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Editorial

El XXVI Congreso Peruano de Quimica

El Primer Congreso Peruano de Quimica, se realizo del 18 al 23 de Julio de 1938 y fue
organizado por la Sociedad Quimica del Perti quien nombro al Ing. German Morales Macedo
como Presidente de tan magno evento.

A partir de esa fecha se han llevado a cabo veintiséis Congresos Peruanos de Quimica, un
Congreso Sudamericano, dos Congresos Latinoamericanos y tres Congresos
Iberoamericanos, todos ellos organizados por nuestra Institucion.

En este editorial queremos realzar la importancia que tiene la realizacion de los Congresos
Cientificos y especialmente los de Quimica, los cuales cada dos afios retine a investigadores
nacionales e internacionales, docentes universitarios, de escuelas, alumnos de quimica y de
todas las ciencias afines a la quimica, empresas y empresarios, asi como autoridades en
general.

Los Congresos Cientificos se realizan con la finalidad de difundir los resultados de trabajos de
investigacion desarrollados por investigadores que en su mayoria son docentes de las
universidades publicas y privadas del pais. De la misma manera, los congresos permiten el
intercambio de conocimientos ¢ informacion cientifica entre los investigadores y el piblico
asistente, propiciando un enriquecimiento mutuo, algo que hoy es indispensable para el
desarrollo de las Ciencias, sobre todo si se trata de un intercambio interdisciplinar, pues es
muy comun que a partir de esta transmision de conocimientos, que propicia un congreso
cientifico, se formen los pares y se generen nuevos temas de investigacion.

En este XX VI Congreso Peruano de Quimica, llevado a cabo del 17 al 19 de octubre de 2012
en la ciudad de Arequipa, el nimero de inscritos sobrepasé con creces las expectativas que
tuvo el comité organizador dirigidos por el Profesor M. Sc. Manuel Otiniano Caceres
(UNMSM), quien al lado de Dra. Teresa Cano de Terrones (UNSA) recibieron a los invitados
nacionales y extranjeros cuyos temas de exposicion abarcaron las diversas areas de la
quimica.

Es grato poderles comentar que para este XX VI Congreso Peruano de Quimica se aceptaron
159 restimenes de investigacion, que abarcaban una serie de tematicas que van desde la
quimica clasica (Inorganica, Analitica, Fisicoquimica y Organica) hasta las interdisciplinares
como Quimica computacional, Ciencia de los materiales y nanotecnologia, Tecnologias
limpias, Agroquimica, Quimica de los alimentos, Quimica industrial y Educacion quimica.

Otro par importante para la realizacion de los eventos cientificos es la EMPRESA, que en el
caso del XXVI Congreso Peruano de Quimica, tuvo un espacio dentro de la programacion
para exponer sus productos y transmitir sus conocimientos a todos los asistentes a través tanto
de conferencias que realizaron los especialistas que ellas mismas se encargaron de invitar
como a sesiones demostrativas de sus modernos equipos.

Rev Soc Quim Peri. 78 (4) 2012
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Es meritorio también reconocer a nuestros colegas de la Universidad Nacional de San Agustin
de Arequipa que han logrado con su esfuerzo la descentralizacion del conocimiento, dandonos
una leccion del trabajo en equipo que debe conllevar también a la ansiada acreditacion de las
carreras de quimica en las universidades del pais.

Antes de culminar este editorial, se debe recordar que la Sociedad Quimica del Perti fundada
en 1933, cumplira en el 2013, 80 ANOS DE VIDA INSTITUCIONAL, por lo que desde ya
los convocamos a que estén atentos a los eventos que amerita la ocasion pues sus miembros, en
honor a estos 80 afios, estaran organizando diversidad de actuaciones cientificas, como el
CONGRESO LATINOAMERICANO DE QUIMICA, que se llevara a cabo en nuestra
ciudad en el ano 2014.

Ana Cecilia Valderrama Negron

Rev Soc Quim Perti. 78 (4) 2012
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IDENTIFICACION DE UNA POTENCIAL FEROMONA SEXUAL
DE Copitarsia corruda POR CROMATOGRAFIA DE GASES Y
ELECTROANTENOGRAFIA, CON MIRAS AL MANEJO
INTEGRADO DE PLAGAS DEL ESPARRAGO

. . 1 1 . . 1*
Giovana Espinoza , Joanna Gambetta , Rosario Rojas

RESUMEN
Copitarsia corruda (Lepidoptera: Noctuidae) es una plaga que afecta al esparrago, causando
graves pérdidas economicas a los agricultores. Con miras a su control por medio de feromonas
sexuales, se estudio la composicion de los compuestos volatiles de un extracto
diclorometanico de las glandulas sexuales de insectos hembras, por medio de cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas. Este mismo extracto fue luego sometido a un
analisis por cromatografia de gases acoplada a un electroantenodetector para evaluar la
respuesta de las antenas de machos de C. corruda ante el estimulo de los compuestos
contenidos en el extracto. Se pudo observar que los insectos machos de C. corruda reaccionan
positivamente ante la presencia del compuesto (Z)-9-tetradecenil acetato. Este compuesto al
parecer seria la principal feromona sexual presente en las glandulas sexuales de los insectos
hembras. Estos hallazgos seran corroborados por experimentos en campo.
Palabras clave: Copitarsia corruda, electroantenografia, esparrago, feromona sexual

IDENTIFICATION OF A POTENTIAL SEXUAL PHEROMONE OF
Copitarsia corruda BY GAS CHROMATOGRAPHY AND
ELECTROANTENNOGRAPHY, FOR THE INTEGRATED
ASPARAGUS PEST MANAGEMENT

ABSTRACT
Copitarsia corruda (Lepidoptera: Noctuidae) is a pest of asparagus, that causes serious
economic losses to farmers. With the aim of controlling this insect by means of sex
pheromones, the female sex glands volatiles were extracted with dichloromethane and
analyzed by means of gas chromatography coupled to mass spectrometry. This same extract
was then subjected to an analysis by gas chromatography coupled to Electroantennography to
evaluate the response of the male antennas of C. corruda to the stimulus of the compounds
contained in the extract. It was observed that male insects of respond positively to (Z)-9—
tetradecenyl acetate. This compound appears to be the main sexual pheromone in the sex
glands of female insects. These findings will be confirmed by field experiments.
Key words: Asparagus, Copitarsia corruda, electroantennography, sexual pheromone

' Unidad de Investigacion en Productos Naturales, Laboratorio de Investigacion y Desarrollo, Facultad
de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia, Av. Honorio Delgado 430, Lima 31,
Peru

*

rosario.rojas @upch.pe
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INTRODUCCION
El esparrago (Asparagus officinalis L.) es actualmente uno de los principales cultivos
peruanos, alcanzando en el afio 2011 las exportaciones de esparrago fresco un valor total de
US$ 291 078 625 (IPEH, 2012)." Una de las principales plagas que ataca al esparrago es el
lepidoptero Copitarsia corruda. Este insecto, considerado hasta el momento como una plaga
cuarentenaria en EEUU (principal mercado de destino de las exportaciones de esparrago)
significa una barrera para su comercializacién, ya que su presencia implica un fuerte
tratamiento con bromuro de metilo en el puerto de destino, lo cual va en detrimento de su
calidad y posterior valor de mercado.'
El control de C. corruda se realiza principalmente a través del uso de pesticidas quimicos
(metomil, clorpirifés, benzoato de emamectina, lufenuron) cuyos efectos negativos sobre la
salud del consumidor y el medio ambiente son ya conocidos.”” La utilizacion de pesticidas
organofosforados y organoclorados se encuentra cada vez mas restringida en paises como
EEUU y la comunidad europea, en donde se fomentan estrategias alternativas del control de
plagas, como el uso de semioquimicos.
El uso de semioquimicos como las feromonas sexuales para el control de pestes agricolas es
una técnica que ha tenido un rol creciente en el manejo de plagas ya que aumenta la efectividad
de los pesticidas utilizados y disminuye el impacto ambiental de los mismos.’ Esta técnica
consiste en la atraccion del insecto hacia trampas cebadas con el (los) compuesto(s)
feromonal(es), previamente identificados y sintetizados.’
El aislamiento e identificacion de feromonas presenta algunos problemas, como el hecho de
que éstas se encuentran, por lo general, a nivel de trazas, acompafiadas de grandes cantidades
de compuestos sin actividad biolégica Dado que la mayor parte de las feromonas son
térmicamente estables y se volatilizan a una temperatura inferior a 300 °C, la cromatografia de
gases constituye la técnica de separacion ideal gracias a su alta sensibilidad.’ La técnica para la
identificacion de feromonas sexuales de insectos se basa en que la antena del insecto macho, al
ser estimulada por ciertos compuestos volatiles presentes en la glandula sexual del insecto
hembra, produce un potencial eléctrico que puede ser registrado en un electroantenograma
(EAG). El tamafo de dicho potencial eléctrico es proporcional a la concentracion de la
feromona potencial.”*"
El objetivo del presente trabajo de investigacion fue: primero determinar la composicion de
compuestos volatiles presentes en las glandulas sexuales de Copitarsia corruda hembras por
medio de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, para posteriormente
identificar las potenciales feromonas sexuales de dicha especie por medio de experimentos
con cromatografia de gases acoplada a un electroantenodetector.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos. Cromatégrafo de gases Agilent Technologies 78904 acoplado a detector FID y aun
detector selectivo de masas Agilent Technologies 5975. Electroantenodetector (Syntech).

Reactivos. Se utilizaron como estandares el (Z)-9-tetradecenil acetato y D-limoneno (Sigma).
Los solventes diclorometano, éter de petroleo y etanol fueron de grado HPLC (Merck, Pert).

Crianza de insectos. Las larvas de C. corruda fueron colectadas en campos de cultivo de
esparrago de Piura e Ica e identificadas por los bidlogos del Instituto Peruano del Esparrago y
Hortalizas (IPEH). Las larvas fueron alimentadas con dieta natural (esparrago) y cuando
pasaron a estadio pupal fueron sexadas y colocadas en forma individual en vasos de plastico y
mantenidas a 25+2 °Cy fotoperiodo de 12:12 (L:O) h. Cuando emergieron los adultos fueron
alimentados a base de una dieta consistente en polen, miel de abeja y agua en proporcion 1:1:3,
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embebido en una torunda de algodon. Las hembras adultas virgenes fueron mantenidas en
fotoperiodo invertido 12:12 (O:L). Para los experimentos de cromatografia de gases acoplada
aun electroantenodetector, se utilizaron insectos adultos machos y hembras virgenes de dos a
cinco dias de edad.

Preparacién de extracto glandular. Las bolsas eversibles de 100 hembras virgenes de C.
corruda se obtuvieron mediante diseccion. Luego, las glandulas sexuales fueron extraidas con
2 mL de diclorometano y agitacion con ultrasonido por 30 min. Luego de la filtracion, el
solvente fue evaporado en corriente de nitrogeno hasta un volumen aproximado de 1,5 mL.

Analisis por cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC-MS). Para
el analisis de la composicion de los extractos se inyectd 1 pL del extracto glandular en el
cromatografo de gases acoplado a un espectrometro de masas. Se empled una columna apolar
DB5-MS (60 m, diametro interno 250 um y espesor de pelicula 0,25 pm). La temperatura del
inyector se mantuvo a 250 °C y la inyeccion se realizé en modo splitless. El programa de
temperaturas del horno fue como sigue: temperatura inicial de 50 °C, mantenida por 3
minutos; posteriormente se incrementd 5 °C/min hasta 240 °C, manteniendo la temperatura
final por 5 min. Se utiliz6 helio como gas de arrastre a un flujo constante de ImL/min.

Los constituyentes del extracto glandular fueron identificados utilizando el software
proporcionado por Agilent: MSD Chemstation (version E02.00.493), por comparaciéon de los
espectros de masas de cada pico con los resultados de la libreria de espectros de masa de la
base de datos del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST, version 2.0f, 2008), y
de estar disponibles, por comparacion con el espectro de masas y tiempo de retencion de
estandares (Sigma).

Analisis por cromatografia de gases con detector de ionizaciéon de llama acoplado a
electroantendetector (GC-FID-EAD): Para el analisis por GCFID-EAD se monto primero
la antena en los electrodos del equipo. Para la amplificacion de los potenciales EAG se utilizd
un arreglo electronico que consiste de un pre-amplificador, un amplificador principal, un
filtro de frecuencia y un amplificador de ajuste. Tanto el pre-amplificador (impedancia de
entrada de 100 MQ) como el amplificador principal proporcionan una amplificacion de un
factor de 10, lo que resulta en una amplificacion total de 100. La verificacion de la viabilidad
de las antenas se hizo por observacion de la linea base en el programa EAG 2.0 (Syntech). La
viabilidad de las antenas se verifico estimulando la antena por insuflacion de aire limpio con
una pipeta Pasteur. Ademas, se comprobo la respuesta de la antena al compuesto en estudio
mediante su insuflacion.

