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Resumen

El concepto de solventes eutécticos naturales (NaDES) fue introducido especificamente para hacer
referencia a posibles mezclas eutécticas constituidas por metabolitos secundarios resistentes
en altas concentraciones en las células vegetales. Este tipo de solventes alternativos en las células
podrian ser claves para entender funciones fisiolégicas especificas en las plantas, asi como la
capacidad de ciertos organismos a resistir o aclimatarse a las duras condiciones ambientales
(e.g. resistencia al frio y/o a la sequia). Por otro lado, los NaDES podrian estar involucrados en otras
funciones biologicas dentro de las células, como las relacionados con la regulacion del
funcionamiento celular. Aun cuando la elevada complejidad de los sistemas celulares hace dificil
comprobar que los NaDES existen en las células, esta teoria ha abierto una interesante perspectiva
que ofrece una explicacién atractiva para algunos de los fenédmenos que ocurren a nivel celular y
que de otro modo serian dificiles de entender.

Palabras clave: Solventes eutécticos profundos naturales (NaDES), plantas, regulacién celular,
solubilizacién, proteccién oxidativa.

Abstract

The concept of natural eutectic solvents (NaDES) was introduced to refer to possible eutectic
mixtures made up of secondary metabolites in high cell concentrations. This type of alternative
solvent in cells could be key to understanding specific physiological functions in plants, as well as
the ability of certain organisms to resist or acclimatize to harsh environmental conditions

(resistance to cold and/or drought). On the other hand, NaDES could be involved in other biological
roles related to the regulation of cell function. Although given the high complexity of cellular
systems, proving that NaDES actually exist in cells is challenging, this theory has opened up an
interesting perspective that offers an attractive explanation for some phenomena that occur at the
cellular level that would otherwise be difficult to explain.

Keywords: Natural eutectic solvents (NaDES), plants, cell regulation, solubilization, oxidative
protection.
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¢Qué sonlos DESy los NaDES?

Hace casi dos décadas se reportd por primera
vez la posibilidad de formular mezclas a base
de urea y cloruro de colina (ChCI), como una
alternativa a los ya bien conocidos liquidos
i6nicos (IL’'s) (Abbott et al. 2003). Sin
embargo, la caracterizacion de este nuevo
tipo de solventes revel6 que, aunque
comparten propiedades fisicoquimicas de IL’s
como baja volatilidad y presion de vapor,
estabilidad térmica y quimica y alta viscosidad
(Smith, Abbott, and Ryder 2014)(Zhang et al.
2012), ambos tipos de disolventes difieren
principalmente en la naturaleza de sus
componentes y en sus procesos de
formulacién (Durand et al. 2020). Este nuevo
tipo de disolventes se conoce actualmente
como solventes eutécticos profundos o DES
(por sus siglas en inglés). Los DES se pueden
definir como la combinacién de al menos dos
componentes capaces de asociarse por
medio de interacciones no covalentes
(principalmente puentes de hidrégeno), para
formar una mezcla liquida que permanece
estable a temperatura ambiente. Aun cuando
estas interacciones no covalentes involucran
principalmente puentes de hidrégeno, también
pueden estar presentes fuerzas
electrostaticas o enlaces de Van der Waals.

Desde la introduccion de los DES en 2003, y
hasta la actualidad, se han utilizado un gran
namero de componentes para la sintesis
exitosa de este tipo de solventes; los
componentes mas comunmente utilizados son
el cloruro de colina (ChCI) en combinacién con
urea, etilenglicol y/o glicerol. Mas
recientemente se ha reportado la posibilidad
de formar combinaciones con estas
caracteristicas utilizando compuestos tales
como alcoholes, aminoécidos, acidos
carboxilicos 'y azUcares (Figura 1;
componentes comunmente utilizados para la
preparacion de solventes eutécticos
profundos) (Ruesgas-Ramon, Figueroa-
Espinoza and Durand, 2017). Esta amplia
diversidad quimica de componentes ofrece la
posibilidad de ajustar las propiedades
fisicoquimicas de los DES, por lo que éstos
suelen ser solventes muy versatiles con
aplicacion en diferentes campos de la
investigacion como la electroquimica, la
catalisis quimica y/o enzimatica, la ciencia de
los materiales, y como solventes de
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extraccion, entre otras (Tang and Ho
2013);(Zhang et al. 2012).

