroxylum coca

primeras fueron suministradas por la Fiscalia General de la Nacién, y
la tercera fue conseguida en un mercado local. Se empleé etanol como
agente de extraccion. (Con un n=3 para cada método de extraccion).

Preparacion de muestras y extractos

El clorhidrato de cocaina se prepar mediante su disolucién en etanol
con el estandar interno de tetracosano (C,,) a 100 mg/L. Las muestras de
hoja de Erythroxylum cocay el té de coca se prepararon de acuerdo a los
procedimientos descritos por la UNODC (4), este método consiste en
un calentamiento de la muestra a 40 °C por 12 h, seguido de un proceso
de molienda. Luego se pesan 0,5 g de muestra y se afladen 10 mL de
etanol con tetracosano (C,,) (100 mg/L).

Ademas se realiz6 un analisis de las muestras para mejorar el proce-
so de extraccion de los analitos presentes por extraccion solido liquido
tipo soxhlet en un equipo Biichi Extraction System B-811. El procedi-
miento de lavado ciclico con disolvente mejord la extraccion y se obtuvo
una sefial del analito por encima del limite de deteccion. Para el analisis
se tomaron 0,1 g de muestra y 60 mL de etanol. La mezcal resultante se
sometié a tres ciclos de lavado de aproximadamente 30 minutos; esta
metodologia permitié aumentar la solubilidad de los analito en etanol.
Posteriormente las soluciones fueron filtradas con una membrana de
PVDF (Polifluoruro de vinilideno) de 0,45 pm. Finalmente se analiza-
ron las muestras bajo los siguientes rangos de concentracion, corres-
pondientes a: clorhidrato de cocaina entre 200 a 800 mg/L; té de coca
entre 20 a 100 mg/L y hoja de coca entre 100 a 1000 pg/L.

Analisis cromatografico

El analisis cuantitativo y cualitativo del analito (cocaina t,=13,50 £ 0,25
min) se realiz6 por medio de estandar de cocaina-HCI (Lipomed COC-
156-HC), realizando una curva de calibracion con estandar interno (n-
tetracosano C24 t,=11,50 £ 0,25 min) y una posterior inyeccién por la
técnica de cromatografica de gases acoplada a un detector de ionizacion
de llama (GC-FID). La solucién de partida se trat6 con florisil para eli-
minar los pigmentos coloreados y con sulfato de sodio anhidro para

Variedad Erythroxylum coca

Contenido normal de cocaina en la hoja seca

Coca Var. Ipadu
Novo Var. Novogranatense
Novo Var. Truxillense

Figura 1. Muestras a analizar.
Izquierda. Clorhidrato de cocaina. Centro. Té de coca. Derecha. Hoja de coca

20
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0,17-0,76% p/p
0,42-1,02% p/p



eliminar el agua. Se inyecté 1 uL de muestra en un equipo Shimadzu
referencia QP-2010 plus. Las condiciones fueron las siguientes: se utilizé
una columna DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm) con He como gas de
arrastre y gas auxiliar a un flujo de 1,4 mL/min y 28,6 mL/min respecti-
vamente. La temperatura del inyector fue de 280 °C. El flujo del Split fue
de 7,0 mL/min y su relacion de 1:5. El flujo de purga del septum de 3,0
mL/min. El detector se utiliz6 con flujos de 30,0 mL/min de hidrégeno
y 300,0 mL/min de aire a una temperatura de 280 °C. Finalmente el pro-
grama de temperatura del horno fue de 180 °C (Durante 3 min) seguido
de una rampa a 10 °C/min hasta 280 °C (Durante 25 min) con un tiem-
po de equilibrio de 0,5 min para un tiempo total de corrida de 38 min.

Resultados y discusion
Cuantificacion de cocaina en diferentes matrices

Se estudiaron un total de dieciocho muestras entre clorhidrato de cocai-
na, té de coca y hoja de coca de una sola variedad. La concentracién de
benzoilmetilecgonina (cocaina) se calculé por medio de interpolacién
en la curva de calibracién con estandar interno a partir de las muestras
de clorhidrato de cocaina mostrando valores de 7,15x10° mg de cocai-
na/kg de muestra (71,47% p/p), en el té de coca se encontré una mayor
dispersion en los valores obtenidos, ademds, dado que el resultado varié
en cada una de las réplicas se obtuvo un valor promedio de 7,66x10* mg
de cocaina/kg de muestra (0,077% p/p). La cuantificacién del analito
en la hojas secas representd un desafio en la medida en la que su con-
centracion era inferior a 2,0 mg de cocaina/kg de muestra, de ahi que la

metodologia de extraccion establecida por UNODC no fue exhaustiva
para este andlisis. Para la cuantificacién de las muestras se generaron
tres rectas de calibracion correspondientes (Figura 2A-C), las cuales son
lineales en el rango de concentracion trabajado (Tabla 2).

Validacion del método

Los pardmetros cromatograficos (resolucién (R:>1,5), factor de reten-
cion (k">0,5), factor de separacion o selectividad (k o a >1,0) y nimero
de platos tedricos (N>60000) (Tabla 2) y las caracteristicas analiticas de
desempeno (rango de linealidad, coeficiente de regresion (R?), limite
de deteccion (LOD), limite de cuantificacién (LOQ), precisién (RSD)
y porcentaje de recuperacién) indican que el método utilizado tiene ca-
pacidades de desempeiio suficientes para la cuantificacién de cocaina en
las diferentes matrices estudiadas (7).

Los pardametros cromatograficos indican que para cada tipo de ma-
triz se cumplen los criterios de aceptacion, esto sugiere que la metodo-
logia es util para separar y resolver los analitos presentes en las distintas
matrices estudiadas con una buena separacion y resolucion. Los limites
de deteccion cuantificacion son bajos y cumplen con las exigencias del
analisis. Ademas, se evaluo la eficacia del proceso de extracciéon por me-
dio de la cuantificacion de la concentracion real de los puntos de la cur-
va de calibracién, la desviacion estandar relativa (%RDS) y el porcentaje
de recuperacién (%R) sobre estandares a bajas, medias y altas concen-
traciones de la curva de calibracién (Ecuacién [1]). En esta ecuacion, X,
es el valor verdadero y X el promedio de tres mediciones (Tabla 3).

X
%R =1~ x100 1]

t

Figura 2. Curvas de calibracion correspondientes a las diferentes matrices de estudio para la respectiva cuantificacion de cocaina. ((24 : Estandar interno de n-Tetracosano)

A. Clorhidrato de cocaina

(. Hoja de coca

B.Té de coca
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Tabla 2. Pardmetros cromatograficos establecidos para la validacion del método

Pardmetros cromatograficos: [1] R? — Resolucidn, [2] LOD — Limite de deteccion, [3] LOQ — Limite de cuantificacion. [4] Rs — Resolucidn, [5] y [6] k - Factor de retencidn, [7] a — Factor de

separacion, y [8] N — Nimero de platos tedricos. "LOD y LOQ en pg/L.

N° Parametro Clorhidrato de cocaina Té Coca Hoja Coca

1 R? 0,99 0,97 0,98

2 LOD (mg/L) 0,97 0,17 1,69

3 LOQ (mg/L) 3,23 0,57 5,66

4 R 14,43 10,63 12,70

5 k" deC_24 3,78 4,18 3,41

6 k’ de Cocaina 3,13 3,54 8,44

7 koa 1,21 1,18 2,47

8 N 99191 73713 64783

Tabla 3. Pardmetros estadisticos establecidos para la exactitud y precision del método.
Clorhidrato de cocaina Té de coca
[ppm] [Cocaina], % RDS %R [ppm] [Cocaina], % RDS % R

200 192,49 6,97 96,25 20 22,37 2,638 111,84
400 394,15 2,92 98,54 40 33,25 0,33 83,12
500 479,96 5,53 95,99 60 66,07 1,04 110,11
600 635,79 8,32 105,97 80 78,78 1,87 98,42
800 778,62 5,44 99,63 100 99,63 0,62 97,33

Conclusiones

La metodologia de extraccion con solvente (método UNODC) no resulté
eficiente porque no fue posible discriminar la sefial del analito del ruido
instrumental. Esto se debe a que el método de extraccion es poco exhaus-
tivo y al poco contenido de la benzometilecgonina en las muestras. Como
resultado se recomienda utilizar métodos de preparacion de muestras
como la extraccion soxhlet utilizada y métodos miniaturizados asistidos
por ultrasonido (8). La metodologia de extraccion soxhlet aumentd el fac-
tor de concentracion del analito de interés. Esto permitié su cuantifica-
cién en las distintas matrices estudiadas (hoja de coca, 17,15 mg de cocai-
na/kg de muestra y té de coca 7,66x10> mg de cocaina/kg de muestra). El
método de extraccion soxhlet cumpli6 con los criterios cromatograficos y
estadisticos que otorgaron una buena confiabilidad, precision y exactitud;
obteniendo intervalos entre 2,9 %RSD a 6,9 %RSD de desviacién estindar
relativa (%RSD) y un porcentaje de recuperacion (%R) entre 95 %R a 98
%R para el estandar utilizado en las rectas de calibracion.
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Determinacion de
trihalometanos en aguas
de consumo humano por
microextraccion en fase
solida- cromatografia de
gases en Pereira, Colombia

Determination of
trihalomethanes in
drinking water by solid
phase microextraction-
gas chromatography in
Pereira, Colombia

Determinacao de
trihalometanos na dgua
para consumo humano por
microextra¢ao em fase solida
-cromatografia em fase
gasosa em Pereira, Colombia

Resumen

Abstract

Resumo

La desinfeccién del agua con cloro genera
subproductos como los trihalometanos
(THMs), a los cuales se les atribuyen
propiedades cancerigenas y con efecto
adverso en el sistema reproductivo. Se
estandarizé un método simple, rapido y
libre de solventes fue para la determinacién
de THM's en aguas para consumo

humano utilizando microextraccién en fase
solida con espacio de cabeza combinada

con cromatografia de gases con detector

de microcaptura de electrones (HS-
SPME-GC-pECD). Fueron estudiados y
optimizados parametros experimentales.

Las condiciones optimizadas fueron: 20 min
de extraccion a 37 °C en presencia de 25%
de NaCl y con una agitacién de 200 rpm;
con tiempo de desorcién de 4 min a 250 °C.
Se determinaron los limites de deteccién

y cuantificacion del método y se realizo el
analisis de los trihalometanos de 75 muestras
de agua de la planta de tratamiento de Aguas
y Aguas de la ciudad de Pereira. El rango
lineal de 5-100 mg/L fue establecido con una
desviacién estandar relativa (%RSD) en el
rango 6,1-10,1 %. Los limites de deteccién
estuvieron en el rango 3,8-7,8 mg/L. El
promedio de la concentracion de THM 's fue
de 55,5 mg/L.

Water disinfection with chlorine generates
byproducts such as trihalomethanes (THM’s),
to which cancer risk and a potential adverse
effect on the reproductive system properties
are attributed. The maximum permitted

level of THMs in the United States is 80-

100 pg/L, while in Colombia it is 200 pg/L.

In this study a simple, fast and solvent-free
method was developed for the determination
of THM’s in drinking water using solid phase
microextraction in combination with head
space gas chromatography microcapture
electron detector (HS-SPME-GC-uECD)

and used for quantification of THM’s in
drinking water. Experimental parameters such
as extraction time, extraction temperature,
desorption temperature, magnetic stirring,
and addition of salt were studied. Limits of
detection and quantification were determined
and the analysis of THM s in 75 samples of
water from the treatment plant of Pereira city
were performed. Optimized conditions were
20 min extraction at 37 °C in the presence of
25% NaCl and with stirring at 200 rpm; with
a desorption time of 4 min at 250 °C. Linear
range of 5-100 pg/L was established with a
relative standard deviation (% RSD) in the
range 6.1-10.1%. Detection limits ranged from
3.8 to 7.8 ug/L. Average concentration of THMs
was 55.5 ug/L which was within International
and National requirements.

A desinfec¢io da agua com cloro gera
subprodutos como trihalometanos

(THM ’s), aos quais sdo atribuidos o

risco de cancer e efeitos adversos sobre o
sistema reprodutivo. Foi estandardizado
um método simples, rapido e livre de
solventes para a determinagdo de THM s
nas dguas para consumo humano usando
microextragdo em fase sélida com espago
de cabega em combinagdo de cromatografia
gasosa com microcaptura de eletrdes (HS-
SPME-GC-pECD). Foram estudados e
otimizados os pardmetros experimentais.
As condi¢oes optimizadas foram de 20
minutos de extragdo, a 37 °C na presenca de
25% de NaCl, com agitagao de 200 rpm e
com tempo de dessor¢io de 4 min a 250 °C.
Os limites de detecg¢do e quantificagdo do
método foram determinados e foi realizada
a analise de trihalometanos em 75 amostras
de 4gua da estagdo de tratamento da cidade
de Pereira. A gama linear de 5-100 mg/L foi
estabelecida com um desvio-padrio relativo
(%RSD) na gama de 6,1-10,1%. Os limites
de detecgdo foram de 3,8 a 7,8, mg/L. A
média de concentra¢do de THM s foi de
55,5 mg/L.