Se inyecto 1 pL de extracto o de solucion estandar diluida en el cromatdgrafo de gases 7890 A
acoplado al detector FID. Tanto la columna como las condiciones cromatograficas fueron las
mismas detalladas anteriormente. El splitter (Agilent) colocado al final de la columna
cromatografica distribuy6 (1:1) los compuestos eluidos tanto al detector FID como a la linea
de transferencia del electroantenografo que incluia la antena del insecto macho. Los
resultados obtenidos en el detector FID y el EAD se registraron simultaneamente en el monitor
de la computadorausando el programa EAG 2.0 (Syntech).

RESULTADOS Y DISCUSION
Segtin nuestros resultados, es necesario un minimo de 100 hembras adultas virgenes de 2 a 5
dias de edad para poder obtener una concentracion suficiente para el analisis por GC-MS y
GC-FID-EAD. Se observo que las antenas eran viables solamene durante aproximadamente
una hora luego de su escision del insecto. La sensibilidad de las mismas disminuy6 a lo largo
del tiempo, por lo que se decidid efectuar como maximo, tres mediciones por antena.
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En el andlisis por GC-MS de los compuestos volatiles de las glandulas sexuales de C. corruda
hembras se detectaron 33 compuestos, de los cuales los principales fueron miristato de

colesterol (22,6%), D-4imoneno (17,1%), 2-hexadecanol (14,5%) y o-cimol (4,87%) (figura
1,tabla1).

Abundance
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Figura 1. Cromatograma GC-MS de los compuestos volatiles de las glandulas sexuales de
Copitarsia corruda

Al parecer, la mayor parte de los componentes encontrados fueron terpenos, que en total
representan, aproximadamente, el 41% de la composicion de la glandula y que se derivan del
alimento (planta hospedera) consumido por el insecto, tal como indica Wadhams (1990) en su

estudio sobre Scolytus scolytus.

Tabla 1. Composicion de compuestos volatiles de glandulas sexuales de insectos hembras
de Copitarsia corruda

No. Nombre cientifico del compuesto tr (min) Area relativa

(%)
1 3-Metil2-butanona 7,48 0,45
2 Cloruro de metileno 7,79 0,50
3 (Z)tetradecenal 10,38 0,55
4 p-Mirceno 11,72 0,51
5  1,4-Cineol 12,10 0,25
6  Acetato de 1-terpinen—4-ol 12,13 0,33
7  (Z)-Geraniol 12,16 0,07
8  o<€imol 12,25 4,87
9  D-Limoneno 12,32 17,1

sigue ...
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10
11
12
13
14
15
16
17

18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

a—Terpineno
Terpinoleno
Indeterminado
1-Terpinen—4-ol
a—Terpineol
Indeterminado
Isovanillina

2-{(trimetilsilil)oxi]-1—
[[(trimetilsilil)oxi]metil]etil éster del acido
9,12,15-octadecatrienoico

4-Etoxi-; etil éster del acido benzoico

4-FEtoxibenzoato de etilo
4-«4-Hydroxyfenil)-2 -butanona
d-Undecalactona

Ac. 9-hexadecenoico
(Z)9-tetradecen-1-ol
(Z)9-tetradecen—1-ol
(Z)d11-Hexadecen--ol
Indeterminado

Linolenato de metilo

12-Metil5 metil éster del acido tetradecanoico
Heptacosano

Heneicosano

Indeterminado

2-Hexadecanol

Miristato de colesterol

12,61
12,90
12,94
13,98
14,07
14,12
15,97
16,19

16,95
16,98
17,18
17,37
18,02
18,94
19,88
20,48
21,32
21,37
21,51
25,81
28,77
32,45
35,33
39,32

229

3,25
3,36
0,49
1,01
3,74
0,47
0,78
0,56

0,20
0,96
2,17
0,16
0,86
0,33
0,50
0,65
2,20
3,97
0,39
2,23
6,81
3,35
14,5
22,6

Como se observa en las figuras 2 y 3, mediante el GCFID se detectaron cuatro compuestos en
la glandula sexual de C. corruda hembras, que generaron una respuesta positiva en las antenas
de los machos (EAD). La estructura de los compuestos detectados en el GCFID fueron
identificadas en el GC-MS como: (Z)9-tetradecenal, (Z)9-tetradecen-1-ol, (Z)9—
tetradecenil acetato y (Z)-11-hexadecen--ol (t,= 10,33; 18,94; 19,88 y 20,48 minutos,
respectivamente). Segtin la clasificacion publicada por Ando et al. (2004)," estos compuestos
se encuentran dentro del grupo de las feromonas Tipo I de insectos de la familia Lepidoptera,
que corresponden a alcoholes primarios y sus derivados (principalmente acetatos y aldehidos)
de cadenalarga (C,,-C,,), sin ramificaciones.
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Figura 2. Cromatograma (1) GC-FID-EAD del extracto glandular de C. corruda (hembras)
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Figura 3. Cromatograma (2) GC-FID-EAD del extracto glandular de C. corruda (hembras)
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De los compuestos identificados, tanto (Z)-9-tetradecenil acetato como (Z)-9-tetradecen— -ol
serian los mismos encontrados por Rojas et al. (2006) para C. decolora,y por otros autores en
otras especies de noctuidos. Como ocurre para C. incommoday C. decolora, estaultima y C.

corruda son dos especies relacionadas filogenéticamente y probablemente compartan las
mismas feromonas, con una pequefia variaciéon en la proporcién de cada componente

resultante de la especiacion.'""

De los cuatro compuestos detectados como posibles feromonas sexuales de C. corruda, s6lo

se contaba con el estandar de (Z)-9-tetradecenil acetato. Mediante insuflacion de dicho

estandar se verifico si éste generaba alguna reaccion por parte de las antenas de especimenes

machos en el analisis GC-FID-EAD. Como se puede ver en la figura 4, al ser expuesto a este

compuesto, las antenas muestran una clara reaccion, emitiendo la sefial correspondiente (t,
19.97 min) en el EAD. La imposibilidad de conseguir los estandares quimicos puros no nos

permitieron llevar a cabo este mismo proceso de confirmacion para el (Z)-9-tetradecenal, (Z)—
9-tetradecen—1-ol y (Z)-11-hexadecen—-ol.

EAD AVE

Figura 4. Cromatograma GC-FID-EAD de la inyeccion del estandar (Z)-9-tetradecenil acetato

Dado que el compuesto D-limoneno era uno de los componentes principales de las glandulas
sexuales de los insectos hembras (tabla 1), se procedid a verificar la respuesta de las antenas
ante dicho compuesto. Como esperabamos, no se observd en el electroantenograma
respectivo (figura 5) ninguna respuesta por parte de las antenas de los insectos machos,
descartandose entonces que el D-limoneno sea una feromona potencial de C. corruda. Este
compuesto, al igual que muchos de los terpenos detectados en el presente trabajo, procede de
la planta hospedera. Segin Wadham (1990),° pese a que las antenas poseen entre 2 y 3000
sensillas olfatorias; los compuestos procedentes de la planta hospedera, como el D-limoneno,
solo son percibidas por unas cuantas células, y en consecuencia, generan una respuesta débil
que no es detectada por la técnica GC-EAD.
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-

Figura 5. Cromatograma GCFID-EAD de la inyeccion del estandar D-Limoneno

CONCLUSIONES

La GCEAD es una técnica extremadamente 1til para la determinacion de feromonas en
insectos. De los resultados de este trabajo hemos identificado cuatro compuestos que
producen respuesta electrofisiologicas positivas en las antenas de machos de C. corruda, los
cuales son: (Z)9-tetradecenal, (Z)9-tetradecen--ol, (Z)-9-tetradecenil acetato y (Z)-11—
hexadecen—-ol. El andlisis por GCFID-EAD del estandar (Z)-9-tetradecenil acetato nos
permite afirmar que este compuesto seria una feromona potencial del insecto C. corruda.
Estos hallazgos deben ser corroborados con experimentos a nivel de campo para comprobar su
eficaciaen el combate de esta plaga.
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ACCION NEUTRALIZANTE DE LA TOXICIDAD DEL VENENO
DE Bothrops atrox POR EXTRACTO DE PLANTAS AMAZONICAS

Armando Yarlequé*, Mirella Clavoz, Fanny Lazol, Betty Millén3, Julio Mendoza],
Dan Vivas' ,César Ortiz'

RESUMEN
Se ha realizado un estudio de neutralizacion con extractos vegetales de la Amazonia peruana
contra el veneno de la serpiente Bothrops atrox “jergdn”. Para ello, se prepard extractos
acuosos: hervidos, sin hervir e infusion de diez especies de plantas y con ellos se realizd
pruebas de destoxificacion del veneno empleando ratones albinos, haciéndose en paralelo el
analisis bioquimico del veneno y calculandose su toxicidad. El veneno de B. atrox tuvo un
porcentaje de proteina de 76,4%, mostrando 8 y 9 bandas electroforéticas en condiciones no
reductoras y reductoras, respectivamente, con un rango de pesos moleculares de 5612 kDay
7345 kDa. El analisis enzimatico mostro la presencia de L-aminoécido oxidasa, fosfolipasa
A,y actividades proteolitica y coagulante. La toxicidad (DL,,) fue de 3,38 ng/g de raton. Los
ensayos extracto acuoso sin hervir-veneno no neutralizan la toxicidad de la ponzoiia; en
cambio, los extractos hervidos de Dracontium sp. (MC 5990), Philodendro ernestii (MC
6807)y Philodendron sp. (MC 5984) fueron capaces de neutralizar una cantidad equivalente a
3DL,, del veneno. Por otro lado, los extractos obtenidos por infusion de Cordia nodosa (MC
6810) y Philodendro ernestii (MC 6807) fueron los unicos que tuvieron accion neutralizante
contra el veneno en estudio.
Palabras clave: plantas, Amazonia, veneno, serpiente, neutralizacion.

NEUTRALIZING ACTION FROM THE VENOM OF Bothrops atrox
SANKE BY AMZONIC PLANTS

ABSTRACT
A neutralizing study against Bothrops atrox venom was carried aout using different
preparations from amazonic plants referred as antiofidic properties. Mixture of plants heated
and non heated in distillate water were assayed in order to neutralize toxicity from the venom
using mice to calculated LD,, and some enzymatic activities. The protein content into the
venom was 76,4%, showed 8 and 9 protein bands by SDS-PAGE in non reducting and
reducting conditions being the range of molecular weights: 5612 kDa and 73-15 kDa. Some
enzymatic activities are present in this venom: L—amino acid oxidase, phospholipase A,,
coagulant and proteolytic actions, being its LD, 3,38 pg/g mouse. Heated extract
from Dracontium sp. (MC 5990), Philodendro ernestii (MC 6807) and Philodendron sp.
(MC 5984) are capable to blocked 3LD,, until 48 hours. Other extracts by infusion Cordia
nodosa (MC 6810) and Philodendro ernestii (MC 6807) were neutralizing action against
the venom too.
Key words: plants, Amazonia, venom, snake, neutralization.
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INTRODUCCION
En paises tropicales y subtropicales, como es el caso del Peru, los accidentes ofidicos u
ofidismo constituyen un problema de salud por las graves consecuencias evidenciadas en
lesiones irreversibles e inclusive la muerte'”. El tGnico tratamiento reconocido
internacionalmente hasta la fecha, para atender exitosamente estos accidentes, es el uso del
antiveneno o suero antiofidico, el cual se obtiene por hiperinmunizacion de equinos y otros
mamiferos’. Sin embargo, las plantas amazénicas con propiedades antiofidicas son una
alternativa promisoria en este campo.
Los estudios etnobotanicos, realizados en los ultimos afios, nos brindan informacion
seleccionada y probada por diversos grupos étnicos en un tiempo tan grande como su
existencia; el tratamiento antiofidico usando plantas es fuente para investigaciones basicas y
aplicadas. Las pruebas bioldgicas iniciales para probar actividad antiofidica en el Peru se
hicieron del pedunculo floral de Dracontium loretense *, quienes probaron en ratones el
extracto acuoso preincubado con el veneno de Bothrops atrox; los resultados mostraron una
severa reduccion de la actividad hemorragica y la mionecrosis. En el 2006, Lovera et al.’,
demostraron que el extracto acuoso de D. loretense neutraliza la actividad letal del veneno de
B. atrox. Mejia y Rengifo’, en el afio 2000, indican que plantas como Persea americana,
Spondias monbin, Eleutherine bulbosa, Uncaria tomentosa son usadas contra accidentes
ofidicos, ya sea por ingestion o aplicaciones topicas. Clavo et al.’, reportaron que Hura
crepitans se usa como atenuante de los efectos por mordedura de serpientes.
La presente investigacion es el inicio de un programa destinado a explorar la actividad
neutralizante y otras propiedades antiofidicas de plantas propias de la region amazonica de
nuestro pais como un recurso potencial para el tratamiento precoz de accidentes ofidicos en
complemento con el antiveneno comercial.