Derivado de las investigaciones sobre DES,
Choi et al. 2011 introdujeron la palabra
“natural” al concepto de DES, al notar que
ciertas moléculas simples siempre estaban
presentes en cantidades considerables en
las células de mamiferos, plantas o
microorganismos. Por lo anterior, el término
solventes eutécticos profundos naturales
(NaDES) se introdujo para referirse,
especificamente, a las posibles mezclas
eutécticas constituidas por metabolitos
secundarios presentes en altas
concentraciones en células vivas. Estas
mezclas han sido observadas en
determinados estadios de la vida de las
plantas, donde podrian estar
desempefiando funciones fisiolégicas
especificas. Esta hip6tesis ha tomado fuerza
después de observar tanto la consistencia,
como la apariencia caracteristicas de
secreciones naturales como el néctar, la
savia y la miel, cuyas propiedades fisicas y
el analisis cualitativo y estequiométrico de
sus componentes (e.g. azlcares Yyl/o
aminoacidos) son muy similares a los
descritos para NaDES formulados en
laboratorio (Dai et al. 2013)

Los NaDES en las plantas.

Aunque la presencia de los NaDES en la
naturaleza no estd necesariamente limitada a
las células vegetales, varios procesos
fisiolégicos que ocurren en las plantas,
incluyendo la resistencia a factores abidticos
como bajas temperaturas, estrés hidrico y la
falta de luz, sugieren la existencia de otro tipo
de liquido, ademéas de agua, en las células
(Choi et al. 2011). De esta forma, la presencia
de NaDES dentro de las células vegetales
puede explicar las altas
concentraciones (hasta 30%) en las
gue se encuentran moléculas que suelen
ser inestables y poco solubles en agua. Lo
anterior sugiere que los NaDES podrian estar
involucrados no solo en la estabilizacién, sino
también en el almacenamiento de ciertos
metabolitos (Jeong et al. 2017) (Bi et al. 2020)
(Wikene, Bruzell, and Tgnnesen 2015).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los

NaDES permitirian establecer una red
compleja de interacciones no covalentes bien

50



Cloruro de calima Urea

| .
. —'.-""'l-\.r"’ﬂ, i "‘ll"p,.‘
Clorurodestilzmanio. | Acetamida
cr hl-l- i =
T ™ i
de N, N- i _
u;mmu;-.xil ~tanolamania i Benzamida
I i
— i'"v"'Jl\u: i Lz"'r“"‘h-f" =
= 1
=l i wa o
Ih" i "T
Bromuro de i )
o i
L/~ i
—_ | Ho
] R
| ,-uw ] )
Acetato de cloruro i 1,4 butanedicl

Clorureo de colina i D-{+]-ﬁlggg;g_§

=] [=0
il
Hi
Acido malico

2
2o
-

L-Prolina

Hh

DES

Figura 1. Compuestos comunmente usados en la preparacion de DES y NaDES

organizadas entre los metabolitos y los propios
solventes (Verpoorte, Witkamp, and Choi
2021), dando como resultado una disminucion
en el movimiento de las moléculas, una
reduccioén del contacto en las interfaces, e.qg.
con el oxigeno en el aire, y, como
consecuencia, una menor degradacion
oxidativa. Los estudios de la solubilizacion de
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pigmentos vegetales como cartamina, rutina,
curcumina y algunas antocianinas,
caracterizados por su inestabilidad y poca
solubilidad en soluciones acuosas,
demostraron que soluciones de los
pigmentos en diferentes NaDES mostraron
una mayor estabilidad aun bajo condiciones
de estrés térmico y luminico.
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La presencia de puentes de hidrégeno entre
las moléculas de interés y los componentes
de los NaDES, detectados por
espectrometria de masas y espectroscopia de
FTIR (infrarrojo por transformada de Fourier),
sugiere que estas interacciones permiten que
las moléculas adopten una conformacion
especifica, dando como resultado una mayor
fotoestabilidad (Zhao et al. 2015) (Dai,
Verpoorte, and Choi 2014) (Grillo et al. 2020)
(Jelinski, Przybytek, and Cysewski 2019) . En
este mismo sentido, otros estudios han
demostrado también la capacidad de los
NaDES para solubilizar algunas
macromoléculas, entre las que destacan
la lignina, proteinas y algunos polisacéridos
(Choi et al. 2011)(Dai et al. 2015)(Skulcova et al.
2016)(Kist et al. 2021)(Vigier, Chatel, and
Jérdme 2015). Tomando en cuenta lo anterior, la
presencia de NaDES en las células vegetales
puede explicar como es que algunos
metabolitos s ecundarios de