Palabras claves: trihalometanos,
microextraccion en fase solida con espacio

de cabeza, cromatografia de gases, agua de
consumo humano, microcaptura de electrones

Keywords: Trihalomethanes, headspace-solid-
phase microextraction, gas chromatography,
drinking water, electrons microcapture
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Palavras-chave: trihalometanos,
microextra¢do em fase sélida com espago de
cabega, cromatografia em fase gasosa, dgua
potavel, microcaptura de eletrdes.
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Introduccion

La desinfeccion del agua con cloro como técnica estandar de tratamien-
to ha disminuido en gran cantidad la mortalidad por enfermedades
infecciosas y es considerado uno de los mayores avances en la salud
publica (1,2). El cloro ademds de producir una accion desinfectante re-
sidual, genera sub-productos de desinfeccion (DBP’s, por sus siglas en
inglés) al reaccionar con la materia organica natural presente en el agua.
Aproximadamente 600 subproductos han sido descubiertos y entre los
mas investigados se encuentran incluidos los trihalometanos (THM ’s),
los 4cidos haloacéticos (HAAs), los haloacetonitrilos y haloacetonas
(3,4). La presencia de THM s en el agua de consumo ha suscitado en los
ultimos afos un creciente interés desde la perspectiva de la salud publi-
ca, desde que fueron detectados por primera vez en el agua a comienzos
de la década de los setenta, numerosos estudios epidemioldgicos han
sugerido la existencia de una posible relacion entre la exposicion a largo
plazo a subproductos de la cloracién y un mayor riesgo de cancer y un
potencial efecto adverso en el sistema reproductivo (1,5-8).

La preocupacién emergente sobre los riesgos para la salud asocia-
dos alos THM s y su prevalencia en el agua de consumo ha promovido
que muchos paises establezcan valores maximos para estos contami-
nantes. En efecto, la Agencia de Protecciéon Ambiental de los Estados
Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés) establece un nivel de 80 ug/L
de THM s totales (9), la Unién Europa y el Ministerio de la Proteccién
Social en Colombia una concentracién maxima de 200 pg/L (10,11).
De la misma forma, la Organizacién Mundial de la Salud ha estab-
lecido concentraciones méaximas de referencia para las cuatro especies
de THM s mas frecuentes, cloroformo (CHC13), bromodiclorometano
(CHCI,Br), dibromoclorometano (CHCIBr,) y bromoformo (CHBr,) en
300, 60, 100 y 100 pug/Lrespectivamente, y aunque no se ha definido para
el total de THM 's se recomienda que los valores de estos en el agua de
consumo humano se mantengan tan bajos como sea posible, siempre y
cuando se asegure una desinfeccion eficaz (I).

Las concentraciones de THM’s en aguas naturales y de consumo hu-
mano son del orden de ng/L a ug/L, por esta razdn se requiere de proced-
imientos analiticos muy sensibles. Diferentes métodos para la extracciéon
y preconcentracion de las muestras en la determinaciéon de THM’s han
sido reportados en la literatura, asi como la extraccion liquido-liquido con
n-pentano o n-hexano y técnicas de espacio de cabeza (HS, por sus siglas
en inglés), dindmico con purga y trampa y espacio de cabeza con microex-
traccion en fase sélida (HS-SPME, por sus siglas en inglés) (12-17).

La técnica HS-SPME tiene grandes ventajas: la extraccion de la
muestra y preconcentracion es rapida, es simple y proporciona una alta
sensibilidad; es libre de disolventes organicos y reutilizable; no requi-
ere un alto costo y se ha aplicado con éxito en el andlisis de diversos
contaminantes como benceno, tolueno, etilbenceno, xilenos (BTEX),
pesticidas organoclorados, hidrocarburos aromaticos poli-insaturados
(PHAs), bifenilos policlorados (PCBs) y compuestos orgnicos vo-
latiles en muestras de agua (18-21I). Esta técnica se basa en la extrac-
cion de analitos a partir de la matriz de la muestra utilizando una fibra
capilar de silice fundida recubierta con un adsorbente, en la mayoria
de los casos, un polimero, seguido de desorcion térmica de los anali-
tos (16,17). Adicional a las técnicas de preparacion y concentracion de
las muestras, estos compuestos volétiles se separan por cromatografia
de gases usando columnas capilares de polaridad media, seguido por
detectores de captura de electrones (ECD), microcaptura de electrones
(u-ECD), detector de masas (MSD) o plasma de acoplamiento inducti-
vo-espectrometria de masas (ICP-MS) (15-17). Sin embargo, todos los
trihalometanos incluyen uno o més elementos halogenados en su es-
tructura quimica, lo cual hace que los detectores ECD o pHECD sean lo
mas apropiados para su identificacién y cuantificacién, dado que estos
presentan mayor selectividad y sensibilidad para compuestos halogena-
dos que los MS y otros detectores.
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En este estudio nos propusimos estandarizar un método simple,
répido y libre de solventes para la determinacion de THM s en aguas
para consumo humano utilizando microextraccién en fase sélida con
espacio de cabeza combinada con cromatografia de gases con detector
de microcaptura de electrones y determinar los niveles de THM’s y su
variabilidad en aguas de consumo humano en la red de distribucién de
Pereira-Colombia.

Materiales y métodos
Soluciones estandar

Una solucion en metanol de una mezcla de THM s (CHC13, CHClzBr,
CHCIBr, y CHBr,) conteniendo 0,2 mg/mL de cada compuesto (Supel-
co) fue utilizada como solucion estandar. Soluciones acuosas de trabajo
fueron preparadas diariamente por dilucion del estindar metanolico
con agua de alta calidad (ultrapura) obtenida usando un sistema de pu-
rificacién de agua Milli-Q (Millipore) y almacenadas a 4 °C. Las con-
centraciones finales de los estandares para la curva de calibracién estu-
vieron en el rango de 5 a 100 ug/L para cada analito.

Optimizacion del método HS-SPME

El método fue estandarizado y optimizado tomando como referencia
los métodos desarrollados por Aguirre-Gonzales et al. (15), Bahri et al.
(16) y Rosero et al. (17). Se utilizé un soporte SPME con ensamble de
la fibra para muestreo manual y fibra de poli(dimetilsiloxano) de 65 pm
(PDMS, Supelco). Antes de las mediciones la fibra fue acondicionada
de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Previo a la evalu-
acién de los parametros del método y a la preparacion de la curva de
calibracién se evaluaron las variables agitacion (0 y 200 rpm), adicién
de sal (2,5 y 25%), temperatura de extraccion (35 y 37 °C), tiempo de
extraccion (10, 20 y 30 min) y tiempo de desorcion (2, 4 y 6 min) paralo
cual se proces6 un estandar de 10 pg/L y se evalud el area bajo la curva
para definir el mejor resultado de cada parametro.

Las soluciones estdandar acuosas fueron preparadas por adicién de
la cantidad apropiada de solucién estandar de trabajo. Las extraccio-
nes HS-SPME se realizaron adicionando 2 mL de muestra o estandar
a un vial de 4 mL con septa PTFE, el cual fue posteriormente inmerso
en un bao de agua con temperatura controlada durante el proceso de
muestreo. El equilibrio HS-SPME se llevé a cabo con agitacion de la
muestra por 20 min, tiempo durante el cual los analitos son adsorbidos
sobre la fase estacionaria de la fibra. Después de la extraccion, la fibra
fue térmicamente desorbida por 4 min en el liner del inyector del cro-
matdgrafo de gases a 250 °C. Cada dia antes del uso, la fibra SPME fue
acondicionada por 5-15 min a 250 °C. La identificacion de los cuatro
analitos se obtuvo usando el tiempo de retencion y la cuantificacion se
realizé6 comparando el area de los picos con la respuesta de un curva
de calibracién obtenida con estandares de la mezcla de THM 's desde 5
hasta 100 pg/L (n=>5). A partir de las curvas de calibracion se determiné
la linealidad para cada uno de los compuestos analizados.

Anélisis HS-SPME-GC-pECD

Se us6 un cromatdgrafo Thermo Fisher Scientific Trace GC 1310 equi-
pado con puerto de inyeccion Split/Splitless con geometria optimizada,
un detector de microcaptura de electrones (LECD) de **Ni, operado por
el software Chromeleon v 7.1 para los experimentos de optimizacién de
las condiciones de la microextraccién HS-SPME vy la obtencion de los



parametros del método. Para la separacion de los cuatro compuestos se
us6 una columna Rtx*-1701 (Crossbond® 14% cyanopropylphenyl / 86%
dimethyl polysiloxane, 30 m x 0,32 mm ID, 0,25 pum df, Resteck) y helio
como gas de arrastre a un flujo de 1 mL/min. El inyector del cromaté-
grafo fue operado en modo Splitless por 1 min, con un flujo Split de 25
mL/min y calentamiento isotérmico a 250 °C. La temperatura del horno
fue mantenida a 30 °C por 5 min, y a continuacién una rampa a 5 °C/
min hasta 90 °C, y finalmente 40 °C/min hasta 220 °C, temperatura que
fue mantenida por 3 min adicionales. Para la medicion de los analitos el
detector u-ECD fue mantenido a 270 °C usando N, como gas make-up a
un flujo de 40 mL/min. Con la finalidad de determinar los limites de de-
teccion, de cuantificacion, la precision y la exactitud, se us6 un estandar
de baja concentracion (10 pg/L) y fue analizado 10 veces.

Concentracion de trihalometanos en el agua de la ciudad de Pereira

Con la finalidad de determinar los niveles de THMs y su variabilidad,
75 muestras fueron tomadas en tres puntos diferentes durante los me-
ses de agosto, septiembre, octubre y noviembre de 2013: 30 muestras
a la entrada de la planta de tratamiento, 30 muestras en un punto de
distribucion de la planta y 15 muestras en un punto de distribucion se-
leccionado a una distancia a conveniencia de la planta y del sistema de

distribucion de la empresa Aguas y Aguas de la ciudad de Pereira. Las
muestras fueron recolectadas en recipientes ambar de borosilicato (100
mL) conteniendo 3 mg de tiosulfato de sodio para neutralizar el cloro
libre y detener la formacion de subproductos de la cloracion. Los recipi-
entes fueron llenados completamente para evitar la evaporacién de los
compuestos volatiles. Las muestras fueron transportadas y mantenidas a
4 °Cy analizadas durante los dos dias siguientes a la recoleccion.

Resultados y discusion

Un método simple, rapido y sensible para la extraccién y cuantificacion
de THM’s en el agua potable por microextraccién en fase sélida con
espacio de cabeza (HS-SPME) combinada con cromatografia de gases
capilar — detector de microcaptura de electrones (GC-uECD) fue opti-
mizado, evaluado y aplicado al suministro de agua potable de la ciudad
de Pereira. Un total de 75 muestras fueron analizadas en tres puntos
diferentes del sistema de distribucion para evidenciar la concentracién
y la variabilidad de trihalometanos. Las Figuras 1A y 1B muestran cro-
matogramas de un estandar (10 ug/L para cada compuesto) y analisis
de los picos de una muestra, respectivamente. En ellas se ilustra que la
separacion de los compuestos fue completa consiguiendo una buena

Figura 1. Cromatogramas. 1A) Cromatograma de estandar de 10 pg/L para cada compuesto. 1B) Cromatograma de andlisis de picos, para la muestra de la red de distribucién (Tanque Consota)

Aguas y Aguas de Pereira.



resolucion y una alta eficiencia de separacion con elusion de todos los
picos de interés antes de los 15 min En efecto, se encontr6 una resolu-
cion de 22,23-24,64; un nimero de platos tedricos de 35444-186115;
un factor de asimetria de 1,11-1,58 con tiempos de retencién de 4,3;
6,7; 9,9 y 13,3 min para los picos analizados de los compuestos clo-
roformo, bromodiclorometano, dibromoclorometano y bromoformo,
respectivamente.

Optimizacion del método

Efecto de adicion de sal

En cuanto al efecto de la adicién de sal durante la extraccion, se ha re-
portado que generalmente esto cambia la presion parcial, la solubilidad,
la conductividad térmica, la densidad y la tension superficial de un anal-
ito dando como resultado una variacién en el equilibrio vapor/liquido
(16) y como consecuencia la difusion en el espacio de cabeza se ve favo-
recida. Al evaluar el efecto de volatilizacion de los analitos presentes en
la muestra provocado por la adicién de diferentes concentraciones de
NaCl, 2,5% y 25% se observo una mayor respuesta para la concentracién

de 25%; resultado que concuerda con lo encontrado por Bahri et al. (16),
quienes afirman que la adicién de NaCl puede mejorar la eficiencia de
extraccion para los componentes, puesto que estudiaron el efecto de
NaCl a diferentes concentraciones y obtuvieron que la respuesta 6ptima
para dichos componentes es con una adicién de NaCl a 25%. En efecto,
las dreas de los picos de CHCI,, CHCL,Br, CHCIBr, y CHBr, en estas
condiciones fueron: 3,027; 18,877; 20,506 y 13,601; veces mejores que
las 4reas de los estdndares con 2,5% de sal.