PARTE EXPERIMENTAL
Material biologico
Se empled veneno de Bothrops atrox de especimenes adultos procedentes de Pucallpa,
departamento de Ucayali y mantenidos en cautiverio en el Serpentario “Oswaldo Meneses”
del Museo de Historia Natural de la UNMSM. El veneno obtenido, fue liofilizado y
conservadoa 4°C.

Animales de experimentacion
Se emplearon ratones albinos cepa Balb C machos de (18-20g), adquiridos en el bioterio del
Instituto Nacional de Salud, Lima.

Plantas en estudio

Procedieron de las comunidades nativas ashaninkay shipibo-eonibo de laregion Ucayali. En

latabla?2 se listan las 10 especies de plantas usadas en esta investigacion.

Analisis bioquimico

- Cuantificacion proteica del veneno.—Se realizo por el método de absorcion ultravioleta
2280 nm y por el método de Lowry modificado por Loayza et al.’, usando como proteina
estandar albumina sérica bovina.

- Anailisis electroforético.—La electroforesis por PAGE-SDS fue llevada a cabo usando el
método de Laemmli ” en condiciones reductoras y no reductoras, con una camara vertical
Mini Gel System (Sigma). Las corridas se realizaron por una hora usando 15 mA por
carril y las bandas proteicas se revelaron con azul brillante de Coomasie.
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Actividades enzimaticas:

- Proteolitica.—Fue estimada empleando el método modificado por Takahashiy Ohsaka",
para lo cual se uso caseina al 2% en buffer Tris HC1 0,2M pH 8,5 y 0,1 mL de veneno 1
mg/mL. La mezcla de reaccion fue incubada durante 10 minutos a 37 °C; se detuvo la
reaccion con la adicion de acido tricloroacético 0,44M y se midio la actividad por la
formacion de productos acido-solubles a 280 nm.

- Coagulante.—Fue medida mediante el método de Oshima'', empleando como sustrato
fibrindgeno bovino 5 mg/mL en buffer Tris HC10,05M pH 7,4. La mezcla de reaccion fue
pre-incubada por 10 minutos y luego se adicion6 0,1 mL de veneno a concentraciones de
0,2 a 1 mg/mL, midiéndose los tiempos de coagulacion en segundos.

- L-aminoacido oxidasa.—Se determino por el método descrito en el Worthington Enzyme
Manual”. En 2,9 mL de buffer Tris HC1 0,2M pH 7,5 conteniendo L-Leucina 0,1% y O—
dianisidina 0,0065%, se agregd 10 uL de peroxidasa al 0,001%. La mezcla se preincubo
durante 5 minutos a37 °Cy luego se agregd 100uL de veneno registrandose el incremento
delaabsorbanciaa436 nm

- Fosfolipasa A,_Se empled como sustrato 1,5 mL de una emulsion lipoproteica de yema
de huevo al 45% en buffer Tris HC1 10 mM con CaCl,10 mM apH 7,4. Luego de adicionar
100 pL de veneno se preincub6 por 10 minutos a 37 °C. Después la mezcla fue sometida a
un bafio de temperatura a 100 °C, midiéndose el retardo del tiempo de coagulacion de la
yema de huevo °.

- Pruebasde toxicidad y neutralizacion:

Calculo de la DL_.—El veneno de B. atrox fue previamente evaluado para determinar su
toxicidad calculandose su dosis letal 50 (DL,,), es decir, la cantidad de veneno que
produce la muerte de un 50% de ratones usados en el ensayo, en un lapso de 48 horas. Para
ello se usaron lotes de seis ratones, a los cuales se les inoculd 0,2 mL de veneno disuelto en
solucion salina 0,9% a diferentes concentraciones por via intraperitoneal. Los calculos se
efectuaron por el método computarizado de Probits".

- Preparacion de los extractos.—En el estudio se utilizd 10 plantas y con cada una se
preparo tres tipos de extractos: extracto acuoso con agua destilada hervida y sin hervir e
infusion. Para el primer caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio se diluyo en 12
mL de agua destilada, sometiéndola a ebullicién (100°C) por 10 minutos, luego que la
muestra se enfrio fue filtrada con ayuda de una gasa para su utilizacion. Para el segundo
caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio se diluyo en 12 mL de agua destilada a
temperatura ambiente y con ayuda de un mortero se prepar6 una mezcla que fue filtrada
por medio de una gasa. Para el tercer caso, un gramo pulverizado de la planta en estudio
se diluyd en 12 mL de agua destilada hirviente dejandose en reposo por 5 minutos. Luego
que lamuestra se enfrio fue filtrada por medio de una gasa como en los casos anteriores.

- Ensayos extracto-veneno.—Para la prueba de neutralizacion con los extractos vegetales,
se prepar6 diluciones equivalentes a 6 DL, del veneno y se mezclaron (V/V) con los
extractos en estudio, de modo que la muestra de veneno correspondiera a 3 DL,,. Las
mezclas fueron preincubadas por 30 minutos a 37 °C y luego se inocul6 0,2 mL a los

ratones por via intraperitoneal. Cada prueba se efectuo por triplicado, usdndose ratones
controles con: solucion salina, veneno (3DL;) y extracto vegetal, respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

- Concentracion proteica y analisis enzimatico del veneno de Bothrops atrox De
acuerdo con las técnicas usadas, se determind que 1 mg de veneno de B. atrox tiene una
densidad optica a 280 nm de 1,2 en tanto que la cantidad de proteina analizada por el
método de Lowry, modificado por Loayza®, correspondié a un valor de 76,4% del peso
total.
Por otro lado, el analisis electroforético del veneno en condiciones no reductoras mostrd
8 bandas con un rango de pesos moleculares de 5612 kDa; mientras que en condiciones
reductoras el nimero de bandas fue de 9 con un rango de 73-15 kDa (tabla 1). Estos
resultados concuerdan con estudios previos en relacion con esta ponzoia. Asi, Mendoza
et al."” reportaron una cantidad de proteina equivalente a 1,3 unidades de absorbancia a
280 nm y 78% por el método de Lowry modificado’; mientras que en un estudio
comparativo de varios venenos de diferentes regiones del mundo, Yarlequé et al'
sefialaron valores de 1,3 unidades de absorbancia a 280 nm y 68% de contenido proteico
por Lowry. Enrelacion con el analisis electroforético es conveniente aclarar el nimero de
bandas proteicas encontradas, que en este caso fue de 8 y 9 en condiciones no reductoras y
reductoras, respectivamente, las cuales pueden variar ligeramente con la edad de los
individuos, el tipo y frecuencia alimentaria, asi como la region geografica”"* .

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas del veneno en estudio

Valor
Concentracion proteica: DO 280 nm 1,2 U/mg
Porcentaje proteico 76,4%
PAGE-SDS: No. Bandas. Condiciones no reductoras 8

Rango de pesos moleculares en condiciones no reductoras | 56-12 kDa

PAGE-SDS: No. Bandas. Condiciones reductoras 9

Rango de pesos moleculares en condiciones reductoras 7345 kDa
Actividad proteolitica 54,2 U/mg
Actividad coagulante 6,2 U/mg
Actividad L-aminoécido oxidasa 0,37 U/mg
Actividad fosfolipasa A, 1,25 U/mg

En cuanto a los ensayos enzimaticos con el veneno en estudio, los datos de la tabla 1
sefialan la presencia de las cuatro enzimas exploradas en esta ponzofa. Los valores
encontrados estan en concordancia con datos previos reportados para este veneno,
especialmente el trabajo de Ortiz et al.’. Asimismo, se ha reportado la variada
sensibilidad de estas enzimas a la accion del antiveneno comercial equino producido por
el INS—Pert; en el caso de la actividad proteolitica es la mas resistente a la inhibicion por
el antiveneno botrdpico polivalente mientras que, la actividad coagulante es fuertemente
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inhibida ”. Asimismo, la actividad de la L-aminoacido oxidasa fue inhibida casi en su
totalidad con dos dosis del antiveneno botropico, en tanto que con esta misma dosis s6lo
se alcanzo el 80% de inhibicion para la fosfolipasa A, del veneno de B. atrox ™.

- Toxicidad del veneno.—Los célculos de la DL,, establecieron un valor de 3,38 pg de
veneno/g de raton (18-20g) para el veneno de B. atrox. Estos valores fueron obtenidos al
aplicar el método computarizado de Probits”, luego de efectuar las inoculaciones del
veneno a diferentes concentraciones en ratones albinos y verificar la mortalidad a las 48
horas. Garcia et al.”' reportaron, para este mismo veneno, una DL,, de 3,33 ug/g raton.
Asimismo, Segura et al.”, en un estudio de varios venenos del género Bothrops de Centro
y Sudamérica, mostraron las variaciones de la DL,, en un rango de 21 a 76pg y
especificamente para B. atrox del Pert fue de 74 pug y para B. atrox de Colombia fue de 76
pg; estos ultimos valores corresponden a una DL, de 3,7 y 3,8 w/g raton,
respectivamente. Por tanto, la toxicidad encontrada para el veneno en estudio esta en
relacion con los valores reportados. Adicionalmente, es necesario indicar que para los
estudios de neutralizaciébn con antivenenos comerciales, se utilizan los siguientes
parametros preclinicos: toxicidad, hemorragia, miotoxicidad, coagulacion y
defibrinogenacion; ya que los venenos de vipéridos y potencialmente el de B. atrox
poseen estas propiedades bioldgicas, aunque en grado variable"™"

- Accién neutralizante de los extractos.- En la tabla 2 se lista las diez plantas utilizadas
paralapreparacion delos tres tipos de extractos.

Tabla 2. Listado de plantas utilizadas para los ensayos de neutralizacion

No. Colecta Nombre cientifico Nombre comun Parte de la
planta usada

MC 6810 Cordia nodosa loviriquishite marke corteza

MC 5950 Dracontium sp jergon sacha hoja

MC 6087 Philodendron sp jergdn quiro rizoma y raices

MC 5977 Philodendron sp. 2 itininga de Jergén raices aéreas

MC 6807 Philodendro ernestii raya itininga raiz y tallo

MC 5984 Philodendron sp.3 itininga de altura raices aéreas

MC 6083 Aniba sp. moena amarilla corteza interna

MC 6608 Dracontium sp. jergdn sacha cormo y hoja

MC 7626 Aniba sp. moena amarilla hoja

MC 7622 Aniba sp. moena amarilla tallo

Todos los ratones inoculados con el extracto acuoso sin hervir de las 10 plantas en
estudio, murieron en un tiempo maximo de 27 horas, al igual que los inoculados con el
extracto tipo infusiéon a excepcion de los obtenidos con Cordia nodosa y Philodendro
ernestii.
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Tabla 3. Ensayos de neutralizacion con las plantas en estudio

No. Colecta Nombre cientifico Tipo de extracto
Acuoso  Acuoso Tipo
sin hervir hervido infusién

MC 6810 Cordia nodosa +

MC 5950 Dracontium sp. +

MC 6087 Philodendron sp.

MC 5977 Philodendron sp. 2

MC 6807 Philodendro ernestii + +

MC 5984 Philodendron sp. 3 +

MC 6083 Aniba sp.

MC 6608 Dracontium sp.

MC 7626 Aniba sp.

MC 7622 Aniba sp.

+  Supervivencia de los ratones hasta las 48 horas post inoculacién

Con respecto al extracto hervido los ratones inoculados con Dracontium sp., Philodendro
ernestii y Philodendron sp. sobrevivieron a las 48 horas y en los otros casos murieron en
tiempos de cero a 48 horas (tabla 3).

El analisis post mortem mostr6 una severa hemorragia, tanto en los ratones inyectados con
veneno y también con las mezclas de extracto mas veneno, inclusive aquellos que
sobrevivieron a las 48 horas.