naturaleza lipofilica s e
biosintetizan dentro de las
células vegetales compuestas

principalmente por agua (70% w/w). Un
ejemplo de lo anterior estda dado por el
alargamiento de la cadena de polisacaridos
donde su disolucién debe ocurrir antes de
cristalizar o precipitar; en este caso, los
NaDES contienen las enzimas y los
precursores necesarios para que se
produzca el alargamiento, en tanto que los
cambios en la composicion de los NaDES
ponen fin a la biosintesis (Ramén and
Guillena 2019). Recientemente se ha
reportado que enzimas como la lacasa son
completamente  solubles en NaDES,
permaneciendo en su estado nativo y, por lo
tanto, siendo capaces de catalizar reacciones
enziméticas (Tang and Ho 2013)(Durand et
al. 2013) . Derivado de estas observaciones,
se ha sugerido que la savia de ciertas
plantas carnivoras actia como un NaDES
formado por azUcares y polialcoholes, donde
las enzimas hidroliticas Utiles para la digestion
de los insectos podrian permanecer en su
estado nativo (Durand et al. 2020).

Los NaDES como estrategia para explicar
la tolerancia de las plantas al estrés
abidtico

Las plantas se encuentran continuamente

expuestas a estimulos ambientales que son
determinantes para su crecimiento y desarrollo.
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El déficit de agua es uno de los factores mas
comunes que provoca estrés en estos
organismos y en casos extremos puede
comprometer su supervivencia. Sin
embargo, la tolerancia al estrés hidrico es
un rasgo que existe en la mayoria de las
plantas superiores, en tanto que algunas
plantas se han adaptado a sobrevivir
mediante fendmenos de resurreccién (du
Toit, Bentley, and Farrant 2021). Si bien estas
adaptaciones involucran diferentes
reacciones bioquimicas, aun no esta claro
como es que en etapas de deshidratacion y
sequia, donde el proceso de la fotosintesis
esta limitado, algunas especies sobreviven
permaneciendo en reposo hasta la
rehidratacion, tras lo cual el metabolismo se
recupera rapidamente en los tejidos
existentes.

Considerando que bajo condiciones de
estrés hidrico el contenido de agua en
las células vegetales puede reducirse hasta
el 10%, los NaDES en la naturaleza podrian
desempefar un papel clave en la capacidad
de estos organismos para resistir o
aclimatarse a las duras condiciones
ambientales, formando parte de un ambiente
celular que proporcione estabilidad quimica,
estructural y térmica, y que actle con una
capacidad amortiguadora de la célula y sus
organulos durante la deshidratacion.

Se ha reportado que, en especies tolerantes
a diferentes tipos de estrés abidtico, los
niveles de azlicares como la sacarosa y
aminoacidos como la prolina, asociados con
la proteccién y la estabilizacion celular en
plantas bajo condiciones de estrés hidrico,
aumentan considerablemente (du Toit,
Bentley, and Farrant 2021), por lo que se ha
sugerido que el agua en las células
vegetales es reemplazada por componentes
asociados en forma de NaDES (e.g. azucares,
aminoacidos y/o &cidos organicos), capaces
de evitar la cristalizacion/congelacion del
agua al interior de las células (Durand et al.
2020). Esto permitiria estabilizar moléculas,
enzimas y organelos, permitiendo
mantener el estado nativo de las
macromoléculas (Choi et al. 2011).

Esta teoria explica como es que, en los
periodos de deshidratacion y sequia, las
plantas son capaces no solo de producir y
acumular polifenoles, reconocidos por su

52



Articulos

capacidad antioxidante y osmoprotectora
para protegerse de posibles dafios, también
de movilizar este tipo de metabolitos en
ambientes limitados en agua, manteniendo asi
su arquitectura molecular (Vanda, Verpoorte,
and Klinkhamer 2020). Ejemplos de Ilo
anterior incluyen a Selaginella bryopteris,
Sporobolus stapfianus y Xerophyta schlecteri,
entre otras especies, donde la concentracion
de metabolitos como azucares (e.g. fructuosa,
sacarosa, trehalosa), aminoacidos (e.qg.
prolina, glicina, -alanina) y acido organicos
(e.g. &cido citrico, acido malico) no solo
aumento6 dramaticamente durante el proceso de
resurreccion (du Toit, Bentley, and Farrant
2021), sino que las proporciones
molares de estos metabolitos fueron
muy similares aadquellas utilizadas a nivel
experimental para la formulaciéon de NaDES
(Van Spronsen, J., Witkamp, G. J., Hollman,
F., Choi, Y. H., & Verpoorte 2011).