Efecto de la agitacion

En los ensayos realizados de los patrones a diferentes concentraciones se
evaluo el efecto que causa la agitacién. Como se observa en la Figura 2,
los patrones a los cuales se les realizé el proceso de agitacion tienen una
mayor transferencia de analitos desde la muestra acuosa hacia la fibra,
obteniendo asi una mayor respuesta. Este resultado concuerda con lo
encontrado por Bahri et al. (16), donde se afirma que la agitacién de
la muestra acuosa incrementa la eficiencia de extraccion, dado que la
agitacion acelera la transferencia de los componentes desde la muestra
acuosa hacia el espacio de cabeza y por lo tanto se ve reflejado significa-
tivamente en la respuesta en la lectura de THM’s.

Figura 2. Efecto de la agitacion de las muestras. Tiempo de extraccién 20 min a 37 °C, desorcién de 5 min a 250 °C, concentracion: 0,05 mg/L. n=5

Figura 3. Efecto del tiempo de extraccion (10, 20 y 30) min. Temperatura de extraccién 37 °C, tiempo de desorcién 4 minutos a 250 °C. Concentracién: 50 pg/L. n=>5.
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Efecto del tiempo de adsorcién y desorcion

De acuerdo a los resultados del estudio sobre el tiempo de extraccion
presentados en la Figura 3, son necesarios 20 min para lograr un equi-
librio aceptable HS-SPME para que los analitos se adsorban sobre la fase
estacionaria de la fibra y 4 min para conseguir una desorciéon completa.
Por tanto, el tiempo de exposicién de la fibra para esta técnica de ex-
traccion debe ser mantenido exactamente para obtener datos precisos
y reproducibles. El tiempo de extraccién reportado en estudios previos
(16) es variable y estd en el rango de 5 a 50 min, considerando 35 min el
tiempo Optimo; estos valores dependen del tipo de fibra utilizada, tem-
peratura seleccionada para la extraccion, entre otras variables.

Temperatura de desorcion

En los ensayos realizados se obtuvieron las siguientes areas: 50 y 65 kHz
para CHCL,, 32 y 45 kHz para CHCI,Br, 22 y 35 para CHCIBr,kHz y, 7
y 12 kHz para CHBr,a 200 °C y 250 °C, respectivamente. Por tanto, la
temperatura 6ptima de desorcion es 250 °C ya que ésta presenta una
mayor eficiencia, resultado que concuerda con los parametros de anali-
sis determinados por Aguirre et al. (15), donde se establece que 250 °C
es la temperatura dptima de trabajo. A pesar de observar un notable
incremento del drea con el incremento de temperatura, el valor méximo
de temperatura que soporta la columna es 270 °C lo que imposibilita
continuar aumentando la temperatura de desorcion.

Efecto del volumen de muestra

En los ensayos realizados con 1y 2 mL de muestra se encontr6 un drea
mayor de 76,3%; 29,4%; 19,1% y 50% para CHC13, CHClzBr, CHClBr2 y
CHBr,, respectivamente, en las muestras con 2 mL frente a las de 1 mL. Al
realizar la comparacion del volumen de muestra a utilizar en los andlisis se
observa claramente que hay una mejor respuesta cuando se utiliza 2 mL,
comparado con 1 mL, dado que en 2 mL existe una mayor cantidad de
analitos presentes en la muestra. Los viales y el volumen de muestra uti-

Tabla 1. Parametros de calidad analitica del método

lizado para realizar este ensayo concuerda con lo desarrollado por Aguirre
et al. (15), en donde para la evaluacién de variables, se toman 2 mL de
muestra y se transfieren a viales de 4 mL que contienen cloruro de sodio,
lo cual se asemeja a los ensayos previamente realizados en este trabajo.

Parametros analiticos del método

El rango lineal del método fue evaluado mediante la construccién de
curvas de calibracién a partir de estdndares en el rango de 5-100 ug/L
(n=5). Los limites de deteccion y cuantificaciéon se determinaron te-
niendo en cuenta 30 y 100 de 5 réplicas de un estandar de 10 ug/L
y teniendo en cuenta una sefial/ruido de radio 3. Los coeficientes de
correlacion (r?) y los limites de deteccién y cuantificaciéon obtenidos
para los cuatro compuestos evaluados son mostrados en la Tabla 1. Se
encontré que los mejores coeficientes de correlacion siguen el mod-
elo de regresion cuadratica. Los coeficientes de correlacion se pueden
comparar con los obtenidos por Bahri et al (16), en donde los valores
estan en un rango de 0,9947 a 0,9979. Los resultados del estudio de pre-
cisién y exactitud para los cuatro compuestos evaluados son mostra-
dos en la Tabla 2, de acuerdo con estos datos el método presenta una
buena confiabilidad.

Concentracion de trihalometanos en la ciudad de Pereira

El método descrito ha sido utilizado exitosamente para determinar las
concentraciones de THM s a la entrada (Planta Pisamo), salida de la
planta de tratamiento (tanque Otdn) y en un punto de distribucién del
sistema de la empresa Aguas y Aguas (tanque Consota). La planta trata
en promedio 95403 m*/dia mediante cloracién como tnica técnica de
desinfeccién y suministré el agua a cerca de 396.774 habitantes de la

Tiempo de Limite de Limite de
Compuesto . p . R2 %RDS deteccion cuantificacion
Retencion (min)
(ng/L) (ng/L)
CHCI3 5,146 0,9955 10,11 3,8 12,8
CHCI2Br 7,491 0,9963 9,11 0,75 2,50
CHCIBr2 10,037 0,9967 8,63 0,89 3,0
CHBr3 12,414 0,9984 6,06 0,148 0,148
Tabla 2. Ensayos de Repetibilidad. Estandar de 10 pg/L.
> Precision Exactitud
X.ug/L
Compuesto ll_gi
(n=4) Desviacién estandar %RSD* % Error
Cloroformo 11,0 0,57 5,18 10,1
BDCM 11,9 1,39 11,68 19,2
DBCM 11,8 1,07 9,07 17,9
Bromoformo 11,5 1,3 11,30 15,1

*96RSD. Porcentaje de desviacion estandar relativa.
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Tabla 3. Concentracion de THM s (ig/L) de la planta de tratamiento de Aguas y Aguas de la ciudad de Pereira. X + ¢

Antes de la cloracion Salida de la planta Red de distribucion
Compuesto (Pisamo) (Tanque Otin) (Consota)
N=30 N=30 N=15
CHCI3 < LD* 50,25 + 42,40 42,39 +£ 37,71
CHCL,Br < LD* 2,26 £ 1,38 1,88 £ 0,86
CHClBr2 < LD* 1,59 + 0,48 1,60 £ 0,34
CHBr, <LD* 1,39 £ 0,31 1,37 £ 0,41
THM's < LD* 55,5 + 42,97 47,5 + 40,69
*<LD: menor al limite de deteccion
ciudad de Pereira, en el afio 2013. Como se observa en la Tabla 3, el Referencias

cloroformo fue el compuesto encontrado en mayor concentracién en
todas las muestras que fueron analizadas después del tratamiento. El
promedio de concentracion de THM s totales y de cloroformo en las
muestras de la salida de la planta (tanque Otun) fue de 55,5 y 50,25
ug/L, respectivamente. Todas las muestras analizadas se encuentran
dentro de los valores maximos permitidos en las regulaciones tanto
internacionales como nacionales (10-11). En este estudio se confirméd
la produccién de THM s durante el tratamiento de aguas en la planta
de Aguas y Aguas de Pereira y la ausencia de estos contaminantes en la
entrada a la planta.

Conclusiones

Se realiz6 la cuantificacion de los trihalometanos en la plata de trata-
miento de Aguas y Aguas de la ciudad de Pereira. La primera etapa fue
la estandarizacion de las variables que influyen en su determinacién por
microextraccién en fase sélida, seguido de cromatografia de gases con
microcaptura de electrones (LECD). Las condiciones establecidas para
cuantificar los trihalometanos son: un tiempo de extraccion de 20 min a
37 °C en presencia de 25% de NaCl y con una agitaciéon de 200 rpm; con
tiempo de desorcion de 4 min a 250 °C para 2 mL de muestra.

Se realizé la confirmacién del método analizando los atributos de
calidad como son los coeficientes de correlacion, el %RDS y los limites
de deteccion, valores que dan confiabilidad a la metodologia empleada
de acuerdo a los resultados obtenidos.

Se pudo observar que el cloroformo es el subproducto que presenta
una mayor concentracion en las muestras analizadas, es decir, es el com-
puesto mas representativo del grupo de los cuatro THM s evaluados.
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Relevant chemistry topics
for the clinical practice of
a physiotherapist

Topicos de quimica
relevantes para la
practica clinica de un
fisioterapeuta

Topicos quimicos
relevantes paraa
pratica clinica de um
fisioterapeuta

Abstract

Resumen

Resumo

Physiotherapist is a discipline whose aim is
to preserve, restore, and improve the health
status of individuals with motor disturbances
or at risk of developing and to improve the
quality of life of people and community. The
aim of this article was to determine which are
the most important topics of general organic
and biological chemistry courses within the
physiotherapist undergraduate career at the
University Bernardo O "Higgins. For this
purpose we followed a model of qualitative
study, applied in two different groups of
people: educators of the physiotherapist
career (PE) and clinical physiotherapist (CP),
who were asked about the importance of
topics related to chemistry courses, general,
organic and biological (GOB courses). Each
participant must choose a category for

each topic: “important’, “relevant” or “not
important” for a physiotherapist clinical
activity. Results show that the more frequently
topics considered as “important” in both
groups were from biological chemical course:
proteins and its metabolism. Secondly, none
of the interviewed subjects considered any of
the topics of the course of organic chemistry
as “important” for the clinical activity of a
physiotherapist. Thus, the aim of the study is
widely fulfilled and it might be concluded that
future studies are required involving a larger
sample size in these and other universities
that will generate results for a good curricular
articulation.

La fisioterapia es una disciplina cuyo objetivo
es conservar, restaurar y mejorar la salud de
los individuos que presentan o tienen riesgo
de tener alteraciones motoras. El objetivo de
este articulo fue determinar cuales son los
topicos mas importantes de quimica general,
organica y bioldgica para la practica clinica
en la carrera de fisioterapia en la Universidad
Bernardo O "Higgins. Para lo anterior se
siguié un modelo de estudio cualitativo
aplicado en dos grupos de personas:
educadores de la carrera de fisioterapia (PE)
y fisioterapistas clinicos (CP) que fueron
encuestados en relacién a los topicos de

los cursos de quimica general, organica y
bioldgica, denominados cursos GOB. Cada
participante debia elegir una categorfa:
“importante’, “relevante” y “no importante”
de acuerdo a la préctica clinica para cada
uno de los tdpicos preguntados. Los topicos
que presentaron mayor frecuencia como
“importante” en ambos grupos entrevistados

fueron tdpicos del curso de quimica bioldgica:

proteinas y su metabolismo. Ademas,
ninguno de los encuestados considerd
ninguno de los topicos del curso de quimica
organica como “importante” para la actividad
clinica de los fisioterapistas. El objetivo del
estudio se cumplié completamente y se
puede concluir que son necesarios estudios

a futuro que involucren mayor cantidad de
encuestados de esta y otras universidades, de
este modo se generardn mas resultados para
una buena articulacién curricular.

A terapia fisica é uma disciplina cujo objetivo
é conservar, restaurar e melhorar a saude

dos individuos que tém um estado de risco
de comprometimento motor. O objetivo
deste artigo foi determinar quais sdo os
temas mais importantes da quimica geral,
organica e bioldgica para a pratica clinica

na carreira de fisioterapia na Universidade
Bernardo O’Higgins. Para o anterior efetuo-
se um estudo qualitativo aplicado a dois
grupos de pessoas: educadores da carreira

de fisioterapia (PE) e fisioterapeutas clinicos
(CP). Eles foram entrevistados em relacdo aos
temas dos cursos de quimica geral, organica
e bioldgica, chamados cursos GOB. Cada
participante devia escolher uma categoria:
“importante”, “relevante” e “sem importancia”
de acordo com a pratica clinica para cada

um dos temas questionados. Os temas

mais frequentemente apresentados como
“importante” em ambos grupos entrevistados
foram os temas do curso de quimica
biolodgica: proteinas e metabolismo. Além
disso, nenhum dos inquiridos considerou
qualquer dos tépicos do curso em quimica
organica como “importante” para a atividade
clinica dos fisioterapeutas. O objetivo do
estudo foi completamente cumprido, e
pode-se concluir que sdo necessarios estudos
futuros envolvendo um maior nimero de
entrevistados nesta e em outras universidades,
desse jeito se gerardo mais resultados para
uma boa articulagdo curricular.

Key words: Chemistry, clinical education,
physiotherapist.

Palabras clave: quimica, educacién clinica,
fisioterapeuta.

Palavras chave: quimica, educagio clinica,
fisioterapeuta.
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Introduction

Physiotherapist is a discipline whose aim is to preserve, restore, and
improve the health status of individuals with motor disorders and risk
of having a stroke movement, also to improve the quality of life of the
people and community (1). Physiotherapist has had a fundamental de-
velopment in recent years due to increase disabled that people every
day are added as a result of increased life expectancy, the increasing
number of elderly people, and the grow number of chronic degenera-
tive diseases (2).