Estas pruebas efectuadas demuestran que si bien es cierto los extractos ya indicados poseen
capacidad neutralizante sobre la toxicidad del veneno de B. atrox, dicha capacidad es relativa
puesto que, en todos los casos, se producen dafios internos severos y por tanto la supervivencia
a las 48 horas so6lo seria un indice de retardo en el efecto toxico. Los datos sefialados por los
miembros de las comunidades nativas acerca de la utilidad de plantas ofidicas en el
tratamiento de los accidentes deberian ser considerados entonces en el sentido de retrasar el
grado de envenenamiento y por ende el efecto letal del veneno, lo que podria dar lugar a un
mayor tiempo para que el paciente pueda ser atendido con el antiveneno especifico en un
servicio de salud. Teniendo en cuenta que Morante et al.’ reportaron la reduccion de la
actividad hemorragica y mionecrosis por el uso de extracto de Dracontium sp y que en esta
investigacion Dracontium loretense aparece entre las plantas con accion neutralizante, es
importante considerar la necesidad de un estudio profundo, no sélo sobre las cuatro plantas
que neutralizan la toxicidad del veneno sino, en particular, sobre D. loretense que, al parecer,
es lamas promisoria en este tipo de trabajo.
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CONCLUSIONES

Tomando como punto de partida la informacion ancestral de comunidades nativas del
departamento de Ucayali sobre plantas con posible accidon antiofidica, en la presente
investigacion se ha podido determinar la capacidad de los extractos hervidos e infusion
de Dracontium sp., Philodendro ernestii, Philodendron sp. y Cordia nodosa para
neutralizar el envenenamiento experimental con el veneno de B. atrox . Sin embargo, este
efecto neutralizante esta dirigido a retardar el cuadro de envenenamiento, lo que podria
ser una ventaja a favor de la victima de un accidente ofidico para su tratamiento con el
antiveneno comercial.
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SINTESIS Y ESTRUCTURA CRISTALINA DE DOS COMPLEJOS
DE COORDINACION DE PLOMO (II) CON 1,10-FENANTROLINA
Y NITRATOS

Fiorella L. Oliveral, Guillermo A. Santilldn'

RESUMEN

Se ha sintetizado dos complejos de coordinacion mediante la reaccion del nitrato de plomo (II)
con la 1,10-fenantrolina en una mezcla de solventes (1:1) metanol/agua. Los cristales de estos
complejos fueron obtenidos usando el método de difusion y caracterizados estructuralmente
por difraccion de rayos X. Ambos complejos cristalizaron en el grupo espacial monoclinico
P2 /c. El analisis mediante difraccion de rayos X muestra que en ambos complejos, la
coordinacion alrededor del ion plomo (II) es una estructura octaédrica distorsionada, donde el
ion estd unido a dos atomos de nitrogeno de la 1,10-fenantrolina, a tres atomos de oxigeno de
los tres grupos nitrato y a un oxigeno de la molécula de agua. La diferencia entre los complejos
radica en el modo de coordinacion del ion nitrato cuando estan presentes acidos carboxilicos
aromaticos. Debido al modo de coordinacion de los nitratos, los complejos de plomo forman
diferentes polimeros de coordinacion, interacciones Pb-O, puentes de hidrogeno e
interacciones m-.

Palabras clave: complejos de plomo (II); 1,10-fenantrolina; coordinacion por nitratos;
puentes de hidrégeno; interacciones n-mt; polimeros de coordinacion.

SYNTHESIS AND CRYSTAL STRUCTURE OF TWO LEAD (II)
COMPLEXES WITH 1,10-PHENATHROLINE LIGAND

ABSTRACT

Two coordination complexes have been synthesized by the reaction of lead nitrate (II) with
1,10-phenanthroline in methanol/water. The crystals of these complexes were obtained by
using the diffusion method and structurally characterized by X-ray single crystal diffraction.
Both complexes crystallized in the monoclinic space group P2 /c. The analysis by crystal X—
ray diffraction reveals that in both complexes the coordination around the lead (II) ion is a
distorted octahedral structure where the ion is bonded to the heterocyclic nitrogen atoms of
chelating ligand 1,10-phenanthroline, three oxygen atoms of three nitrate groups and one
oxygen from the water molecule. The difference between the complexes lies in the way of
nitrate ion in presence of carboxylic acid aromatics. In addition, the crystal structure of
complexes can be regarded as a 3D coordination polymer through Pb-O weak interactions,
hydrogen bonds and n-x stacking interactions.

Key words: Lead (IT) complex; 1,10—phenanthroline; nitrate coordination; hydrogen
bonding; n—= stacking interaction; coordination polymers.
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INTRODUCCION
En la actualidad existe un gran interés en el desarrollo de nuevos polimeros de coordinacion
debido a sus potenciales aplicaciones en diferentes areas, como magnetismo molecular,”
conductividad electrénica,’ quimica supramolecular,”* sensores’ y propiedades opticas.’ La
construccion de estos nuevos compuestos se da a partir de centros metéalicos conectados a
través de ligandos organicos; ademas, involucra interacciones covalentes' o contactos
supramoleculares (como puentes de hidrogeno y/o interacciones ), los cuales permiten
que se extiendan a varias dimensiones."'* Los ligandos que contienen grupos carboxilos y
nitrogenos heterociclicos han sido ampliamente usados en el desarrollo de complejos de
coordinacion.”™" En la actualidad, la capacidad para predecir y controlar las interacciones
metal-ligando y producir polimeros de coordinacion, es todavia un gran reto por lo que se
requiere mayor investigacion.
Los compuestos de coordinacion de plomo (II) han sido considerablemente estudiados debido
a que este metal tiene aplicaciones en aditivos, baterias, mineria y soldadura.'*El plomo, al ser
un metal pesado y estar presente en diferentes procesos industriales, es uno de los 10
principales contaminantes ambientales en el mundo.” La mayor parte de los casos de
intoxicacion por plomo, ya sea por inhalacion o ingestion, se da por exposicion a la especie
catiénica de plomo (II)."™"” Un estudio mas amplio de los compuestos de coordinaciéon de
plomo (II) permitiria determinar qué ligandos son selectivos y estables en su union a este
metal. A su vez, estos ligandos podrian ser usados en la deteccion y cuantificacion del ion
plomo (I1).”
En la actualidad, se ha desarrollado numerosos complejos de coordinacion de plomo (II) con
ligandos que contienen atomos de nitrogeno heterociclico debido a su afinidad con metales
blandos.”"** Uno de estos ligandos es la 1,10—fenantrolina, que posee una gran capacidad para
quelarse. Ademas, tiene una alta solubilidad en medio acuoso y baja toxicidad.” Debido a las
propiedades mencionadas anteriormente, este ligando es factible para ser usado en la
detecciony captacion del ion plomo (IT) en medio acuoso.
En el presente trabajo se ha demostrado que el ion plomo (II) con la 1,10—fenantrolina y el ion
nitrato pueden formar dos complejos de coordinacién diferentes en presencia de distintos
tipos de acidos carboxilicos: acido galico, acido salicilico y acido p—nitrobenzoico,
manteniendo las demas condiciones constantes, como pH, temperatura, anion y solvente. A su
vez, estos acidos aceleran de manera significativa la velocidad de cristalizacion de los
complejos.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales

Todos los experimentos fueron realizados en condiciones ambientales T=25°C, P=1 atm. Las
sales de nitrato de plomo (1) y el cido galico fueron adquiridos de Merck; el 4cido salicilico
de Riedel de Haen; la 1,10-fenantrolina de Mallinckrodt, y el acido p—nitrobenzoico de
Aldrich.

[Pb(phen)(NO,),H,0],(1)

La soluciéon metandlica de 1,10—fenantrolina (270,17 mg, 1,5 mmol) se agregd por difusion
(gota a gota) a una solucion acuosa de Pb(NO,), (563,06 mg, 1,7 mmol). A la solucion
resultante se le agregd por difusion la solucion metandlica de acido galico (204,20mg, 1,2
mmol). Se obtuvo cristales incoloros luego de 1 hora, aproximadamente, con un rendimiento
del 58 %. Estos complejos también se pueden obtener reemplazando el acido galico por el
acido salicilico.
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[Pb(phen)(NO,),H,0],(2)

Este complejo se prepard de manera analoga al complejo 1, pero se utilizé acido
p—nitrobenzoico en lugar del acido salicilico o acido galico. Se obtuvo cristales incoloros
luego de 1 hora, aproximadamente. El rendimiento de la reaccion fue del 64 %.

Métodos fisicos

Cristalografia de rayos-X

Los cristales de los complejos 1 y 2 fueron montados en loops de nylon usando aceite Paratone
(Hampton Research) y puestos en el vapor frio (200-240 K) del difractrometro Bruker X8
APEX CCD que opera a 50 k V' y 30 m A usando una radiacién de Mo-Ko. (A= 0,71073). Las
estructuras fueron resueltas usando métodos directos o por la funcion de Patterson; se
completaron con la funcion de Fourier y fueron refinados usando el método de minimos
cuadrados en F’. Todos los 4tomos que no son hidrégenos fueron refinados usando los
coeficientes de desplazamiento anisotropicos. Los atomos de hidrégenos fueron tratados
como contribuciones idealizadas usando un modelo de conduccion. Todos los calculos fueron
realizados usando el paquete de software cristalografico SHELXTL 5.1 (G.Sheldrick, Siemns
XRD, Madison, WI). Los datos cristalograficos y los parametros de refinamiento son
presentados en la tabla 1.

RESULTADOS

Sintesis y caracterizacion

El primer complejo se obtuvo de lareaccion del nitrato de plomo (II) con la 1,10—fenantrolina
y acido galico, usando como solvente una mezcla (1:1) metanol/agua. Cabe sefialar que este
mismo resultado se obtiene reemplazando el acido galico por acido salicilico. El complejo
obtenido tiene la formula C,, H,, N, O, Pb. En cambio, el segundo complejo se obtuvo con el
procedimiento anterior pero reemplazando el acido galico o acido salicilico por acido
p—nitrobenzoico. No obstante la formula quimica de este complejo es similar al complejo
anterior, existen marcadas diferencias en los modos de coordinacion de los ligandos. La
disposicion de los ligandos en la esfera de coordinacion del plomo es completamente
diferente. Estas diferencias en los modos de coordinacion producen diferentes polimeros de
coordinacion: en el primer complejo estan unidos por grupos nitrato y en el segundo complejo
estan unidos por interacciones intermoleculares, tales como puentes de hidrogeno e
interacciones m-m. Adicionalmente, se ha observado que la adicién de acido carboxilico
acelera en ambos casos la cristalizacion de los complejos.

Tabla 1. Resumen de los datos cristalograficos y parametros estructurales para Pb C,,H,)N, O,(1 y 2)

1 2
Férmula molecular Ci2Hio N4 O7 Pb Ci2Hio N4 O7 Pb
Fw 511,36 531,36
Temperatura (K) 296 296
Sistema cristalino Monoclinico Monoclinico
Grupo espacial P2yc P2y
a(A) 7,0685(12) 6,3383(16)
b(A) 9,9380(17) 20,221(5)
c(A) 20,917(4) 12,129(3)
o (deg) 90,00 90,00

sigue ...
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... viene

B (deg) 100,542(5) 113,091(10)
v (deg) 90,00 90,00

V (A%, Z 1444.,5(4), 4 1430,0(6), 4

i (mm) 11,715 11,848
8cate(g/em’) 2,351 2,468

F(000) 936 936
Goodness—of—fit on F* 1,075 1,063

R(F)*, Ry(F?)" 0,0345, 0,0849 0,0457, 0,0935
Largest diff peak hole(e/A%) 1,735y -3,32 2,668 y —3,46

“‘R=[3 |AFI/Z |F,|. "R=[ 3 w(AF)/3 wF,’].