Ademéas de lo mencionado hasta ahora,
recientemente, y como consecuencia del
estudio de la relacion entre los NaDES vy el
estrés en plantas, se ha propuesto que los
NaDES participan en la regulacion del
funcionamiento celular (Verpoorte,
Witkamp, and Choi 2021), incluyendo la
organizacion de nano o microdominios
dentro de la célula, en la proteccion de
enzimas o0 proteinas, “especialmente en
situaciones de estrés como anhidrobiosis, alta
temperatura, congelacion  yalta  presion
hidrostatica”, en la promocién de reacciones
bioguimicas de enzimas o proteinas
incrustadas en membranas, en la
estabilizacion de macromoléculas a través de
interacciones agua-soluto o} soluto-
macromolécula, en el transporte y/o difusion
de moléculas o fluidos a través de las
membranas y en la conductividad de la célula
vegetal. Aun cuando estas evidencias
sugieren la posibilidad de que los NaDES
puedan formarse dentro de las células, su
ubicacion no esta definida. Sin embargo, la
consistencia de algunos organelos ofrece
alguna evidencia de como y donde podrian
formarse, e.g. la composicién quimica de las
vacuolas vegetales que incluye sacarosa y
acido malico como sus principales
componentes, ademas de agua.
Adicionalmente, y considerando que una
de las funciones de estos organelos es el
almacenamiento de productos
potencialmente toxicos para la célula, la
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presencia de los NaDES podria tener un rol
crucial al incrementar la solubilidad de estos
metabolitos, formando una capa en la
membrana vacuolar interior o,
alternativamente, formando un complejo con
el compuesto téxico que aumente su
solubilidad en agua (Vanda, Verpoorte, and
Klinkhamer 2020) (Ramén and Guillena
2019). Una evidencia adicional de que los
NaDES podrian formarse en las vacuolas esta
dada por el hecho de que es justo en este
organelo donde se acumulan importantes
concentraciones de productos con actividad
antioxidante cuando las plantas se
enfrentan a condiciones de sequia, e.g. en el
caso de Myrothamnus flabellifolia, el &cido
3,4,5-tri-O-galoylquinico, almacenado en las
vacuolas, incrementa su concentracion hasta
en un 50% actuando como un potente
amortiguador redox durante condiciones de
sequia (Moore et al. 2004).

Por otra parte, la sintesis de antocianinas en
plantas expuestas a condiciones de sequia y/o
deshidratacion también se ha relacionado con
proteccion celular. Las antocianinas son
pigmentos que se sintetizan en el citoplasma,
cerca de la superficie exterior del reticulo
endoplasmico (RE), antes de que se
reubiquen en vacuolas de almacenamiento
y otros organelos. Dado que el nivel de
antocianinas reportado en los
antocianoplastos suele ser mas alto del que
permite su solubilidad en agua, se ha sugerido
gue el RE podria ser un NaDES con enzimas
disueltas en el que los sustratos con polaridad
media se disuelven preferentemente (Choi
et al. 2011) (Vanda, Verpoorte, and
Klinkhamer 2020).

Finalmente, dada la alta concentracion de
agua en las células y el hecho de que en
ambientes con concentraciones mayores al
50% (v/v) de agua se produce la ruptura
de la superestructura caracteristica de los
NaDES, surge la pregunta de como es que
los NaDES pueden mantenerse.
Recientemente se ha sugerido que los
componentes capaces de asociarse para
formar un NaDES, dentro de las células,
podrian converger para interconectarse a
escala nanométrica, formando una capa o un
cuimulo liquido en diferentes formas o
regiones celulares (Durand et al. 2020). Esta
teoria se ajusta muy bien a pequefios
organelos como los plastidos y las vesiculas;
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de hecho, estas Ultimas consisten en un
liguido encerrado por una bicapa de
fosfolipidos que tiene una composicién similar
a NaDES, involucrados en el transporte
intercelular de metabolitos secundarios como
alcaloides (Vanda, Verpoorte, and Klinkhamer
2020).

Evidentemente, y dado la elevada
complejidad de los sistemas celulares, la
evidencia obtenida hasta ahora es solo
indirecta, por lo que comprobar que los NaDES
realmente existen en las células resulta
desafiante. Sin embargo, esta teoria ha
abierto una nueva e interesante perspectiva,
que ofrece una explicaciébn atractiva para
algunos fenémenos que ocurren a nivel
celular, que de otro modo seria complicado
de entender.
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