This discipline bases its work on the human body motion, where
the connection between molecules, cells, tissues, systems and organs, as
well as the person in the environment, and the individual in society, are
influenced by the movements of a person and, therefore, has a strong
link with medicine. There have been great advances in this career, very
significant in the development of public health programs in Chile. In
this sense, in 1989 the Acute Respiratory Infections (ARI) rooms were
created with the intention to decrease in less than ten years the high
rates of infant mortality from pneumonia in Chile. Along with this,
rooms of Adult Respiratory Diseases (ARD), rehabilitation and com-
munity centers were created, further enhancing of the work of physio-
therapist in Primary Health Care (PHC) (3). Both examples show the
public health physiotherapists importance.

During the formation of a physiotherapist, in the first career years,
they have a strong education in basic science courses, centered in
chemistry and biological courses, which are taught by experts in this
area and not necessarily by physiotherapist. This often has consequenc-
es in relation to the contents that must be taught and how deep should
be made, which may have an impact on future student performance.

According to our knowledge there are no published studies related
to analyze the perception of basic science courses on the physiothera-
pist career. Thus, regarding the physiotherapist career importance in
the health system in Chile, the main objective of the study was to de-
termine which are the most important topics of the general, organic
and biological (GOB) courses within the undergraduate of physio-
therapist career.

Materials and methods

Methodology

This is a qualitative study in two different groups of people: educators
of the physiotherapist career (PE) and clinical physiotherapist (CP).
Both groups were asked through a semi-structured survey, about the
importance of topics related to the chemistry area (general, organic
and biological), these courses were call GOB courses. The topics asked
in interviews are all topics that currently have the GOB courses at the
University Bernardo O’Higgins, where the study was conducted, and
the goal was to fairly evaluate the perception of the topics currently
being taught.

The participants of the two groups categorized if the topics of the
GOB courses that were asked were: “important’, “relevant” or “not im-
portant” to the formation of a physiotherapist considering that they will
work in clinical activity. According to the applied interview, the defini-
tion of the three categories is as follows:

o  Important: have a direct relationship with clinical practice.
o Relevant: facilitate the understanding of central subjects, but
are not directly related to clinical practice.

«  Notimportant: it has no direct or indirect relationship with the
clinical practice of a clinical physiotherapist.

The interview applied also included the possibility of each subject to
add comments about their perception of each chemistry topic according
to their experience, and this also was included in the results.

The list of topics that contained the survey was obtained from cur-
rent programs of the institution where the study was performed and
that also correspond to established topics in chemistry textbooks (4, 5,
6,7,8).

Participants

The study sample consisted a group of PE with an extensive academ-
ic career over 10 years (n= 18) corresponding to 40% of all teachers
that participate in the kinesiology school at the University Bernardo
O’Higgins. Also were interviewed a second group of CP (n=11), with-
in the last three years of graduates from the University of Bernardo
O’Higgins, corresponding to 60% of graduates, since this is a relatively
new career at the University.

The PE, which participated in this study, have a long academic ca-
reer with undergraduate students in the following courses: rehabili-
tation, occupational health, exercise physiology, functional anatomy,
cardiovascular therapist, and basic emergency care, among others. It
is for this reason that they were an important population to categorize
topics, based in their own perception of basic science courses, also be-
cause they have an extensive experience, focused on clinical specialty
courses.

The CP participants corresponded to graduate students from Uni-
versity Bernardo O’Higgins within the last three years, which allow
them to provide the latest vision of how the topics of the GOB courses
influence clinical practice.

Data collection

The data collection was conducted through individual interviews to the
participating subjects where a semi-structured survey was applied. This
method allows categorizing all the topics of the GOB courses according
to individual experience and knowledge of participants (9).

Applied interview had all the topics of the GOB courses, each re-
spondent had to categorize each topic in one of the three possible cat-
egories: “important”, “relevant” or “not important”, choosing only one of
these. In addition, each interview had a section for writing comments,
which make it a semi-structured interview. The only previous bounding
provided to participants was to categorize each topic according to the
clinical activity that physiotherapist would perform.

The objective of interviewing two groups of people was to under-
stand the diverse perceptions and interpretations of the chemical topics
for the clinical practice of a physiotherapist. The results of the interviews
were digitally transferred for further analysis.

Data analysis

The first result analyzed was the frequency of the categorization for
each topic of the GOB courses according to the applied interview. Sub-
sequently, those topics that were chosen as “important” for PE and CP
in a frequency equal to or greater than fifteen (half of the sample) were
selected to generate a final list of the most important topics of chemical
area (GOB courses) for clinical practice of physiotherapists.
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Results

General chemistry

The frequencies obtained per topics in each GOB course are present-
ed in tables 1, 2 and 3, together some comments of certain topics are
presented. Finally table 4 presents the list of the most “important”
topics of the GOB courses, this list is constructed according to the
methodology previously explained. For each GOB course the results
details are presented.

The results obtained for the topics of the general chemistry course are
shown in Table 1. According to PE the most important topic is “Acids,
Bases and Salts” (n=10). On the other hand, according to the CP, the
most important topics in general chemistry topics are: “Basic Topics’,
“Covalent Bonds” and “Gas, Liquid and Solid” (n=7). some educator
emphasizes the concept of basic topics and one teacher (PE 03) states:

Table 1. Distribution of the categorization of the general chemistry topics according to the teachers and clinical physiotherapist.

Topic Expert Important Relevant Not Important
. . PE 8 5 5
Basic Topics CP ” 4 0
. PE 2 6 10
Chemistry Measurements cp 3 4 4
Atomic Structure and PE 7 9
Periodic Table CP 2 4 5
. PE 4 5 9
Tonic Bonds cp 4 5 )
PE 4 5
Covalent Bonds cp 7 3 1
. . PE 5 9
Chemistry Calculation cp ] 4 6
Lo . PE 9 5 4
Gas, Liquids and Solids cp - 3 ]
. PE 4 5 9
Solutions cp 5 5 4
. . PE 6 5 7
Chemistry Reactions cp 5 3
. PE 10 3 5
Acids, Bases and Salts cp p 4 ]
. PE 0 7 11
Nuclear Chemistry cp 0 6 5
Table 2. Distribution of the importance of Organic Chemistry topics according to experts
Topic Expert Important Relevant Not Important
PE 4 6 8
Saturated Hydrocarbons cp N 5 4
PE 3 7 8
Unsaturated Hydrocarbons CpP 5 5 4
PE 3 7 8
Alcohols, Phenols, Ethers CP
2 4 5
PE 3 8 7
Aldehydes and Ketones CpP ] 5 5
C A PE 3 8 7
Carboxylic Acids, Esters cp 5 5 4
. . PE 5 3 10
Amines and Amides cp 3 3 5
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Table 3. Distribution of the importance of biological chemistry topics according to experts

Topic Expert Important Relevant Not Important
PE 14 4 0
Carbohydrates cp 10 I 0
. PE 15 3 0
Lipids cp 9 5 0
Protein. PE 15 3 0
oteins CcP 10 1 0
. . PE 14 4 0
Enzymes and Vitamins CP 10 1 0
. . PE 12 3 3
Nucleic Acids cp 3 ] 5
. . . PE 13 4 1
Biochemical Energetics cp 11 0 0
Carbohydrates Metabo- PE 14 4 0
lism CP 11 0 0
. . PE 14 4 0
Lipids Metabolism cp 10 ] 0
Table 4. Most important topics of the GOB courses in the physiotherapist practice
Topics Total Frequency
Basic aspects of matter 15
Gas, liquids solids 16
Acid, bases, salts 16
Carbohydrates 24
Lipids 24
Proteins 25
Enzymes and vitamins 24
Nucleic acids 20
Biological chemistry and energy production 24
Carbohydrates metabolism 24
Lipids metabolism 24
Proteins metabolism 25

“The relevance is in the appropriate management of basic topics related
to chemistry and biology”.

On the other side, it was mentioned by one teacher (PE 10) respect
to “acid, base and salts” topic the following: “It is important and depends
directly on the area of practice, since in the respiratory area these con-
cepts are relevant compared to the esthetics features” Among the in-
terviewed group, any of them considered the nuclear chemistry as an
important topic.

Organic chemistry courses

In the organic chemistry courses the results are shown in Table 2, where
the most frequencies are in the “relevant” or “not important” to clinical
activity. In fact none of the topics have a frequency of 15 or higher for
the “important” category.

Biological chemistry topics

The results for topics of the biological chemistry are showed in Table 3.

The topics “Lipids”, “Proteins” and “Proteins metabolism” were con-
sidered as “important” (n= 15) for the clinical practice according to PE.
Together and with a frequency of 14 the topics: “Carbohydrates”, “En-
zymes and Vitamins’, “Carbohydrates metabolism” and “Lipid metabo-
lism” were considered as “important” in the PE group.

On the other hand, all the subjects in the CP group (n= 11) con-
sider the topic “Carbohydrates metabolism” as “important” for clinical
practice. In general all topics of the biological chemistry course were
considered “important” for clinical practice in both groups interviewed
PE and CP. It is observed that many of those topics are related between
each other; for instance, in the carbohydrates metabolism field, which is
important to understand the expenditure and energy generation directly
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related to muscle function and clinical activity of a physiotherapist. The
latter obviously is associated with physical exercise; this aspect is em-
phasized by one of the physiotherapist educator (PE 09), which stands:
“biological chemistry knowledge is fundamental to understand many of
the benefits of controlled physical exercise”

Important GOB topics for clinical practice

According to the results in tables 1, 2 and 3, it was generated the table 4,
which shows the topics considered “important” more frequently for the
clinical practice, according to the study participants. Importantly, the
topics listed in Table 4 corresponds to all the topics of the GOB courses
that had 15 or more frequency responses adding the two groups of par-
ticipants (PE and CP).

It is shown that among total of topics incorporated into the inter-
view (n=26), 12 are considered as “important” to the clinical practice of
physiotherapists. Of these 12, nine (75%) are topics of biological chemis-
try; the other three (25%) correspond to general chemistry topics, how-
ever none of the topics of organic chemistry exceeded the frequency of
15 to be considered in the final list.

Discussion

This is the first study that evaluates the perception of teachers and phys-
iotherapist on the importance of topics of chemistry courses in the phys-
iotherapist career, which had been studied before in other health careers
such as nursing (10).

In relation to general chemistry course any of the participants con-
sidered nuclear chemistry topic as “important’, however this course is
essential to understand the radiation and radioactivity, which are used
to comprehend radiology aspects, it is relevant in respiratory clinic
and cardiac areas. These relationships are demonstrated in some CIU
(Critical Tllness Unit) patients whose muscle membrane excitability is
reduced, as observed in critical illness myopathy (CIM) patients (1).
Nevertheless, most of the participants considered nuclear chemistry as
“not important”

Additionally, the biggest difference between the PE and CP groups
in general chemistry was on the acids, bases and salts topic, where PE
considered as “important” topic with a difference of 4 points over CP
group. The acids, bases and salts topics are essential to understand the
pH regulation and buffers in the organism, which could be related to
muscle function. Here the main issue is to understand the respiratory
system and its pH regulation, what it becomes very important consider-
ing the places, on public health, where a physical therapist can work, as
was mentioned in the ARI and ARD rooms. On the other hand, draws
attention that any topic of organic chemistry course was considered as
“important” at a high frequency, in fact the majority of the participants
in both groups considered the organic chemistry topics as “not impor-
tant”. This is rare because these topics are central to acquire knowledge
of biological chemistry, thus the function of a molecule cannot be fully
understood if its structure is not known. This shows, as was mentioned
above, that the topics of organic chemistry are not directly considered
important for physiotherapist clinical practice and its relevance would
rather be indirect, as it helps to acquire knowledge of biological chemis-
try, according to interviewed perceptions.

Relative to biological chemistry topics is interesting how all the
listed topics are considered as “important” in both groups. Which was
expected, if we think that glucose is one of the energetic sources for the
organism and the glycolysis process is related with the generation of en-
ergy, and that knowledge could be relevant for clinical practice, espe-
cially in areas as rehabilitation, and even in other actions not directly
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related with clinical activity as sports. Therefore, the ability of the muscle
cell to sense, process, and respond to mechanical stimuli is an important
regulator of gene expression and protein synthesis (1). Moreover, the
energy production is highly related to ATP production and ATP hydro-
lysis, which is directly related with motion process.

In addition the high choice of the biological chemistry topics as “im-
portant” in both groups, could be explained, in part, because it is im-
portant for physiotherapist formation the knowledge about some meta-
bolic frequent pathologies such as diabetes, hypertension and obesity,
particularly for those professionals that would work at primary health
centers. (11).

The fact that this study has found that most PE and CP interviewed
did not consider the topics of organic chemistry as “important”, does not
mean it is actually so, because it remains a small sample. In this sense
the Brown’s study performed in nursing career found among the most
important topics, those that belong to organic chemistry course like:
alcohols, phenols, ethers, carboxylic acids, esters, amines and amides,
that in our study where classified as “important”. That variance could be
related to the difference in the clinical activity that each professionals do.

Another important fact to consider is that all the choices that every
participant made to rank each GOB course topic were determined by in-
dividual experiences of each subject, which reinforces, even more, the idea
that we cannot extrapolate or generalize the results obtained in this study.