Tabla 2: Longitudes de enlace (A) y angulos de enlace (°) seleccionados para el
compuesto C, H; N, O, Pb (1y2)

Ciz HoN; O7 Pb (1) Ciz HoN; O7 Pb (2)
Longitudes de enlace (1) Longitudes de enlace (A)
Pb(1)-N(1) 2,491(4) Pb(1)-N(1) 2,473(5)
Pb(1)-0(1) 2.724(4) Pb(1)-0(1) 2.549(5)
Pb(1)-0(3) 2,445(4) Pb(1)-0(4) 2,736(5)
Pb(1)-N(2) 2,569(5) Pb(1)-N(2) 2,523(5)
Pb(1)-0(2) 2.747(4) Pb(1)-0(5) 2,660(5)
Pb(1)-0(7) 2,574(4)
Angulos de enlace (°) Angulos de enlace (°)
0(3)-Pb(1)-N(1) 83,08(13) N(1)-Pb(1)-N(2) 65,88(17)
0(3)-Pb(1)-N(2) 72,44(13) N(1)-Pb(1)-O(1) 77,57(15)
N(1)-Pb(1}-N(2) 65.92(13) N(2)-Pb(1)-O(1) 71,62(16)
0(3)-Pb(1)-0(1) 80,86(12) N(1)=Pb(1)-O(7) 79,08(15)
N(1)=Pb(1)-0(1) 79,25(13) N(2)-Pb(1)-0(7) 138,66(15)
N(2)-Pb(1)-O(1) 137,90(12) O(1)-Pb(1)-0(7) 80,29(15)
0(3)-Pb(1)-0(2) 142,70(13) N(1)-Pb(1)-O(4) 74,21(15)
N(1)-Pb(1)-0(2) 77,18(12) N(2)-Pb(1)-O(4) 114,53(15)
N(2)-Pb(1)-0(2) 70,67(12) 0(1)-Pb(1)-0(4) 144,33(13)
O(1)-Pb(1)-0(2) 124,97(11) 0(7)-Pb(1)-O(4) 73,36(14)
N(5)-0(2)-Pb(1) 100,6(3) N(1)=Pb(1)-O(5) 71.38(15)
N(@)-0(1)-Pb(1) 102,4(3) N(2)-Pb(1)-0(5) 71,04(16)
C(2)-N(1)-Pb(1) 121,8(4) O(1)-Pb(1)-O(5) 138,60(15)
C(1)-N(1)-Pb(1) 120,1(3) 0(7)-Pb(1)-0(5) 118,61(14)
Pb(1)-O(3)-H(3) 109.5

Estructura del estado sélido y el empaquetamiento cristalino
[Pb(phen)(NO,),H,0], (1)

Las distancias y angulos de enlace seleccionados para este polimero de coordinacion se
muestran en la tabla 2, mientras que la figura 1 contiene el diagrama térmico elipsoidal
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probabilistico (ORTEP). El compuesto 1 cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2 /c. La
estructura cristalina revela que la coordinacion alrededor del ion plomo es una estructura
octaédrica distorsionada, que se debe a la diferencia de las distancias de enlace del Pb-Ny Pb—
0, donde los cuatro atomos O1, O6, N1, y N2 son coplanares a la base plana. 02y O7 son
cercanos a la posicion axial. El atomo central estd unido a dos atomos de nitrogeno
heterociclico del ligando quelante 1,10—fenantrolina con longitudes de enlace Pb—N de 2,491
Ay 2569 A; tres 4atomos de oxigeno de los tres grupos nitrato coordinados en forma
monodentada con distancias de Pb—O entre 2,725 A y 2,747 A yun oxigeno de lamolécula de
agua con una longitud de enlace de 2,445A. Los angulos de enlace alrededor del Pb (II) estan
en el rango de 65,92(13)° y 142,70(13)°. El angulo diedro entre los planos del N1-Pb-O5 y
02-Pb-03 es 85,77°.Ademas, de los enlaces de Pb-O mencionados anteriormente, hay tres
interacciones Pb—O: Pb—06 (2,973 A), Pb—05 (2,945 A) y Pb—O7 (3,03 A), donde las
distancias de los enlaces Pb-O son demasiados largos para ser considerados como enlaces de
coordinacion, pero si como interacciones débiles.

Figura 1. Diagrama de ORTEP del complejo C,, H,, N, O, Pb (1) con elipsoides termales
de 50% de probabilidad.

El empaquetamiento cristalino del complejo 1 muestra que las unidades que las conforman
estan unidas por los atomos O1, N3 y O3 del grupo nitrato, lo que resulta en la formacion de
una cadena de una dimension (figura 2a). Existen otras interacciones débiles entre las
unidades adyacentes del polimero de coordinacion (figura 2b): a) Hay tres tipos de enlaces de
puentes de hidrogeno en el compuesto: Una es la que proviene del &tomo de oxigeno del grupo
nitrato con el atomo de hidrégeno de la 1,10—fenantrolina ((NO,)O...H(C—phen)) con una
distancia 2,54 A. El otro, de un atomo de oxigeno del grupo nitrato y el &tomo de hidrogeno de
la 1,10-fenantrolina del otro atomo de plomo adyacente ((NO,)O...H(C—phen)) con una
distancia 2,73 A, y el tercero es el que proviene del atomo de oxigeno del grupo nitrato y el
oxigeno de la molécula de agua ((NO,)O..H(H,0)) con una distancia 2,145 A. b)
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Interacciones n-n que se forman debido al solapamiento de los orbitales p del sistema
conjugado de la 1,10-fenantrolina con una distancia 4,25 A. Por lo tanto, la estructura
cristalina tridimensional de este complejo se forma debido a las interacciones débiles Pb-O,
interacciones puentes de hidrogeno y las interacciones n-m.

(a)

Mitrato Fenantrolina

(b) \

Figura 2. a) Polimero de coordinacion de 1D del complejo 1, b) Polimero de coordinacion
de 2D formado por las interacciones n-m y puentes de hidrogeno.

[Pb(phen)(NO,),H,0], (2)

Las distancias y angulos de enlace seleccionados para este polimero de coordinacion se
muestran en la tabla 2, mientras que la figura 3 contiene el diagrama térmico elipsoidal
probabilistico (ORTEP). El compuesto 2 cristaliza en el grupo espacial monoclinico P2 /c. La
estructura cristalina revela que la coordinacion alrededor del ion plomo es una estructura
octaédrica distorsionada. Donde el atomo central estd unido a los atomos de nitrogeno
heterociclico del ligando quelante 1,10—fenantrolina con longitudes de los enlaces Pb—N de
2,473 Ay 2,523 A, con tres atomos de oxigeno de los aniones nitrato con longitudes de enlace
Pb-Ode 2,54 A, 2,659 Ay2,736 A;yun dtomo de oxigeno de la molécula de agua con una
longitud de enlace de Pb-O de 2,574 A. Es importante mencionar que los dos aniones nitratos
muestran dos modos de coordinacion diferentes: Mientras que un nitrato esta coordinado de
forma monodentada, el otro nitrato lo hace de forma bidentada. El dngulo diedro entre los
planos del N2-Pb1-O7yel O5-Pb1-O1es 61,87°.

Rev Soc Quim Perii. 78 (4) 2012



248 Fiorella L. Olivera, Guillermo A. Santillan

Figura 3. Diagrama de ORTEP del complejo C,, H,, N, O, Pb (2) con elipsoides termales
de 50% de probabilidad.

El empaquetamiento cristalino del complejo 2 consiste en: Primero, la presencia de dos

interacciones débiles entre los atomos de plomo y los atomos de oxigeno de los aniones nitrato

entre dos celdas unitarias adyacentes. Cada 4&tomo de plomo forma dos enlaces débiles Pb—
0, donde las distancias del enlace del Pb con el oxigeno del mismo monomero es 2,981 A 'y
con el oxigeno bidentado del otro mondmero es 3,096 A. Segundo, los puentes de hidrégeno
ocurren entre el hidrogeno de lamolécula de agua y el atomo de oxigeno (O3) del anion nitrato
monodentado con una longitud de enlace de O-H—O de 2,865(6) A (figura 4a). Las
interacciones n-w entre los anillos, paralelos entre si, es de 3,51(6) A (figura 4b). Por lo tanto,
debido a la presencia de enlaces de hidrégeno e interacciones n-, se forma un polimero de

coordinacion de tres dimensiones.
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Fenantrolina

(b)

Figura 4. a) Polimero de coordinacion de 2D del complejo 2, b) Polimero de coordinacion
mostrando las interacciones -1 y puentes de hidrogeno.

DISCUSION

Tratemos de encontrar una explicacion razonable de porqué los ligandos en los complejos de
coordinacion de plomo se distribuyen espacialmente de forma diferente. La teoria del par
inerte, el cual se refiere la resistencia del par de electrones del ultimo nivel de energia en el
plomo (II) para ser removidos o participar en la formacion de enlaces covalentes, resulta ser
una explicacion razonable. Este par de electrones no compartidos puede causar una
distribucion de carga no esférica alrededor del plomo (II); esto es, la disposicion de los
ligandos alrededor del cation resulta en un espacio vacio identificable, por lo que la geometria
de coordinacion alrededor del plomo muestra dos estructuras distintas: holodireccionado y
hemidireccionado.”

Ambos complejos de plomo presentan una geometria hemidireccionada; ya que poseen un
nimero de coordinacion seis y tienen ligandos que presentan atomos donadores como
oxigeno y nitrogeno. Ademas, las estructuras hemidireccionadas estan favorecidas cuando los
atomos del ligando estan conectados uno con otro; como es el caso de 1,10-fenantrolina.
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La distorsion que presenta el complejo 1 debido a las diferentes distancias en los enlaces Pb-O
y Pb-N se debe a la presencia del par de electrones no compartidos del ion plomo (I1). Ademas,
la disposicion del ligando 1,10-fenantrolina y los dos aniones nitrato con angulos de enlace de
O(2)—Pb(1)—O(1),O(1)—Pb(1)—O(8) de 124,97(11)° y 130,35°, respectivamente, sugiere
la presencia de un espacio que es ocupado por el par de electrones no compartidos. Por otro
lado, en el complejo 2 la disposicion del ligando 1,10-fenantrolina y los dos aniones nitrato
(en posicion trans) O(1)—Pb(1)—O(4), O(1)—Pb(1)—O(5) con angulos de 144,33(13)° y
138,60(15)°, respectivamente, sugieren también la presencia de un espacio ocupado por el par
de electrones no compartidos en el plomo(Il); ésta podria ser la razon por lo que las
interacciones entre el &tomo de plomo y de oxigenos de los grupos nitratos adyacentes no sean
tan fuertes. El conocimiento de los factores que afectan la geometria de coordinacion del ion
plomo (IT) puede ser beneficioso para disefiar agentes complejantes que permitan remover al
ion plomo divalente y lo distingan de otros iones metalicos.

La cristalizacion de estos complejos se lleva a cabo de una forma sorprendentemente rapida.
Esta metodologia de cristalizacion resulta novedosa y se realiza usando los acidos
carboxilicos aromaticos sustituidos, que inicialmente se pretendia usar como ligandos. En el
primer caso se ha reportado que el complejo se obtiene bajo las mismas condiciones sin la
presencia del acido carboxilico en seis dias” mientras que en nuestro método se obtienen
cristales en una hora, aproximadamente. Con respecto al segundo complejo se ha descrito la
sintesis en condiciones diferentes; estas condiciones requieren usar acido tricloroacetico,
hidréxido de sodio y como solvente agua. Dicha mezcla fue llevada a un recipiente de acero
inoxidable y sometida a una temperatura de 170 °C por cuatro dias, para luego ser enfriada
lentamente a 6°C/hora.”” En nuestro caso los cristales fueron obtenidos a temperatura
ambiente en una hora, aproximadamente.

Es interesante notar que, aunque las condiciones en las cuales se llevo las reacciones para la
formacion de ambos complejos, son similares i.e. solvente, pH, temperatura, s6lo la diferencia
de coordinacion estéd dictada por la presencia de los acidos carboxilicos en la solucion. Para el
primer complejo se uso el acido galico o acido salicilico, y en el segundo caso se us6 el acido p—
nitrobenzoico. Resulta interesante y, a su vez dificil de explicar, como estos acidos
carboxilicos influyen en el modo de coordinacién de los iones nitrato y la disposicion de la
fenantrolina en la esfera de coordinacion del plomo (I1). En el primer complejo, el acido galico
tiene sustituyentes en posicion orto, meta y para; y el acido salicilico sdlo sustituyentes en
posicion orto, por lo que los sustituyentes en posicion orto podrian explicar la coordinacion en
el complejo 1. Por otro lado, en el caso del complejo 2 el acido utilizado presenta sustituyentes
en posicion para; lo cual podria explicar la diferencia de coordinacion en este segundo
complejo.