However the results obtained represent the first report to analyze the
relationship between topics of basic science and clinical activity accord-
ing to individual perception of school physiotherapy members.

Conclusion

This study showed that: the topics chosen most often as “important”
considering both groups were proteins and its metabolism, generally
all topics of biological chemistry course were listed as important. Fur-
thermore, it was found that none of the topics of the course of organic
chemistry were listed as “important” by any of all interviewed. Thus the
aim of the study is widely fulfilled, however is important to consider that
this work corresponds to an exploratory study. Thus establishing that
the results obtained in this study, although are preliminary, are a first
attempt to analyze how the people that work in physiotherapist school
perceived these courses.

In this study we included evaluation of topics of chemistry courses
in one career at University Bernardo O Higgins, therefore we cannot
extrapolate the obtained results to the rest of the health careers of our
university or other physiotherapist career in some other university. Fu-
ture studies are required involving a larger sample size in this and other
universities that will generate results for a good curricular articulation.
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Una metodologia para
el estudio de las ideas
previas sobre quimica
a través del analisis de
expresiones graficas

A methodology to the
study of preconceptions
about chemistry through
the analysis of graphics
expressions

Uma metodologia para
o estudo das idéias
preconcebidas sobre

a quimica através do
analises de expressoes
graficas

Resumen

Abstract

Resumo

Se examinaron las respuestas graficas de
hombres y mujeres jovenes, de 17 afios en
promedio, inscritos en cursos de nivelacion
en ciencias. Se encontré que predominan

en toda la poblacién alusiones a material

de laboratorio y a experimentos. La
categoria denominada Iconos/Iconemas
(representaciones de sensaciones o
sentimientos, o figuras geomeétricas aisladas)
aparece con frecuencia en la poblacién

de 17 afios. Los andlisis muestran que el
porcentaje de poblacién que incluye el
cuerpo humano en sus expresiones nunca

es superior al 30%. Cuando aparecen figuras
humanas sus escenarios dejan ver que son
experimentadores, no se muestra el cuerpo
humano como parte del estudio quimico. Al
indagar sobre la orientacién vocacional, se
encontrd que los hombres prefieren carreras
cientificas y las mujeres optan por programas
del area de la salud. El articulo concluye que
es posible indagar y analizar la percepcion
esencial sobre el drea de la quimica gracias al
estudio de expresiones graficas y considerar
correspondencias entre edad, sexo y
orientacién vocacional. Esta informacién

es util tanto para planear y orientar las
actividades de aula, como para inquirir
paradigmas y concepciones, y establecer el
grado de abstraccion y el conocimiento de los
estudiantes sobre el alcance y la aplicabilidad
de la quimica.

Graphic answers about meaning of chemistry
were examined in men and women (around
17 years old) enrolled in remedial courses in
sciences areas. Representations of laboratory
material and chemical experiments
predominated. The icons category
(representations of sensations and feelings or
isolated geometric figures) appears frequently
in population around 17 years old. The
analysis shows the percentage of population
that includes the human body in their
representation is never upper than 30%; when
human representations were done, seems
they are experimentalists; the human body is
not part of the chemical study. By vocational
orientation examination, predominance for
men in scientific careers and women in health
areas were found. The research concludes

is possible enquire the essential perception
about the chemistry by analyzing of graphic
expressions and considering correlations
between age, sex and vocational orientation.
This information is useful to planning and
orienting the classroom activities. In addition,
it is possible to investigate paradigms and
preconceptions and to stablish the abstraction
level and the knowledge about scope and
applicability of the chemistry.

Na esta pesquisa, examinaram as repostas
graficas de homens e mulheres jovens, de

17 anos na media, inscritos nas disciplinas

de nivelacdo em ciéncias. A majoritdria das
respostas, com na populagio pesquisada,

sdo referéncias ao material do laboratério

e experimentos. A categoria denominada
Icones (representagdes de sensagdes ou
sentimentos, ou figuras geométricas isoladas)
aparece com frequéncia na populagdo

de 17 anos. Os analises apresentam que

a percentagem da populagdo que usa as
expressdes corporais nunca ¢ maior que 30%.
Quando aparecem figuras humanas, os seus
cendrios mostram que sdo experimentadores;
o corpo humano nao faz parte do estudo
quimico. Al perguntar sobre a orientagdo
vocacional, encontrou se que os homens
preferem carreiras cientificas e as mulheres
escolhem os programas da area da saude.

O artigo conclui que é possivel indagar e
analisar a percepcdo essencial sobre a quimica
com a ajuda do estudo de expressdes graficas
e encontrar correlagdes entre a idade, o sexo
e a orientacdo vocacional. Esta informacéo é
atil tanto para planear e orientar as atividades
da aula quanto para inquirir paradigmas

e concepgoes, e estabelecer o grado de
abstragdo e o conhecimento dos estudantes
sobre o alcance e a aplicabilidade da quimica.

Palabras clave: paradigmas, expresiones
graficas, ideas previas.

Keywords: Paradigms, graphics expressions,
preconceptions.

Palavras-chave: paradigmas, expressoes
graficas, idéias preconcebidas.
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Introduccion

La comunicacion entre el profesorado y el alumnado de ciencias natu-
rales enfrenta una serie de dificultades como aquella asociada a la bre-
cha que se produce entre el lenguaje cotidiano (en sus aspectos sintacti-
cos y semanticos) y el lenguaje cientifico. Dichos obstaculos conducen
a desencuentros y sinsentidos en la clase. La problematica del contexto
en el lenguaje es un importante tema de investigacion ya que evidencia
la fractura entre lo denominado ciencia erudita y ciencia escolar. El len-
guaje, por ser instrumento de expresion de ambas ciencias, exhibe seme-
janzas y diferencias al ser usado de una u otra manera; ademas se pro-
ducen deformaciones en la transicion de una ciencia hacia la otra (1,2).
La comparacién entre el conocimiento construido y el conocimiento
cientifico para establecer las dificultades de los alumnos en relacién con
la préactica docente, ha sido abordada en estudios recientes consideran-
do los contenidos especificos de alguna asignatura (3). Ademas, otra
dificultad importante que impide que se produzcan aprendizajes sig-
nificativos tiene que ver con las grandes diferencias entre las diversas
representaciones idiosincrasicas que construyen los alumnos acerca del
mundo natural y las correspondientes representaciones cientificas. Se
puede afirmar entonces, que la diferencia entre los modelos mentales
involucrados en uno y otro extremo de la comunicacidn, entre expertos
y novatos, involucra tanto aspectos lingiiisticos —semanticos y sintacti-
cos— como representacionales (4).

Segun Galagovsky et al (5), los dibujos son la parte grafica que rep-
resenta, en forma simplificada y concreta, algunos conceptos abstractos
y sumamente complejos de cualquier modelo cientifico que, extrapo-
lado con el “qué, como y de qué manera dibujan las personas lo que
entienden o piensan sobre las ciencias’, se convierte en un método fun-
damental de evaluar diferentes parametros, desde lo simple y concreto
(desarrollo del concepto de quimica desde la concepcion primaria),
hasta elementos o ideas en niveles superiores, incluyendo lo abstracto
y mas complejo.

El estudio de las representaciones gréficas es bien conocido en inda-
gaciones del tipo: “El dibujo de un cientifico” (6,7). En estos analisis se
plantean indicadores y la correlacién entre su uso y la evolucién de los
estandares, la edad, la situacion socioecondmica, sexo y rasgos culturales
particulares, entre otros. También son de interés los andlisis de las ima-
genes en los libros de ciencia de la escuela (8,9) y las que aparecen en
articulos de prensa o de divulgacion de ciencia y tecnologia. Asi como
las imdgenes visuales de los textos tienen convenios especificos en su
construccion (10,11), las expresiones graficas de las personas embeben
ciertas convenciones que permiten reconfigurar su contenido semantico.

La nocién conceptual de lo que es y abarca el area de la quimica es
en principio entendida como una construccién académica dentro de la
labor docente-estudiante; esta construccidn se basa fundamentalmente
en el trabajo de aula, pero no desconoce el bagaje cultural y social re-
lacionado con esta disciplina. La continua evolucién de las ideas debe
evaluarse considerando los pardmetros dentro de los cuales el individuo
se desarrolla, lo cual esta relacionado con su identidad (rol de género
-socialmente influenciado-, edad en la que se encuentra, sociedad a la
cual pertenece, influencia cultural, etc.) (12). Las indagaciones sobre
temas especificos de quimica antes del trabajo de aula pueden establecer
y analizar las evocaciones de los jévenes a través del andlisis de repre-
sentaciones sociales que aparecen en la interseccién entre la ciencia y
el sentido comun; estas representaciones pueden concebirse como una
forma de entender “cémo el conocimiento producido en el ambiente
académico pasa a formar parte del sentido comun de la gente” (13).
Las diferencias entre el conocimiento construido por los jovenes y el
conocimiento cientifico se deben también a las representaciones socia-
les particulares de los docentes que han tenido los individuos (14) y
del léxico conocido y comprendido; en general, como los procesos de

enseflanza y aprendizaje son fendmenos sociales, en la elaboracion y
expresion del conocimiento van a confluir tanto elementos y aspectos
personales como sociales (15).

La consideracion de las ideas previas es un tema abordado desde
hace tres décadas, al menos, y se ha discutido tanto su valor como punto
de partida para el desarrollo de nuevos temas, como las desventajas
que estas ideas erroneas puedan generar en el proceso enseflanza-apre-
ndizaje. La investigacion sobre el origen, persistencia y modificacion
de las concepciones de los alumnos tiene objetivos como la propuesta
de estrategias de aula para generar aprendizaje significativo (16). Las
ideas expresadas sobre los diversos temas de un drea como la quimica
son comunmente diferentes a las aceptadas por los profesionales de la
quimica yla gran variedad de concepciones alternativas se pueden man-
ifestar en las discusiones de aula y durante la resolucién de problemas
(17). Las ideas espontaneas son construcciones personales sobre las que
se han identificado semejanzas en estudiantes de diferentes paises y
sistemas educativos (18,19).

En principio se puede exaltar lo complejo que resulta el desarrol-
lo conceptual comprometido en la respuesta a la pregunta ;Qué es la
quimica? Dar la respuesta es un proceso mas complejo aun si se tiene
en cuenta que la poblacion que se examina da sus opiniones de acu-
erdo con los parametros establecidos por los diversos elementos de su
identidad; la respuesta puede ser una construccién individual que se
logra de manera intuitiva y perceptiva. Ademas, la poblacién de interés
podria estar en edades en las cuales las habilidades de expresion escrita
no estdn maduras. Esta situacion lleva a plantearse sobre formas efici-
entes de evaluar y estudiar las respuestas considerando las influencias
que pesan sobre ellas.

Materiales y métodos

La poblacién escogida para hacer la prueba y establecer la metodologia
fue un grupo de estudiantes de secundaria de escuelas publicas y
privadas, inscritos en cursos libres de ciencias y de matematicas basi-
cas. Su inscripcién en dichos cursos busca reforzar sus conocimientos
antes de presentar el examen de admision a las universidades publicas
del pais. Dado su cardcter exploratorio, este estudio se llevo a cabo solo
con este grupo de 110 jovenes de modo que aun no es estadisticamente
representativo.

La prueba se aplicd el primer dia de clases antes de realizar activi-
dades relacionadas con el drea de quimica, consistié en completar un
formato donde se hacia énfasis en la siguiente leyenda: “Dibuje, dentro
del cuadro, lo que significa para usted la palabra QUIMICA. Tiempo
disponible: 3 minutos” Se les solicitaba relacionar su nombre, edad,
sexo y orientacion profesional (carrera a seguir).

Luego de obtener los resultados, estos se analizaron y se organizaron
de acuerdo alas categorias relacionadas a continuacion; después de cada
categoria, se exponen ejemplos de cada una:

o  Naturaleza: Conjunto, orden y disposicién de todo lo que
compone el universo (20) Ademas de lo que puede resultar
bastante intuitivo como conjuntos de estos elementos (arbo-
les, montanas, nubes, rios, etc.), se incluyen elementos aisla-
dos de estos; de acuerdo con la definicidn de la Real Academia
Espanola, que se toma como referencia para esta categoria, se
consideran también otras construcciones relacionadas con el
universo, como los planetas (ver Figura 1).

o Lenguaje quimico: En esta categoria se incluyen modelos
de representacién atémica, férmulas quimicas y ecuacio-
nes quimicas; ademds de representaciones alusivas a tablas
periddicas y elementos (ver Figura 2).
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Figura 1. Ejemplos de representaciones de la categoria naturaleza.

Figura 2. Ejemplos de representaciones de la categoria lenguaje quimico.

Figura 3. Ejemplos de representaciones de la categoria cuerpo humano

o Cuerpo Humano: Se consideran construcciones complejas o construcciones que hacen alusion a todas las consideraciones
parciales del cuerpo humano, esto es, se incluyen dentro de anteriores (ver Figura 3).
esta categoria representaciones del cuerpo completo y partes o Construcciones Ingenieriles: En esta categoria se incluyen los
de este como 0jos, brazos y manos. También se incluyen otras elementos que indican el uso de recursos opuestos a lo natural.