CONCLUSIONES

En este trabajo, dos complejos de coordinacion de plomo (II), fueron sintetizados y
caracterizados por difraccion de rayos—X. Los complejos 1 y 2 muestran diferentes estructuras
poliméricas, las cuales estan sostenidas mediante interacciones débiles de Pb-O, puentes de
hidrégenos e interacciones m-n. Ademas, ambos complejos presentan una geometria
octaédrica hemidireccionada debido a la presencia del par de electrones no compartidos del
atomo de plomo (II). Se ha reportado una nueva metodologia de cristalizacion en base a la
presencia de acidos carboxilicos aromaticos sustituidos a temperatura ambiente, pH acido y
solvente polar. Esta claro que la rapidez en la cristalizaciéony el modo de coordinacién de los
iones nitratos en estos complejos de plomo esta influenciado por la naturaleza de los acidos
carboxilicos aromaticos sustituidos en la solucion.
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COMPUESTOS FENOLICOS y ACTIVIDADES ANTIOXIDANTE,
ANTIELASTASA, ANTICOLAGENASA y FOTOPROTECTORA IN
VITRO DE Myrciaria dubia (camu camu) y Caesalpinia spinosa (tara)

Victor Hugo Doroteol, Cecilia Terryz, Camilo Diaz3,
Abraham Vaisbergs, Rosario Roj as"”’

RESUMEN

Conmiras a explorar el potencial de la tara (Caesalpinia spinosa) y el camu camu (Myrciaria
dubia) para el desarrollo de bloqueadores solares naturales y productos antiedad, en el
presente trabajo se evalud sus actividades antioxidante, antielastasa, anticolagenasa y
fotoprotectora in vitro. El extracto hidroalcohdlico de tara mostré una buena actividad
antioxidante en diferentes ensayos in vitro (DPPH, TEAC, radical hidroxilo, radical
superdxido); asimismo, inhibe la enzima colagenasa con mayor potencia que el control
positivo epigalocatequina galato (EC,, = 162,78 y 321,41 ug/ml, respectivamente). El
extracto hidroalcoholico de camu camu, a pesar de su alto contenido de acido ascorbico, no
mostr6 una actividad antioxidante relevante; pero en cambio, en un cultivo de fibroblastos
3T3 se determino que ejerce un buen efecto protector in vitro (43,6%) contra la radiacion UV—
B. Serecomienda estudiar la asociacion de ambos extractos como base para el desarrollo de un
producto antiedad o de un bloqueador solar con mecanismo de accion dual.

Palabras clave: antioxidante, camu camu, compuestos fendlicos, fotoproteccion, tara,
UV-B.

PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT, ANTIELASTASE,
ANTICOLLAGENASE AND PHOTOPROTECTIVE IN VITRO
ACTIVITIES OF Mpyrciaria dubia (camu camu) AND Caesalpinia

spinosa (tara)

ABSTRACT

In order to explore the potential of tara (Caesalpinia spinosa) and camu camu (Myrciaria
dubia) to develop natural sunscreen and anti-aging products, the present study evaluated their
antioxidant, anti-elastase, anti-collagenase and photoprotective activities in vitro. The
hydroalcoholic extract of tara showed good antioxidant activity in different in vitro assays
(DPPH, TEAC, hydroxyl radical, superoxide radical), and it also inhibits collagenase enzyme
better than the positive control epigallocatechin gallate (EC,, = 162.78 and 321.41 pg/ml,
respectively). The hydroalcoholic extract of camu camu, despite its high content of ascorbic
acid, did not show a significant antioxidant activity, but instead, in a culture of 3T3 fibroblasts
itexerted at good protective effect in vitro (43.6%) against UV-B radiation. It is recommended
to study the association of both extracts as a basis for developing an anti-aging product or a
sunscreen with a dual mechanism of action.

' Unidad de Investigacion en Productos Naturales.
? 3QP SAC.

® Laboratorios de Investigacion y Desarrollo, Facultad de Ciencias y Filosofia. Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Av. Honorio Delgado 430, Lima 31, Peru. rosario.rojas@upch.pe
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INTRODUCCION

Los efectos daiiinos de la radiacion solar sobre la piel son causados principalmente por la
radiacion ultravioleta, la cual se divide en la region UV-A (320400 nm), UV-B (290-320 nm)
y UV-C (200290 nm). La radiacion UV-C es filtrada por la atmosfera antes de llegar a la tierra,
la radiacion UV-B no es completamente filtrada por la capa de ozono y es causante
principalmente del eritema en piel, la radiacion UV-A llega hasta capas profundas de la dermis
provocando el fotoenvejecimiento de la piel.'
La exposicion de la piel a la luz solar genera la liberacion de citoquinas pro-inflamatorias e
inmunosupresoras. Asimismo, produce especies reactivas de oxigeno, las cuales reaccionan
con el ADN, proteinas, acidos grasos, causando envejecimiento prematuro de la piel
caracterizado por hiper/hipopigmentacion de la piel, pérdida de elasticidad, arrugas y riesgo
de canceralapiel.”
En los ultimos afos se ha despertado en la poblacion un gran interés por usar productos
naturales botanicos para prevenir el dafio inducido por la radiacion UV. En tal sentido, las
plantas mas promisorias para prevenir los daflos causados por la radiacion solar son aquellas
que posean actividad antiinflamatoria, inmunomoduladora y antioxidante.’
El objetivo del presente trabajo fue determinar la actividad antioxidante, anticlastasa,
anticolagenasa y fotoprotectora in vitro de dos extractos de plantas peruanas, tara y camu
camu, con miras a explorar su potencial para el desarrollo de bloqueadores solares naturales y
productos antiedad.

PARTE EXPERIMENTAL

Equipos. Espectrofotometro Shimadzu UV/Vis 1240, lector de microplacas multifuncién
(Microplate reader CHAMELEON V).

Reactivos. 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH), reactivo Folin-Ciocalteu, carbonato de
sodio, hidréxido de sodio, acido galico, acido ascorbico, acido metafosforico, 2,6—
dicloroindofenol, galato de epigalocatequina (EGCG), NaCl, CaCl,, etanol, 4cido 2,2"-azino—
bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS), persulfato de sodio, Trolox, hexacianoferrato
de potasio, acido tricloroacético, cloruro férrico, nitroazul de tetrazolio (NBT), NADH,
metosulfato de fenazina (PMS), fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico,
desoxiribosa, peroxido de hidrégeno, EDTA, acido tiobarbitarico, acido tricloroacético,
manitol, elastasa pancreatica porcina, enzima colagenasa de Clostridium histolyticum, N~2—
hidroxi—,1-bis(hidroximetil)-etil)—glicina (Tricine), N-Succinyl-Ala-Ala-Ala-p-nitroanilida
(AAAPVN), N+3~«2-furil) acriloil][Leu-Gly-Pro-Ala (FALGPA) y bromuro de 3-{4,5—
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Fueron adquiridos de SIGMA.

Muestras vegetales. Se colectd frutos maduros de Myrciaria dubia (camu camu) y vainas de
Caesalpinia spinosa (tara). Las muestras vegetales fueron colectadas e identificadas por el
bidlogo Camilo Diaz. Las respectivas muestras botanicas fueron depositadas en el
HEPLAME (Herbario de Plantas Medicinales, Seccion de Ciencias Farmacéuticas, Facultad
de Ciencias y Filosofia, Universidad Peruana Cayetano Heredia).

Preparacion de extractos. Las muestras vegetales secas y molidas fueron extraidas con una
mezcla de etanol y agua destilada (7:3) por 4 dias a temperatura ambiente. Luego de la
filtracion, se procedi6 a evaporar el solvente en un rotaevaporador a temperatura menor de 40
°C. Los extractos hidroalcohdlicos obtenidos fueron almacenados en la refrigeradora a
temperatura menor de 4 °C hasta su uso.
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Determinacion de compuestos fenolicos: Se utilizo el método de Folin-Ciocalteu descrito
por Garcia et al.' Se prepard una curva de calibracién de acido galico cuyo rango de
concentracion fue de 1-5 mg/L. Los extractos hidroalcoholicos de las 2 muestras vegetales
fueron evaluados a una concentracion de 0,1 mg/mL. A 100 pL de la muestra se le aiiadi6 250
pL de la solucion de Folin-Ciocalteu (diluido 1 en 2 con agua milli-Q), se sonico por 5 min,
luego se le afiadio 1250 pL de carbonato de sodio al 20% y 400 pL de agua ultra pura. Se agitd
vigorosamente, se cubrid de la luz y se le llevd a reposo por 90 minutos a temperatura
ambiente. Las absorbancias respectivas fueron medidas a 760 nm en un espectrofotometro.
Las muestras fueron analizadas por triplicado y el contenido de compuestos fenolicos totales
fue expresado en mg de acido galico/g de extracto hidroalcoholico.

Contenido de acido ascérbico. El contenido de acido ascorbico fue determinado de acuerdo
al método descrito por Lung et al.’ Se extrajo 20 mg del extracto hidroalcoholico con 2 mL de
acido metafosforico al 1% por 45 minutos a temperatura ambiente; al cabo de ese tiempo se
filtro. Se tomo 100 pL de la solucion anterior y se le agregd 900 pL de una solucion de 2,6—
dicloroindofenol (cuya absorbancia estaba entre 0,30 y 0,35 para asegurar que la lectura de la
muestra se encuentre dentro del rango de las de los estandares), luego de 1 minuto se midio la
absorbancia a 515 nm. El contenido de acido ascorbico se determiné a partir de la recta de
regresion obtenida con el cido ascorbico estandar en las concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30,
40y 50 pg/mL. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad antioxidante en el test de DPPH. Se evalu¢ la actividad antioxidante in vitro de
los extractos hidroalcohélicos mediante el método de Mensor et al.’ Se preparé diluciones en
etanol acuoso de los extractos hidroalcoholicos hasta obtener concentraciones de 0,0 a 150,0
pg/mL. Se mezcld 1,0 mL de cada una de las diluciones con 0,5 mL de una soluciéon 0,3 mM de
DPPH en etanol y se dejo reaccionar a temperatura ambiente por 30 minutos, al término de los
cuales se procedido a medir la absorbancia de la mezcla a 517 nm. Todas las pruebas se
realizaron por cuadruplicado. Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante de cada
muestra de acuerdo a la siguiente formula:

Actividad antioxidante (%) = X100

AC— AM — AB
AC
donde:
AM es la absorbancia de lamuestra+ DPPH

AB eslaabsorbancia del blanco (muestra + etanol)
AC es la absorbancia del blanco del reactivo (DPPH + etanol).

La concentracion del extracto hidroalcoholico que neutraliza al 50 por ciento de los radicales
de DPPH (EC,,, concentracion efectiva media) se obtiene de la recta obtenida al graficar el
porcentaje de actividad antioxidante versus la concentracion de lamuestra (ug/mL).

Actividad antioxidante total (TEAC). La capacidad antioxidante se determino siguiendo el
método descrito por Hazra et al.” El radical ABTS fue generado al mezclar un volumen de
solucién 14 mM de ABTS con un volumen de la solucioén 4,9 mM de persulfato de sodio,
seguido de incubacion por 16 h en oscuridad. La solucion del radical ABTS se diluy6 con agua
hasta obtener una absorbancia de 0,70 (x 0,2). Se mezclo 10 pL de los extractos
hidroalcohdlicos a diferentes concentraciones (0,05 a 10 mg/mL) con 1,0 mL de la solucion de
radical ABTS y se ley6 la absorbancia luego de 6 minutos a una longitud de onda de 734 nm.
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Se procedi6 de igual manera para medir la actividad antioxidante del estandar Trolox. Todas
las pruebas se realizaron por cuadruplicado.

Se calculd el porcentaje de actividad antioxidante total (% AAT) mediante la siguiente
formula:

% AAT = (Ao—Am) x 100/ A,

Donde:
% AAT=Porcentaje de Actividad antioxidante total
A,=Absorbancia del control
A, = Absorbancia de la muestra con ABTS — Absorbancia del blanco de la muestra

El blanco consistié de la mezcla de 10 pL del extracto hidroalcohdlico con 1,0 mL de agua
destilada. El control consistio de la mezcla de 10 pL de etanol con 1,0 mL de la solucion de
radical ABTS.

Se calcul6 el porcentaje de inhibicion de la formacion de radicales ABTS y se grafico como
una funcion de la concentracion. Finalmente, se determind el TEAC (trolox equivalent
antioxidant concentration) dividiendo la pendiente de la grafica de la muestra (extracto
hidroalcoholico) sobre la pendiente de la grafica para el estandar Trolox.

Inhibicion del radical-anion superoxido. La actividad inhibitoria se evalud usando el
método descrito por Gupta et al.® Se mezclé 1 mL de nitroazul de tetrazolio (NBT) 156 uM (en
buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) con | mL de NADH 468 uM (en buffer fosfato 100 mM, pH
7,4)y 0,1 mL del extracto hidroalcohdlico o quercetina (a diferentes concentraciones finales
entre 20 a 200 ug/mL), se mezclod y aiadio 0,1 mL de metosulfato de fenazina (PMS) 60 uM
(en buffer fosfato 100 mM, pH 7,4) para iniciar la reaccion. La mezcla se incub6 a 25 °C por 5
minutos y se leyd su absorbancia a 560 nm. Se realiz6 de manera similar un control sin muestra
y se utilizo la quercetina como compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

El porcentaje de inhibicion del anidn radical superoxido fue calculado como:

% Inhibicion = (A Am) x 100/ A,

Donde:
A,= Absorbancia del control (sin muestra)
A, = Abs. de la mezcla reaccionante con PMS — Abs. de la mezcla reaccionante sin PMS

Las EC,, (Concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohdlicos y la
ordenada el promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres
mediciones independientes.