Se tiene en cuenta la elaboracion de elementos con conjuntos
de figuras geométricas bien definidas como cuadrados, rectdn-
gulos, triangulos y circulos. En esta categoria hay: edificios,
casas, vehiculos, mesas, y otro tipo de elementos de desarrollo
humano (ver Figura 4).

Material de laboratorio: En esta categoria se incluye todo tipo
de material utilizado en el laboratorio y dibujos alusivos a ex-
perimentos (ver Figura 5).

Iconos/Iconemas: Se incluyen todas aquellas representaciones
que definen una sensacién o sentimiento; por ejemplo, caras
felices, caras tristes, corazones, estrellas (no ubicadas en el con-
texto del universo), etc.; aquellas figuras geométricas aisladas
no ubicadas en el contexto del dibujo principal, por ejemplo,
circulos, cuadrados, tridngulos, gotas, etc.; se hace referencia
en esta categorfa, ademds, a expresiones escritas y flechas (ver
Figura 6).

Figura 4. Ejemplos de representaciones de la categoria construcciones ingenieriles

Figura 5. Ejemplos de representaciones de la categoria material de laboratorio
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Las imdgenes podian ser clasificadas en una o varias categorias,
segun la cantidad de informacién contenida.

Validez estadistica de los resultados

Resultados y discusion

Generalidades obtenidas en las categorias

Se realiz6 un anélisis factorial multiple; este es un método de andlisis
descriptivo multivariante para variables de tipo dicotémico y categorico
(nominal u ordinal). El andlisis se realiz6 empleando el Paquete Es-
tadistico R® (version 3.1.3 —Smooth Sidewalk). Se us6 el programa Ex-
cel® para la visualizacion de los resultados. El andlisis factorial multiple
arroja el circulo de correlaciones de las variables.

Para verificar las anteriores relaciones se hizo uso de la prueba Chi-
cuadrado, la cual plantea como hipodtesis nula que las variables son in-
dependientes, es decir, que no estan correlacionadas.

La prueba arroja un valor que es usado para determinar si se rechaza
o no la hipotesis nula de independencia entre las variables. Se us6 un
nivel de significancia del 5% (alfa=0,05). Cuando el valor (denominado
P) es menor a 0,05, se rechaza la hipdtesis nula.

Figura 6. Ejemplos de representaciones de la categoria iconos/iconemas

Tabla 1. Nombre de las categorias de acuerdo con el nimero de correspondencia.

La Tabla 1 muestra la organizacion dada a las categorias. La numeracion
no refiere jerarquia. La Figura 7 muestra el porcentaje de poblacién que
manifesté en sus expresiones graficas, elementos de cada una de las cat-
egorias. Los numeros del 1 al 6 en esta gréfica se refieren a las categorias
de la Tabla 1.

Se encontr6 que gran parte de la poblacién encuestada usa la repre-
sentacion de “Material de Laboratorio” para expresar lo que es quimica;
esto sugiere que para la mayoria esta ciencia esta relacionada principal-
mente con lo que se desarrolla en los laboratorios. La categoria “Len-
guaje Quimico” es importante en la medida que muestra que los jovenes
tienen presente que esta ciencia maneja un lenguaje particular y propio;
de acuerdo con el andlisis estadistico aplicado se encuentra ademds que
los estudiantes que relacionan las muestras graficas de “Material de Labo-
ratorio” lo hacen de manera conjunta con “Lenguaje Quimico”. Es notable

Categoria Nombre
1 Naturaleza
2 Lenguaje quimico
3 Cuerpo Humano
4 Construcciones Ingenieriles
5 Material de laboratorio
6 Iconemas e iconos

Rev. Colomb. Quim. 2015, 44 (1), 36-45.




la baja referencia a la categoria “Naturaleza’, esto puede estar relacionado
con la exclusién de las correlaciones entre la quimica y el entorno que
usualmente se hacen al aplicar metodologias de ensefianza tradicionales,
sin el uso de salidas de campo o ejercicios de contexto, entre otros. La
categoria “Cuerpo Humano” es la mas baja, lo que muestra que el ser
humano también estd excluido de la consideracion del area de la quimi-
ca. La Figura 8 muestra algunos ejemplos de expresiones graficas que
incluyeron personas. Notese que las personas son, en la mayoria de los
casos, experimentadores y no estdn presentes como parte de la accion de
la disciplina. Son individuos analizando un entorno lejano encasillado
en los laboratorios. Al parecer, el cientifico conocedor no tiene relaciéon
con la naturaleza, con la sociedad o con él mismo. Segun los indicadores
manejados por otros estudios (6), los dos ejemplos que se muestran en
la Figura 8 incluyen varios de los elementos encontrados en las repre-

sentaciones mas elaboradas de un cientifico (blusa de laboratorio, gafas,
cabello despeinado, simbolos de investigacion y expresiones relevantes).

La Figura 9 relaciona la preponderancia de las categorias en relacion
a la edad para esta muestra. Los niimeros del 1 al 6 en esta grafica se
refieren a las categorias de la Tabla 1. Es notable que la categoria 1 “Na-
turaleza”, pierde importancia a medida que aumenta la Edad. La repre-
sentacion de cuerpo humano es baja en todas las edades.

Al observar los resultados de las categorias 2 y 6 (“Lenguaje Quimi-
co” e “Iconos/Iconemas” respectivamente), segun las edades, se pueden
plantear algunas asociaciones de estos tipos de representaciones con la
capacidad de abstraccion y la percepcion del mundo desde lo sensorial y
dificilmente descriptible; esto es, a mayor grado de complejidad en el de-
sarrollo del drea, se plantea un mayor uso de diferentes recursos. En otro
estudio (21) se mencionan problemas encontrados en la diferenciacién

Figura 7. Porcentaje de jévenes con expresiones en cada categoria de la Tabla 1.

Figura 8. Ejemplos de expresiones graficas con personas (Categoria 3).

Figura 9. Porcentaje por categoria de la Tabla 1 con relacion a las edades de estudio consideradas en la muestra.
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de hechos observables e inferencias, en la identificacion de argumentos
significativos y en la elaboracién de argumentos coherentes. También se
encuentran graves dificultades en el manejo de la terminologia cientifica
porque muchas veces no se distingue entre los términos de uso cienti-
fico y los de uso comtn y se utilizan palabras propias del lenguaje co-
loquial. La complejidad que representa la apropiacion del 1éxico de la
quimica hace que los jovenes, al sentir inseguridad sobre su capacidad
de razonar, expresen mejor sus sensaciones o sus ideas seudo-estructu-
radas, haciendo uso frecuente de lo que recuerdan de un lenguaje que
no terminan de comprender. Se observa en el presente trabajo que cu-
anto mdas complejo se percibe el conocimiento de la disciplina o area
del conocimiento, mas compleja es la respuesta sensorial del estudiante
con la que se trata de describir la quimica. Se encuentran entonces, con
mucha frecuencia, no solo nociones sobre el lenguaje de la quimica sin

precision, sino también las representaciones de lo que se siente cuando
se piensa en ella.

Al comparar la predominancia de las categorias, separando la po-
blacién seguin el género (hombre o mujer) para este estudio (Figura 10,
los numeros del 1 al 6 en esta gréfica se refieren a las categorias de la Tab-
la 1), no se observan diferencias notables. Se nota que algunas mujeres
recurren a elementos de la “Naturaleza’, al uso del “Lenguaje Quimico” y
al “Material de Laboratorio” y es menos frecuente la utilizacion de “Ico-
nos/Iconemas”, sin que se puedan establecer diferencias significativas
con respecto a los hombres, debido al tamano de la muestra.

Cuando se analiza la Orientacién Vocacional (Tabla 2 y Figura 11)
se distinguen dos tendencias interesantes: los hombres tienen marcada
preferencia por las ingenierias y afines, y las mujeres se identifican mds
con profesiones del drea de la salud (nutricién, enfermeria, odontologia)

Figura 10. Porcentaje en cada categoria de la Tabla 1, con relacién al Género.

Figura 11. Porcentaje del niimero de resultados por Orientacién Vocacional en relacion al Género, en cada categoria de la Tabla 1.

Tabla 2. Orientacion vocacional de acuerdo con el nimero de correspondencia.

Categoria

Nombre

1

2
3
4
5
6
7

L]

Areas Administrativas
Artes
Ciencias de la Salud
Ciencias Humanas
Ciencias
Ingenieria y afines

No Saben



e incluso, con ciencias sociales, artes y con areas relacionadas con ad-
ministracion. Esto corrobora la existencia de una tendencia mas o me-
nos definida debida al rol social aprendido y, seguramente, por otros
factores influyentes como los medios de comunicacién, los arquetipos
de comportamiento y accién, etc. Lo anterior, ha sido reportado en otros
estudios (22) y ha sido discutido a profundidad en los estudios sociales
de la ciencia (23).

El drea de las ciencias no es elegida en gran porcentaje, lo que mues-
tra que si estos estudiantes se encuentran en cursos nivelatorios de
ciencias y matematicas, lo hacen por necesidad y no porque tengan un
especial gusto o curiosidad por su estudio. Cierto porcentaje no se ha
definido atin por alguna carrera en particular.

La utilidad del circulo de correlaciones (Figura 12) es que permite
observar la direccion y la proximidad entre las variables, asi se obtiene
una idea de lo que estd midiendo cada una, y a su vez se tiene una idea de
cuales variables estan correlacionadas entre si. Se observa que la variable
Género al encontrarse en el centro del grafico es poco representativa

para el estudio; no esta correlacionada con las otras variables, es decir,
no se pueden hacer conclusiones sobre el Género y el resto de variables.
El circulo de correlaciones indica que no hay una relacion entre el Gé-
nero y la categoria, por ejemplo, “elementos de la naturaleza”, es decir,
las mujeres no recurren a los elementos de la naturaleza con mayor fre-
cuencia que los hombres. La Tabla 3 muestra algunas correlaciones rel-
evantes de acuerdo con el circulo.

En el circulo se observa que las variables Edad y “Construcciones
Ingenieriles” estan correlacionadas por la proximidad que hay entre ellas
y porque apuntan en la misma direccidn. En este caso se pueden inferir
correlaciones a partir del grafico de frecuencias, ya que hay suficiente
evidencia estadistica que soporta la relacion entre estas variables. Puede
deducirse que a medida que aumenta la Edad en esta muestra, la percep-
cién que las personas tienen de la quimica a través de elementos de la
categoria “Construcciones Ingenieriles” disminuye.

Las variables “Material de Laboratorio” y “Lenguaje Quimico” pare-
cen estar correlacionadas, esto puede deberse a que son conceptos que

o
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Figura 12. Circulo de correlaciones entre las variables de estudio.

Tabla 3. Prueba Chi- cuadrado para las correlaciones més relevantes de acuerdo con el circulo de correlacion.

Hipétesis nula: Las variables son independientes

Variables P-valor alfa=0.05
Laboratorio Lenguaje Quimico 0,0341 Se rechaza la hipétesis nula
Edad Construcciones Ingenieriles 0,028 Se rechaza la hipdtesis nula
N h
Naturaleza Iconos/Iconemas 0,5805 O se rechaza

la hipétesis nula
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Figura 13. Relacion entre la frecuencia de aparicion de “Material de Laboratorio”y “Lenguaje quimico”.

se asocian facilmente. En la Figura 13 se evidencia que los jovenes que
representan la quimica a través de elementos de laboratorio también
emplean elementos asociados al lenguaje quimico.

Las variables “Cuerpo Humano”, “Iconos/Iconemas” y “Naturaleza”
no estan correlacionadas en el circulo, ademas no apuntan en la misma
direccion, de modo que se puede suponer que estas variables pueden
estar midiendo percepciones diferentes no asociadas entre si.

Para las variables “Laboratorio” y “Lenguaje Quimico” se rechazé la
hipétesis nula, es decir, que definitivamente las personas de la muestra
de trabajo que asocian la quimica con elementos de laboratorio, también
la relacionan con férmulas.

Al realizar todas las posibles pruebas se encontr6 que “Naturaleza’,
“Personas” e “Iconos/Iconemas” no se relacionan entre si, ni con ninguna
de las demas variables. Por ejemplo, se observa que entre “Naturaleza”
e “Iconos/Iconemas” las personas que no dibujan elementos correspon-
dientes a la categoria “Naturaleza” tienen casi la misma proporcion de
dibujar o no dibujar “Iconos/Iconemas’, al igual que las personas que
dibujan elementos representativos de esta.

En cuanto a las categorias de “Material de Laboratorio” y “Lenguaje
Quimico” se encontré que no hay una correlacién con la variable de
Edad, asi como tampoco se encuentra en ninguna otra categoria, excep-
tuando la de “Construcciones Ingenieriles”.

Conclusiones

La quimica es, para los jovenes de este estudio, una disciplina alejada de
sus contextos urbanos, que poco se relaciona con sus espacios cotidi-
anos (donde normalmente se desarrolla el individuo y se conecta con el
mundo) y con la naturaleza. No aparece con recurrencia el ser humano,
y cuando este se dibuja, es un manipulador en los espacios asociados
a la quimica, pero no forma parte de su estudio. Ademds, las personas
que trabajan en quimica se muestran como personajes muy elaborados,
con caracteristicas especiales y poco comunes. El lenguaje quimico es
percibido como un elemento importante, pero cuando se recurre a él
para mostrar lo que es la quimica, se notan nociones vagas o incor-
rectas; ademas de encontrarse con recurrencia que se relaciona con el
trabajo de experimentacién. Las categorias “Cuerpo humano”, “Iconos/
Iconemas”y “Naturaleza” actian como complementos a la definicién de
la quimica desde las expresiones gréficas de los estudiantes. Del mismo
modo, la categoria “Iconos/Iconemas” permite observar desde artefactos
con implicaciones muy concretas en la definicién del estudiante cuando
desea expresar lo que cree que es la disciplina, hasta artefactos con im-
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plicaciones muy abstractas, que permiten relacionar que este recurre a
las sensaciones y sentimientos que esta le genera. Adicionalmente, se
observa que puede haber ciertas tendencias en la escogencia de las car-
reras asociadas al sexo y a roles sociales.
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Todo el texto debe venir justificado (alineado a izquierda y derecha),
con las paginas y lineas numeradas continuamente. Todos los titulos y
subtitulos primaros y secundarios deben ir justificados a la izquierda.
Los titulos (RESUMEN, PALABRAS CLAVE, INTRODUCCION, MATERI-
ALES Y METODOS, RESULTADOS Y DISCUSION, AGRADECIMIENTOS,
CONCLUSIONES Y REFERENCIAS) deben ir con mayuscula sostenida y
negrilla. Los subtitulos primarios en mintsculas sostenida y en negrilla.
Los subtitulos secundarios con minuscula sostenida y en cursiva. Siem-
pre se deben definir los términos estadisticos, abreviaturas y los simbo-
los la primera vez que se usan en el articulo. Para las unidades de medida
se debe usar el sistema métrico internacional. Cuando no van seguidos
de unidades, los numeros enteros hasta diez se escriben con la palabra
(uno, dos, diez) y mayores de diez con nimeros (11, 12, 102). Cuando se
utilicen ntimeros, estos deben ir seguidos de sus unidades y se manten-
dra un espacio entre uno y otro (100 m, 50 mL). Si se trata de porcentaje
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no deje espacio entre el nimero y la unidad (80%). En manuscritos es-
critos en espaiol las cifras decimales irdn separadas por coma (,) y en
inglés por punto (.). Cite cada figura y tabla en el texto de acuerdo al
orden de aparicion y en el siguiente formato: Figura 1 o Figuras 1y 2 o
Figuras 1A-1F o Tabla 1.

Resumen

Resumen de maximo 200 palabras. Se sugiere poner una frase intro-
ductoria. Deben mencionarse los propositos de la investigacion, los re-
sultados relevantes (proporcionando datos especificos y, de ser posible,
su significacidn estadistica), y las conclusiones principales sin incluir
citas bibliograficas. Se debe hacer énfasis en los aspectos nuevos e im-
portantes del estudio. Debe evitar presentarse un resumen descriptivo
(aquel donde no se presentan datos), en cambio, debe presentarse un
resumen analitico (aquel en donde se presentan los datos relevantes ob-
tenidos en la investigacion). Debe aparecer siempre en espaiol, inglés y
portugués.

Palabras clave

Deben listarse de 3 a 6 palabras claves. No se deben emplear las palabras
ya usadas en el titulo del manuscrito. Deben aparecer siempre en espa-
fol, inglés y portugués.

Introduccion

Deben presentarse los fundamentos 16gicos para la realizacion del tra-
bajo. Solo se dan las referencias estrictamente oportunas y no se deben
incluir datos o conclusiones del trabajo que se estd publicando. Al final
de la introduccioén, debe presentarse el objetivo del trabajo.

Materiales y métodos

En una subseccion deben listarse los reactivos utilizados, la marca y
el pais. Se deben usar subtitulos en los procedimientos utilizados. Los
procedimientos deben tener el detalle suficiente para permitir a otros
profesionales reproducir la investigacion. Se deben incluir los equipos
empleados, incluyendo nombre del fabricante y pais, ademds de las ref-
erencias de la metodologia y métodos estadisticos. Deben describirse
los métodos nuevos o los que han sido sustancialmente modificados,
sustentando las razones para utilizarlos y evaluando sus limitaciones.

Los autores que envien articulos de revision, deberan describir los
métodos empleados para localizar, seleccionar, extraer y sintetizar la in-
formacion. Siempre que se hagan pruebas estadisticas, debe usarse un
subtitulo “Anélisis estadistico” para su descripcidn.

Resultados

Deben presentarse en un orden logico y concordante con el orden de
los métodos. Se deben destacar los resultados que contribuyen a la gen-
eracién de nuevo conocimiento. La informacién contenida en tablas no
debe repetirse en figuras y viceversa.

Discusion

Deben destacarse los aspectos nuevos y relevantes del estudio, y evitar
repetir informacién ya facilitada en las secciones INTRODUCCION o
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RESULTADOS. Se recomienda evaluar posibles relaciones entre los re-
sultados obtenidos, juzgar los resultados en relacion con los obtenidos
por otros autores, y proponer hipétesis que expliquen los datos obteni-
dos. Entre las secciones de Resultados y Discusion debe haber una ex-
tension minima de tres paginas a doble espacio.

Condlusiones

Debe aparecer minimo un parrafo con las conclusiones, vinculado a los
objetivos del estudio, evitando enumerarlas o presentarlas como frases
sueltas. Se deben realizar afirmaciones plenamente respaldadas por los
datos.

Agradecimientos

Deben mencionarse las fuentes de financiacién de los proyectos de in-
vestigacion y/o apoyos recibidos para la realizacion del estudio (becas,
equipos, reactivos, entre otros). Pueden nombrarse a aquellas personas
que hayan prestado su ayuda intelectual al trabajo, pero cuyas contribu-
ciones no justifiquen la autoria, describiendo la contribucién llevada a
cabo, por ejemplo, “apoyo técnico’, “revision critica del escrito”, “recolec-
cién de muestras”.

Referencias

El formato estd basado en la guia de estilos de la American Chemical
Society (ACS).
Referencias en texto: Todas las citas que aparecen en el texto deben
coincidir con las presentadas en la seccion REFERENCIAS, y viceversa.
Debe evitarse citar como bibliografia:

o Los restimenes presentados en congresos u otras reuniones.
o Comunicaciones personales.

« Datos no publicados. La citacién de un articulo “en prensa” supone
que el articulo ya fue aceptado para publicacion.

Las citas deben realizarse con nimeros italicos en paréntesis en la
linea del texto, y dentro de la puntuacién. Por ejemplo:

o Las condiciones de extraccion se encuentran reportadas en otros
estudios (I).

Las citas se deben escribir con numeros naturales acorde a su orden
de aparicion. Si dentro de la redaccion del texto se debe mencionar el
autor, entonces la citacién debe ser:

o Un autor: Duque (2)
o Dos autores: Duque y Palomeque (3)

o Mais de dos autores: Duque et al. (4)

Formato de referencias: Las referencias deben ser organizadas en el
mismo orden numérico en el que fueron presentadas a lo largo del texto.

Revistas

Se debe anotar el apellido y las iniciales del nombre de todos los au-
tores. Apellidos se separan de las iniciales del nombre con coma. Las
iniciales de los nombres de autores se acompanan con punto. Los au-



tores se separan con punto y coma. Luego se escribe el titulo. El nombre
abreviado de la revista en cursiva, de acuerdo al Chemical Abstracts
Service Source Index (CASSI, http://cassi.cas.org/search.jsp). El afio en
negrilla, el volumen en itélica y las paginas (separadas por guion). De
igual manera, si el articulo cuenta con DOI es necesario incluirlo al
final de la referencia.

+ Hasta seis autores: se incluyen todos los autores.

Da Silva, R.; Nissim, L; Brosnan, M.; Brosnan, J. Creatine synthesis:
Hepatic metabolism of guanidinoacetate and creatine in the rat in
vitro and in vivo. Am. ]. Physiol. Endocrinol. Metab. 2009, 296, 256-
261. http://dx.doi.org/10.1152/ajpendo.90547.2008.

o Maés de seis autores: incluir hasta los seis primeros autores y a con-
tinuacion escribir et al.

Libros y otras monografias

o Libros sin editores
Stout, J.; Antonio, J.; Kalman, D. Essentials of creatine in sports and
health. Humana Press Inc.: Totowa, NJ, 2008; pp 30-40. http://
dx.doi.org/10.1007/978-1-59745-573-2.

Anastas, P. T.; Warner, J. C. Green chemistry: Theory and practice;
Oxford University Press: Oxford, 1998. http://dx.doi.org/10.1021/
bk-1996-0626.

 Capitulo en libro editado
McBrien, M. Selecting the Correct pH Value for HPLC. In HPLC
made to measure: A practical handbook for optimization; Kromidas,
S., Ed.; Wiley-VCH: Weinheim, Germany, 2006; pp 89-103.

Tesis doctoral (o similar)

o Impreso
King, K. J. Development of a pressurized system for oxidation stud-
ies of volatile fluids. M.S. Thesis, The Pennsylvania State University,
State College, PA, March 1983.

o  Electrénico
Abrams, N. M. Efficiency enhancement in dye-sensitized solar
cells through light manipulation. Ph.D. Dissertation [Online], The
Pennsylvania State University, University Park, PA, December 2005.
http://etda.libraries.psu.edu/theses/approved/WorldWideIndex/
ETD-1061/index.html (consultado el 2 de abril de 2014).

Sitios Web
Penn State Department of Chemistry. http://www.chem.psu.edu/
(consultado el 7 de junio de 2014).

Mallet Chemistry Library, University of Texas Libraries. Thermo-
Dex home page: An index of selected thermodynamic and physical
property resources. http://www.lib.utexas.edu/thermodex/ (consul-
tado el 19 de marzo de 2014).

En prensa
Kauthold, S.; Petermann, L.; Stachle, R.; Rau, S. Transition metal
complexes with N-heterocyclic carbene ligands: From organometal-
lic hydrogenation reactions towards water splitting. Coord. Chem.
Rev. En prensa.

Tablas y figuras

Las fotos, diagramas, mapas y gréficas se clasifican como figuras. Deben
usarse figuras como alternativa a las tablas; evite redundancia entre tab-
las, figuras y texto.

Las figuras con sus leyendas deben enviarse individualmente en for-
mato .TIFF, de excelente calidad, con una resolucién minima de 300 dpi
y con uno de dos tamanos (9 cm de ancho, que es una columna, o 20
cm que cubre las dos columnas). La impresion a color no genera costos
adicionales para los autores, sin embargo, representa un mayor costo
para la revista. Teniendo esto en cuenta, se debe utilizar escala de grises
o tramas siempre que sea posible. Deben usarse colores cuando sea es-
trictamente necesario. Figuras que hayan sido creadas en Excel o Word
deben ser enviadas en esos programas.

Las tablas deben estar en el cuerpo del articulo al final del docu-
mento. Tanto las tablas como las figuras deben ser autocontenidas (pod-
er interpretarse sin necesidad de recurrir al cuerpo del articulo). En la
leyenda de la figura, o en el titulo o pie de la tabla, deben describirse las
claves, abreviaturas y demds explicaciones. Se recomienda proporcio-
nar ademas de los promedios, las desviaciones estandar y demds infor-
macion estadistica relevante a los datos.

La rotulacion de cada tabla debe ir a la cabeza de la misma, mien-
tras que en las figuras debe presentarse al pie. Evite figuras pequenas
aisladas: agrupe figuras con informacién relacionada en figuras com-
puestas rotuladas con letras (Figura la, Figura 3b, etc.). Si un articulo
contiene tablas o figuras reproducidas (asi sean del mismo autor), es
obligacion declarar el origen y presentar permiso para utilizarlas. Es
responsabilidad de los autores conseguir el correspondiente permiso.
Si tiene dudas al respecto, por favor comunicarse con la revista via
correo electrénico (rcolquim_fcbog@unal.edu.co) o por teléfono (+571
3165000 Ext. 14458).

Preparacion para el envio online

Antes de realizar el envio de su manuscrito ya sea por el Portal o por
correo electrénico, verifique que cumple con las siguientes condiciones:
« Presenta un titulo en los 3 idiomas solicitados.

o Proporciona nombres y apellidos completos de los autores (e indica
quién es el autor de correspondencia), y de cada autor se menciona:

«  Ultimo titulo profesional.
— Institucion en la cual trabaja.
— Paisyciudad de residencia.
—  Correo electrénico.

o DPresenta un resumen analitico, de maximo 200 palabras, en los 3
idiomas solicitados.

o Presenta palabras clave, en los 3 idiomas solicitados.
o Elcuerpo del articulo se encuentra en el formato solicitado.

o Las referencias citadas en el cuerpo del articulo aparecen en la sec-
cién REFERENCIAS, y viceversa.
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o El formato de las referencias sigue las indicaciones estipuladas en
esta guia.

o En las referencias se menciona el DOI de los articulos, si es el caso.

o Las figuras estan en formato .TTFF con resolucion mayor a 300 dpi
en archivos diferentes al cuerpo del documento. Si las figuras fueron
creadas en Word o Excel

« entonces se envian en ese formato. Las tablas van al final del docu-
mento.