Inhibicion del radical hidroxilo. La actividad fue determinada de acuerdo al método descrito
por Ozyiirek et al.” Se mezclé 100 uL de buffer KH,PO,~KOH (100 mM, pH 7,4), 100 uL
desoxiribosa (15 mM), 50 pL de acido ascorbico (1 mM), 50 uL H,0, (10 mM), 50 uL de
extracto hidroalcoholico (a las concentraciones finales de 5, 15, 25,35 y 50 pg/mL), 100 uL
FeCl, (500 uM) y 50 uL EDTA (ImM). La mezcla de reaccion fue incubadaa 37 °C por 1 hora.
Al final de dicho periodo de incubacion se agregd 500 pL de acido tiobarbitarico (TBA, 1%
w/v) seguido de la adicion de 500 pL de acido tricloroacético (TCA, 2,8% w/v). Las
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soluciones se pusieron en un bafio de agua a 80 °C por 20 minutos para que desarrolle el color
rosado del aducto malondialdehido-4cido tiobarbittrico y luego la absorbancia se midid a 532
nm. Se realizé un control sin muestra y se utilizé al manitol como compuesto de referencia.
Todos los ensayos se realizaron por triplicado y se calculo el porcentaje de inhibicion de
formacion de radical hidroxilo de acuerdo a la siguiente formula:

% Inhibicion = 100 x (A 0-Am)/Ao

donde:
A,=Absorbancia del control (sin muestra)
A,, = Abs. de la muestra con desoxiribosa — Abs. de la muestra sin desoxiribosa

Las EC,, (Concentracion efectiva media) se calculd por analisis de regresion lineal, en donde
la abscisa representa las concentraciones de los extractos hidroalcohélicos y la ordenada el
promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres mediciones
independientes.

Inhibicion de enzima elastasa: El ensayo se llevod a cabo usando el método descrito por
Thring et al.” y consisti6 en incubar 25 pL de muestra (a las concentraciones finales de 5, 65,

125,180y 250 pug/mL) con 100 pL de la enzima elastasa pancreatica porcina (PE, 2.5 pg/mL
en agua HPLC) por 15 minutos y luego agregar 125 pL del sustrato N-Succinyl-Ala-Ala-Ala—
p-nitroanilide (AAAPVN, 1,6 mM en buffer THAM, Sigma 7-9%, pH 8,0) para que lareaccion

se inicie. Luego de 11 minutos se midio la absorbancia a 410 nm usando una lectora de placas

multifuncion CHAMELEON V. Se realizé un control sin muestra y se utiliz6 galato de

epigalocatequina (EGCG) como compuesto de referencia. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.

El porcentaje de inhibicion de la enzima elastasa se calculé mediante la siguiente formula:

% Inhibicion elastasa = (Abso— Absm) x 100/ Abso
donde:
Abs,=Absorbancia del control (sin muestra)
Abs, = Abs. de la mezcla con sustrato — Abs. de la mezcla sin sustrato

Las EC,, (Concentracion efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa estd representada por las concentraciones de los extractos y la ordenada por el
promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres mediciones
independientes.

Inhibicién de enzima colagenasa: El ensayo se llevo a cabo usando el método descrito por
Thring et al." y consistié en incubar 100 pL de muestra (a las concentraciones finales de 80,
160 y 250 pg/mL) con 260 uL de la enzima colagenasa de Clostridium histolyticum (ChC,
1,54 unidades/mL en buffer pH 7,5 de Tricine (N4 Tris(hidroximetil)metil]glicina) 50 mM
con 400 mM NaCly 10 mM CacCl,) por 15 minutos y luego se agregd 240 pL del sustrato N+3—
(2-furil) acriloil]Leu-GlyPro-Ala (FALGPA, 2 mM en buffer pH 7,5 de Tricine 50 mM con
400 mM NaCly 10 mM CaCl,) para que la reaccion se inicie. Luego de 5 minutos se midio la
absorbancia a 348 nm usando un espectrofotometro UV-Visible. Se realiz6 un control sin
muestray se utilizo galato de epigalocatequina (EGCG) como compuesto de referencia. Todos
los ensayos se realizaron por triplicado.
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El porcentaje de inhibicién se calculo:

% Inhibicion de colagenasa = (Abso— Absm) x 100/ Abso

donde:
Abs,=Absorbancia del control (sin muestra)
Abs,, = Abs. de la mezcla con sustrato — Abs. de la mezcla sin sustrato

Las EC,, (Concentracién efectiva media) se calcularon por analisis de regresion lineal, en
donde la abscisa esta representada por las concentraciones de los extractos y la ordenada por el
promedio de porcentaje de actividad antioxidante obtenido a partir de tres mediciones
independientes.

Inhibicién de dafio celular por radiacion ultravioleta. Los fibroblastos BALB/c 3T3
fueron cultivados en medio de crecimiento Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
conteniendo 10% de suero fetal bovino (FBS), 2 mmol/L glutamina, 100 U/ml penicilina y
100 pg/mL estreptomicina a 37 °C bajo atmoésfera humeda con 5% CO,. Los fibroblastos
fueron cultivados hasta llegar a un nivel de confluencia de 90-95% en placas de 24 pozos. El
medio de crecimiento fue reemplazado 24 horas antes de agregar los extractos por DMEM
conteniendo 0,1% FBS, 2 mmol/L glutamina, 100 U/mL penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina. Para el experimento se utilizoé una lampara de luz UV-B de longitud de onda
maxima= 312 nm (sin emision UV-A ni UV-C). Las células fueron pre-tratadas con el extracto
hidroalcohélico a diferentes concentraciones por espacio de 4 horas, al cabo de las cuales
fueron irradiadas con la luz UV-B por espacio de 90 segundos y con la lampara UV a una altura
de 20 cm. Justo antes de exponer las células a la radiacion UV, las monocapas fueron lavadas
con solucion buffer fosfato salino (PBS) y expuestas en presencia de PBS. Luego de la
irradiacion, el PBS fue remplazado por DMEM conteniendo 1 % FBS, 2 mmol/L glutamina,
100 U/mL penicilina y 100 pg/mL estreptomicina. Las células fueron incubadas nuevamente
por 24 horas al término de las cuales se cuantifico la viabilidad de las células por medio del
cambio de color del reactivo MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H—
tetrazolio), medido ala longitud de onda= 570 nm."

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se puede observar que el extracto hidroalcohélico de tara (EC,, = 4,97 ng/ml)
posee buena actividad antioxidante en el ensayo de DPPH, la cual es inclusive mayor a la del
control positivo, el flavonoide rutina (EC,,= 6,43 £0.22 pg/ml). Asimismo, el extracto de tara
tiene una capacidad antioxidante total (TEAC, Trolox equivalent antioxidant concentration)
similar a la del control positivo Trolox (94 versus 100%, respectivamente).

En el test de inhibicion del radical superdxido, el extracto de tara presentd una actividad
similar a la del control positivo quercitina (EC,,=41,77 y 41,24 pg/ml, respectivamente). Sin
embargo, dicho extracto no inhibe al radical hidroxilo (EC,,>200 pg/ml).
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Tabla 1. Actividad antioxidante de tara y camu camu

Radical Radical
superéxido hidroxilo
DPPH TEAC
Extractos EGs, ECs ECs
(ng extracto/mL) (png extracto/mL)  (ng extracto/mL)
Tara 4,97 +0,03 0,94 + 0,05 41,77 = 1,17 244,05+ 2,44
Camu camu >100,00 <0,01 >200,00 >500,00

A pesar de su alto contenido en &cido ascérbico (> 6%), el extracto de camu camu no presento
actividad antioxidante en los cuatro ensayos evaluados (tablas 1 y 2). Al parecer, la buena
actividad antioxidante mostrada por el extracto de tara dependeria en mayor medida de la
concentraciony tipo de compuestos fendlicos

Tabla 2. Contenido de fenolicos y acido ascorbico en tara y camu camu

Extractos Contenido de fenoélicos Contenido de acido ascorbico
(mg acido galico/g extracto) (mg/100 g)
Tara 29,5+0,11 132,63 +£4,13
Camu camu 11,7 £ 0,05 6153,06 +170,34

La enzima elastasa es una proteasa que degrada la proteina elastina, la cual es sumamente
importante para darle elasticidad a las arterias, pulmones, ligamentos y piel. La actividad de la
enzima elastasa aumenta con el paso de los afios, especialmente en personas mayores de 40
aflos de edad, lo cual conlleva a la disminucién de la elasticidad de la piel y aparicion de
arrugas.”

E180% del peso seco de la piel esta constituido por la proteina colageno, la cual es responsable
del tono de la piel. La enzima colagenasa se encarga de romper los enlaces peptidicos del
colageno y se estima que sustancias que inhiban dicha enzima podrian ser usados como
agentes preventivos de la aparicion de arrugas. "

Se ha reportado estudios sobre la actividad de diversos extractos de plantas y aceites
esenciales con actividad anticolagenasa y antielastasa,”'* aunque hasta el momento ninguno
de ellos fue realizado con plantas peruanas. En el presente trabajo de investigacion se encontrd
que tanto la tara como el camu camu no poseen actividad antielastasa in vitro; sin embargo, el
extracto de tara si mostr6é una buena actividad anticolagenasa, inclusive mayor que la del
control positivo EGCG (EC,,=162,78 y 321,41 ng/mL, respectivamente) (tabla 3).
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Tabla 3. Inhibicion de enzimas elastasa y colagenasa por extractos
hidroalcoholicos de tara y camu cam

ICso (ng/mL)
Muestra Elastasa Colagenasa
EGCG 10,3 +0,7 321,4 £10,7
Tara >250,0 162,8 £ 1,1
Camu camu >250,0 >500,0

La radiacion ultravioleta puede causar respuesta inflamatoria de la piel, dafio del ADN,
fotoenvejecimiento y fotocarcinogénesis. En los tlltimos afios se ha venido incrementando el
uso de extractos de plantas que puedan contrarrestar los efectos dafiinos de la radiacion
ultravioleta. El efecto protector de las plantas contra la radiacion UV se deberia
principalmente a su propiedad antiinflamatoria y antioxidante."

El efecto protector del extracto hidroalcohdlico de tara contra la irradiacion UV-B fue
evaluada a una concentracion maxima de 10 pg/mL, ya que a concentraciones mayores
producia mortalidad de los fibroblastos 3T3. A dicha concentracion el extracto presenta solo
un efecto protector leve (8%).

El extracto de camu camu resulté ser menos téxico contra los fibroblastos 3T3, por lo que
pudo ser evaluado a concentraciones de hasta 200 pg/mL. A esta concentracion, el camu camu
presento un efecto protector contra los rayos UV-B de hasta 43,6% (tabla 4).

Tabla 4. Efecto protector in vitro de extractos de tara y camu camu
contra la irradiacion UV-B

Concentraciéon
Extracto (ng/mL) % Proteccion
200,0 43,6
Camu camu 100,0 17,1
10,0 8,1
Tara 5,0 0,0

Muchos autores coinciden en que los extractos de plantas y las sustancias naturales aisladas de
ellas podrian ser usados como ingredientes para bloqueadores solares debido a sus
propiedades antioxidantes y a su capacidad de absorber la luz ultravioleta.”” En nuestro estudio
hemos encontrado 2 extractos hidroalcohdlicos de plantas medicinales peruanas, uno
preparado a partir de las vainas de la tara el cual a bajas dosis posee muy buena actividad
antioxidante in vitro y otro a partir de los frutos maduros del camu camu, capaz de inhibir el
efecto dafiino de la radiacion ultravioleta sobre los fibroblastos. Se recomienda investigar si la
asociacion de ambos extractos actua en forma sinérgica, con miras a desarrollar un bloqueador
solar natural con mecanismo de accion dual.
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CONCLUSIONES
El extracto hidroalcohdlico de tara mostré una buena actividad antioxidante en diferentes
ensayos in vitro (DPPH, TEAC, radical hidroxilo, radical superdxido); asimismo, inhibe la
enzima colagenasa con mayor potencia que el control positivo epigalocatequina galato. El
extracto hidroalcoholico de camu camu, a pesar de su alto contenido de acido ascorbico, no
mostr6 una actividad antioxidante relevante; sin embargo, ejerce un buen efecto fotoprotector
in vitro contra laradiacion UV-B.
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ESTUDIO FITOQUIMICO DE Usnea durietzii MOT.
(USNEACEAE)

B. Ruth Zeladal*, Ana Pastor de Abram”

RESUMEN

En el Pert existen escasos estudios fitoquimicos de especies liquénicas, requiriendo por ello
una mayor atencion. Las sustancias liquénicas reportan diversas actividades, entre ellas:
antibacterial, antitumoral, herbicida e insecticida. El género Usnea presenta gran variedad de
especies, Usnea durietzii, especie de esta investigacion, no reporta estudios fitoquimicos a
nivel nacional e internacional. El objetivo de esta investigacion fue aislar y determinar
estructuras de compuestos liquénicos presentes en U. durietzii. A través de la marcha
fitoquimica se determind la presencia de quinonas, triterpenos y esteroides; en menor
cantidad, fenoles, taninos, grasas, lactonas y cumarinas, azucares y flavonoides. La extraccion
de metabolitos liquénicos se realizd a partir de extractos en solventes de polaridad creciente.
Se logro aislar y caracterizar espectroscopicamente al compuesto CH,,O, como acido tisnico
y al compuesto C,;H,,0,,, 4cido salazinico.