+ Adjuntala carta de presentacion del articulo en el formato dispuesto
para tal fin. (formato disponible en revistas.unal.edu.co/index.php/
rcolquim)

Manuscrito aceptado para publicacion

Si el Editor le ha notificado que su manuscrito podria ser aceptado para
publicacién en caso de tener en cuenta las modificaciones sugeridas por
los revisores, envie la nueva version del articulo acompanada de una carta
donde detalle cada uno de los comentarios de los revisores, y justifique
en caso de que no tenga en cuenta alguna de las sugerencias. Trabaje la
nueva version del articulo con control de cambios o resalte los cambios en
esta nueva version, para que el Editor pueda identificarlos con facilidad.
Una vez haya finalizado el proceso de revisiéon por pares, el Editor
enviara un correo electronico al(os) autor(es) del manuscrito manifes-
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tando la decision del Comité Editorial. Si el manuscrito ha sido aceptado
para publicacién, se adjuntardn al correo las sugerencias, indicaciones
y comentarios que cada evaluador efectud sobre los aspectos de fondo
y de forma del articulo. Para continuar con el proceso de publicacion
el(los) autor(es) deben enviar los siguientes archivos al correo de la re-
vista (rcolquim_fcbog@unal.edu.co):

o Lanueva version del documento en donde se trabaje con control de
cambios o se resalten las modificaciones trabajadas.

o Una carta en la que se detallen cada uno de los comentarios de los
revisores, justificando aquellos casos en los que no se siguié una de-
terminada indicacion o sugerencia.

o Las imagenes que se hayan modificado en virtud de los comen-
tarios de los revisores y las necesidades de la nueva versién. Las
imagenes deben estar en formato .TIFF con una resolucién mayor
a 300 dpi.

Costo de la publicacion

La publicacion de un articulo, con una extensién no mayor a 3 paginas
impresas de la revista, tendrd un costo de $30.000 pesos colombianos.
Las paginas adicionales tendran un costo de $20.000 pesos colombianos
cada una.



Guide for authors

Description

Revista Colombiana de Quimica (Rev. Colomb. Quim. Online version
ISSN 2357-3791, printed version ISSN 0120-2804) is a peer-reviewed
scientific journal from the Department of Chemistry, Faculty of Sci-
ences of Universidad Nacional de Colombia, Bogota. Since its launch
in 1971 and until 1980 Revista Colombiana de Quimica published a
volume per year, and its frequency changed to one or two volumes
per year from 1981 to 2006. From 2007 until the present, this jour-
nal has published three volumes per year. All of its volumes are avail-
able online at the website: http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/
rcolquim/index.

Revista Colombiana de Quimica is indexed in databases such as
Scopus, Publindex, DOAJ, SciELO, Latindex, and Redalyc. This pub-
lication has a Scientific and Editorial Board composed of renowned
researchers in each subject, and accepts relevant contributions to the
different areas of chemistry such as analytical chemistry, biochemistry,
organic and physical chemistry, food chemistry, inorganic chemistry,
material sciences, organometallic chemistry, and chemistry teaching,
among others. The target audience are professionals of any area of
chemistry.

Types of manuscripts
Research articles

They are articles that present results of investigation that have not been
published previously. The authors should highlight the contribution of
their work to novel knowledge. It is suggested a maximum of 40 refer-
ences.

Reviews

They will be requested by invitation of the Publishing Board, consider-
ing the experience of the authors in a specific subject. They are articles
that present the current state of the knowledge on a subject. Addition-
ally, in this type of articles, the authors should clearly establish their con-
tribution and own criterion. It has to present more than 50 references,
preferably of the last 5 years.

Ethic

Revista Colombiana de Quimica follows the ethics policy proposed by
COPE: http://publicationethics.org/ intended for peer-reviewed scien-
tific journals. Please be aware that plagiarism, ghost writing, and du-
plication of results are considered to go against our ethics policy. This
journal uses an evaluation system in which authors and referees are un-
known to each other.

RICQ)

Conflicts of interest

The journal defines a conflict of interest as any subject that interfere in:
the complete and objective presentation, the review by pairs, the taking
of publishing decisions, or the publication of investigation articles pre-
sented to the journal. The conflict of interests can be of financial and no
financial nature, professional or personal, and can come up in relation to
an organization or another person.

Submitting and outline for the general review

Manuscripts submitted to the Revista Colombiana de Quimica for their
possible publication have to be unpublished (no subjected at the same
time to any other journal, either printed or digital). The authors are re-
sponsible for their opinions and ideas declared in the manuscript. The
precision of the information in a manuscript, including figures and ta-
bles, is complete responsibility of the author (s).

Manuscripts can be submitted for their evaluation via email
(rcolquim_fcbog@unal.edu.co) or through the platform on-line of the
journal (http://www.revistas.unal.edu.co/index.php/rcolquim).

General requirements for submitting

Sending through the portal online are possible if the author is regis-
tered. If not, the author should register following the necessary steps.
Before beginning, it is important to check that the sending meets all
the requirements requested by the journal (See section Preparation for
on-line sending).

1. Neither abstract nor authors’ data should be included in the on-
line version of the document. These information should be in-
cluded in the metadata, that is to say, in the submission form. On
the contrary, if the article is sent by e-mail it has to contain all the
data that is specify in the Format section.

2. Inboth cases, on-line submitting or via e-mail, a letter presenting
the article must be submitted. This letter should include the most
relevant aspects of the manuscript, a list of three possible review-
ers, with their respective contact data. The letter should be sign by
all the authors.

3. Photos, diagrams, maps, and figures should be named as figures.
Photos and maps should be attached in a separated file, in a tiff.
or jpg. format. They should have the size at which they have to
be published, with a resolution of 300 dpi, and in a grey scale in
black and white. If a grey scale is not good enough then differ-
ent trams should be used. Photos and maps should not be copied
in Word because they lose resolution, and therefore there will be
problems during the formatting. If the graphic corresponds to ar-
chives developed in Excel or Word, then authors should send it in
the original program.
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Reviewing flow

o After receiving the manuscript and verifying that it fulfils with the
format established in this guide, it is sent to peer-reviewers.

o After receiving the evaluations, the decision of the Editorial Board is
sent to the correspondence author:

—  Accepted with minor changes: Authors should send a new ver-
sion to the journal. When the editor verifies that the changes
were made (the authors have to send a detailed list with the
changes made or the reason why they do not made the chang-
es), the article is accepted.

—  Major changes: Authors should send a new version to the jour-
nal, which will be subjected to a fast evaluation (the authors
have to send a detailed list with the changes made or the reason
why they do not made the changes).

— Rejected: The authors decide if they subject a new version to
the journal, which will be treated as a new article.

— If the article is accepted, it will appear initially in a pre-print
format in the web page of the journal (http://www.revistas.
unal.edu.co/index.php/rcolquim/index). Later on it will be re-
placed by the diagramed version. Finally, the printed version
will be distributed.

Preparation

The document has to be presented in a Word .doc or .docx file, size
letter (or A4), 1.5 line spacing, with top and bottom margins of 2.5 cm
and 3.0 cm in right and left margins, font Times New Roman, pages
consecutively numbered, and a consecutive numbering of the lines. The
titles: ABSTRACT, RESUMEN, RESUMO, INTRODUCTION, MATE-
RIALS AND METHODS, RESULTS AND DISCUSSION, CONCLU-
SIONS, ACKNOWLEDGEMENTS, and REFERENCES should to be
used. The authors are free to present the results and the discussion in
separated sections.

Language
Manuscripts are accepted in Spanish, English or Portuguese. However,
the title, abstract, and key words should be written in the three languages.

As a strategy to increase the diffusion and visibility of the manuscript, the
journal encourage to the authors to present the manuscript in English.

First page
Title

The title has to be in small letter, unless the capital is compulsory. It has
to be concise but informative and does not have to exceed 120 characters
including spaces. The title has to appear always in Spanish, English, and
Portuguese. For example:
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o Catalytic oxidation of toluene and 2-propanol over Mn and Co
mixed oxides obtained by coprecipitation method.

«  Oxidacion catalitica de tolueno y 2-propanol sobre 6xidos mixtos de
Mn y Co obtenidos por coprecipitacion.

o A oxidacio catalitica de tolueno e 2-propanol em 6xidos mistos de
Mn e de Co, obtidos por coprecipitagio.

Author(s) and their filiations

o Full names.

o Last professional title.

«  Working institution.

o Country and city of residence.
o E-mail (for each author).

Filiation data should keep a categorical order as follows: laborato-
ry, institute, university, city, state, country, e-mail. Each filiation should
be listed with numbers in superscript and referenced to each author.
The author of correspondence has to be denoted with an asterisk. For
example:

Mauricio Acelas', Elizabeth Gil?, Markus Doerr’, Martha Daza’,
Juan Manuel Urbina!

! Laboratorio de Quimica Organica y Biomolecular-LQOBio, Facul-
tad de Ciencias, Universidad Industrial de Santander, Ciudad Uni-
versitaria, AA 678, Bucaramanga, Colombia.

2 Facultad de Ciencias, Pontificia Universidad Javeriana, Carrera 7
Ne 43-82, Bogota D.C., Colombia.

* Grupo de Bioquimica Te6rica-GBQT, Facultad de Ciencias, Uni-
versidad Industrial de Santander, Ciudad Universitaria, AA 678, Bu-
caramanga, Colombia.

" Author of correspondence: jurbina@uis.edu.co

Body of the manuscript

The manuscript should be justified (aligned to both left and right), with
the pages and lines numbered continuously. All titles and primary and
secondary subtitles should be justified to the left. The titles (ABSTRACT,
INTRODUCTION, MATERIAL AND METHODS, RESULTS AND DISCUS-
SION, CONCLUSIONS, ACKNOWLEDGEMENTS, and REFERENCES)
have to go with capital letter and bold type. The primary subtitles have
to go with small letter sustained and bold type. The secondary subtitles
have to go in italic. Always the statistics terms, abbreviations, and sym-
bols have to be defined the first time they are used in the manuscript.
For the measurement units, the International Metric System should be
used. When not followed by units numbers are written up to ten with
the word (one, two, three, etc.) and higher than ten with numbers (11,
12, 102). Numbers with units should be followed by the units keeping



a space between one and another (100 m, 50 mL). If the number rep-
resents a percentage then there should not be any space between the
number and the unit (80%). In manuscripts written in Spanish decimals
are separated by comma (,) and in English by point (.). Each figure and
table in the text must be quoted according to the order of apparition
and in the following format: Figure 1 or Figures 1 and 2 or Figures 1A-
1F or Table 1.

Abstract

Abstract should have a maximum of 200 words. To write an introduc-
tory sentence is suggested. The authors have to mention the aim of the
investigation, the notable results (providing specific data and, if pos-
sible, its statistical significance), and the main conclusions without bib-
liographic references. Authors should emphasize towards the new and
important aspects of the study. A descriptive abstract should be avoided
(where no data is shown), instead, an analytical abstract (where notable
data obtained in the investigation is shown) should be presented. The
abstract has to appear always in Spanish, English, and Portuguese.

Key words

Between three to six words have to be listed. The words used in the title
of the manuscript should not be used in this section. Key words have to
appear always in Spanish, English, and Portuguese.

Introduction

The logical foundations for the realization of the work have to be pre-
sented. Only strictly timely references should be given. Data or conclu-
sions of the manuscript should not be included in this section. At the
end of the introduction, the aim of the work have to be shown.

Materials and methods

In a subsection, the reagents used, trade, and the country have to be
listed. The methods used should be listed by subtitles. The procedures
have to have the sufficient detail to allow other professionals to repro-
duce the experiments. This section must include the equipment, in-
cluding name of the manufacturer and country, in addition, the refer-
ences of the methodology and statistical methods should be provided.
Authors should describe the new methods or those that have been sub-
stantially modified, supporting the reasons to use them and evaluating
their limitations.

Authors submitting reviews should describe the methods employed
to locate, select, extract, and synthesize the information. If statistical
tests are done, then a subtitle “Statistical analysis” should be included
for their description.

Results

Results should be presented in a logical order and in accordance to the
order presented in the MATERIALS AND METHODS section. Authors
should highlight the results that contribute to the generation of new
knowledge. The information contained in tables does must not be re-
peated in figures, and vice versa.

Discussion

New and outstanding outcomes of the study should be highlighted. In-
formation presented in the sections INTRODUCTION or RESULTS
should not be shown again in the DISCUSSION section. It is advised
to evaluate possible relations between the obtained results, to judge the
results in relation with the ones obtained by other authors, and to pro-
pose hypotheses to explain the obtained data. The sections RESULTS
and DISCUSSION together should have a minimum extension of three
pages written in double space.

Condlusions

Minimum one paragraph should be presented as conclusion (s). Con-
clusions should be in accordance to the aim of the study, avoiding to
enumerate them or to present them as loose sentences. Author should
present the conclusions well supported by the data.

Acknowledgements

Funding sources should be mentioned in this section. Support received
for the realization of the study (e.g., scholarships, equipment, reagents)
should also be included. Autors can appoint those people that contrib-
uted to the work, but whose contributions do not justify the authorship,
describing the contribution carried out, for example, “technical sup-
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port’, “critical review of the writing”, “collecting samples’.
References
The format is based in the guide of styles of the American Chemical
Society (ACS).
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