Palabras clave: fitoquimica, liquen, Usnea durietzii, 4cido Gsnico, acido salazinico,
técnicas espectroscopicas.

PHYTOCHEMISTRY STUDY FROM Usnea durietzii MOT.
(USNEACEAE)

ABSTRACT

In Peru, there are few lichen phytochemical studies as they require much greater attention.
Lichen substances have different purposes, such as antibacterial, antitumor, herbicide and
insecticide. The genus Usnea has a wide variety of species, Usnea durietzii the specie used in
this study doesn't report any phytochemical studies on national or international level to date.
The objective of this research was to isolate and identifying lichenic components from Usnea
durietzii. Through the screening of its phytochemistry we were able to determine quinones,
triterpens and steroids, and to a lesser degree phenols, tannins, fats, lactones and coumarins,
sugar and flavonoids. The extraction of secondary metabolites was made from extracts with
solvents of increasing polarity, and permitted us to isolate and characterize the spectroscopic
compound C,;H,,0, usnic acid and the compound C (H,,0,, salazinic acid.

Key words: phytochemical, lichen, Usnea durietzii, usnic acid, salazinic acid,
spectroscopic technics.
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INTRODUCCION
Los liquenes son organismos simbidticos a partir de un alga o cianobacteria y un hongo, con
caracteristicas propias y diferentes a los que les dieron origen. Son organismos inferiores de
distribucion global, encontrandose desde el nivel del mar hasta las cimas de las altas
montafias, y desde regiones tropicales alazona artica.
Estudios fitoquimicos previos en liquenes, reportan la presencia de 4cido tisnico en especies
del género Usnea como sustancia quimica mayoritaria y en menor presencia de depsidonas y
dépsidos'. Por otro lado, los escasos estudios fitoquimicos existentes sobre liquenes peruanos
en publicaciones académicas y cientificas, dan una idea de que hasta el momento no es un
tema muy explorado en nuestro medio. Se sabe que muchas de las sustancias liquénicas
aisladas en diferentes partes del mundo, han reportado actividades antibacterial, antitumoral,
antipirético, citotoxico, asi como también, efectos ecologicos, siendo por ello de interés
investigarlos™’. A nivel industrial, los liquenes son empleados como fuentes de colorantes".
A través del estudio fitoquimico nos permitird reconocer y aislar diferentes metabolitos en esta
especie; posteriormente se caracterizaran espectroscopicamente. Los resultados permitirdn
asignarun reconocido valor a este recurso natural.

PARTE EXPERIMENTAL

Material biolégico

Usnea durietzii fue colectada en la localidad de Carhuamayo-Junin, a 4146 msnm y
coordenadas geograficas 10°54'55,75"S 76°03'34,51"0. El material biologico, voucher N°
242694-USM, se encuentra depositado en el Herbario San Marcos del Museo de Historia
Natural -UNMSM.

Para el estudio fitoquimico la parte aérea fue secada en estufa a 40 °C por una semana, luego
molida. Este material fue rotulado y guardado en oscuridad y ambiente seco, para su posterior
determinacion de humedad’.

Marcha fitoquimica

Se uso el método de Ciulei’, para el reconocimiento de los metabolitos secundarios; en el
extracto etéreo se evaluo la presencia de grasas y aceites, alcaloides, lactonas y cumarinas,
triterpenos y/o esteroides. En el extracto etandlico, se determind la presencia de: catequinas,
azlcares, saponinas, fenoles y taninos, aminoacidos libres o aminas, quinonas, flavonoides y
antocianidina.

Determinacion de acidos grasos y esteroles

A partir de 10 g de liquen™ se aislaron 4cidos grasos, los cuales se saponificaron y se
analizaron por CG en una columna DB-225 (50 %-eianopropilfenil)-metil polisiloxano. 30
m x 0,32 mm x 0,25. Empleando la metodologia de Kovacs’ se aislaron esteroles, se
saponificaron y evaluaron por CG, columna DB-5 (5 % fenilmetilpolixiloxano) 30 m x 0,32
mmx 0,25, comparando la muestra con patrones estandares.

Fraccionamiento de extractos y aislamiento de metabolitos

500 g de liquen seco y molido fueron sometidos a extraccion sucesiva con solventes de
polaridad creciente: n-hexano, cloroformo y acetona. El tiempo de extraccion a temperatura
ambiente, en cada caso, vario entre 4 a 7 dias. Se obtuvo extractos: hexanico (Hx) con 2,05g
(0,41%); cloroférmico (Cl) con 15,67g (3,13%) y acetonico (Ac) con 8,84g (1,77%).

El extracto hexanico se lavo con etanol al 95%; proporciond 0,34 g de cristales aciculares
pequenos, amarillo verdosos. Esta fraccion se recristalizd por cuatro veces sucesivas con
acido acético glacial en caliente, dando 0,13 g de cristales aciculares amarillos, que llamamos
el compuesto 1.
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El extracto cloroférmico se lavo con etanol al 95% y recristalizé en CHCL,:EtOH (1:1). Esta
recristalizacion proporciono una fase solida, la cual se recristalizo tres veces con acido acético
glacial y dio el compuesto 1; la fase liquida se concentré a sequedad; fue lavada
sucesivamente con EtOH 95% dando un sélido morado denominado fraccion 1, la cual
analizada por HPLC indic6 la presencia de 4cido usnico, norstictico y tres sustancias
desconocidas. Debido a la baja solubilidad de estas tltimas en metanol (solvente empleado
para HPLC) se presume que serian pigmentos poliméricos'’.

La identificacion y purificacion de los compuestos aislados fueron realizadas por CCD en el
sistema por Tol: AcOH (17:3).

El extracto acetonico se concentro6 a temperatura ambiente. El sélido obtenido se lavo con 10
mL de CHCI,, proporcionando una fase liquida que fue concentrada a sequedad; se lavd y
recristalizo sucesivamente con acido acético glacial obteniéndose el compuesto 1; de la fase
solida, corrida por CCD en el sistema Tol:AcOEt:AcOH (6:4:1) se aislo un compuesto
mayoritario, compuesto 2, el cual se obtuvo del lavado con éter dietilico y purificado por
CCDP.

La visualizacion y localizacion de las bandas por CCD se llevo a cabo mediante reveladores
fisicos, como luz visible (Vis), ultravioleta (UV): 254 y 366 nm. y con el revelador quimico
acido sulfurico al 10%, 100 °C, 5 minutos.

Caracterizacion de los metabolitos aislados

Se usé técnicas espectroscopicas como UV, IR, 'H-RMN, "C-RMN, experimentos homo y
heteronucleares, mono y bidimensional. Se efectuaron experimentos especiales como: DEPT,
COSY, HSQC y HMBC. Asimismo, se usé la espectrometria de masas con ionizaciéon por
electronebulizacion.

RESULTADOS Y DISCUSION
Usnea durietzii (figura 1) no presenta usos etnobotanicos en la zona de estudio. La literatura
reporta para este liquen propiedades abortivas y toxicas™.

Figura 1. Usnea durietzii liquen saxicola,
localidad de Carhuamayo-Junin, 4 146 msnm
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Usnea durietzii, seca y molida, tenia 12,0 £ 1,0 % de humedad. La marcha fitoquimica
permitié identificar cualitativamente: quinonas, triterpenoides y esteroides y en menor
cantidad fenoles, taninos, grasas y aceites, lactonas y cumarinas, azicares reductores y
flavonoides.

Se reconocid en el liquen la presencia de acidos grasos saturados e insaturados mostrados en la
tabla 1.

Tabla 1. Acidos grasos reconocidos en Usnea durietzii

N°  Acidos grasos Férmula Tiempo de Area normalizada
pico molecular retencion (min) (%)

1 Palmitico 16:0 11,88 40,15

2 Palmitoleico 16:1 12,12 1,20

3 Heptadecanoico 17:0 12,77 1,61

4 Estearico 18:0 14,00 14,43

5  Cis-oleico 18:1 14,19 20,67

6  Linoleico 18:2 14,65 21,63

Mediante GC se identifico en Usnea durietzii los esteroles: brassicasterol, campesterol,
estigmasterol y -sitosterol. La muestra contiene, ademas, otros esteroles no reconocidos por
falta de estandares de bajo peso molecular (figura 2).
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Figura 2. Cromatograma GC de esteroles en Usnea

Elucidacién estructural del compuesto 1

El compuesto 1 se aislo como cristales aciculares amarillo azufre, con punto de fusion de 201
°C, rotacién optica [a]*’, =+500°. En CCD sobre silica gel eluida con Tol: AcOH (17:3) tiene
Rf=0,62, es mancha de color amarilla a la luz visible, lila a 254 nm y roja oscura a 366 nm. Es
soluble en cloroformo y acetona, poco soluble en etanol 95%. Se aislaron 12,11 g, peso que
corresponde aun rendimiento de 2,42%.
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En UV (MeOH 95%), presenta absorciones a 221 y 290 nm, sugiriendo la existencia de un
grupo cromoforo conjugado.

En IR, presenta las siguientes absorciones principales: hidroxil con asociacion intermolecular
(3442 cm), hidroxil intramolecular (3091,17 cm*), CH aromético (3007 cm ), carbonilo de
cetona o, B-insaturada (1691 cm), estiramiento C-O-C (1289 cm ') y estiramiento C-O (991
cm’).

'HRMN (CDCl,, 300MHz), presenta sefiales a: 1,76 ppm (3H, s), 2,10 ppm (3H,s), 2,67 ppm
(3H, s) y 2,68 ppm (3H, s); estos cuatro singuletes se asignan a metilos, a 5,98 ppm (1H,s) de
tipo alquénico o aromatico, a 11,03 (1H,s), 13,31 ppm (1H,s) y 18,85 ppm (1H,s); esta tres
ultimas se asignan a grupos hidroxilo, ya detectados en el IR.

“C RMN (CDCl,, 75MHz), presenta 18 sefiales, las cuatro primeras entre 7,5 y 32,1 ppm de
carbonos saturados; entre 98,3 y 109,2 ppm, sefiales de carbonos de tipo bencenoico. Las
cinco sefiales que aparecen entre 155,7 y 191,7 ppm, corresponderian a carbonos sp’
desplazados a campo bajo por efecto de heteroatomos. Finalmente, las sefiales de 198, 200,3y
201,8 ppm, corresponden a carbonos de grupo carbonilo.

Los espectros DEPT 45° y 135° la ausencia de 13 sefiales confirman que estos son de tipo
cuaternario, en ambos espectros se aprecian 5 sefales, cuatro de ellas a campo alto,
corresponden a carbonos sp’ de metilos y, la quinta sefial, a 98,3 ppm corresponderia a un
carbono sp” de tipo CH.

El espectro de masas (100 — 450 m/z) con ionizacion por electronebulizacion, dio un pico
molecular relacion m/z de 343,1 correspondiente al ion negativo por pérdida de un protén de
lamoléculaneutra (figura 3).
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Figura. 3. Espectro de masa—ESI del 4cido tsnico aislado de Usnea durietzii
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El peso molecular del compuesto 1 es 344 Da. En base a la informacion espectroscopica
mostraday a las propiedades fisicas y quimicas evaluadas, se propone que el compuesto 1 de
férmula molecular de: C,;H,,O,; es el (+)-acido usnico, al que corresponde la siguiente
estructura:

CO-CH,
17 18

(+)-acido tsnico

El espectro COSY (0 —8 ppm), en la diagonal contiene las sefiales de 4 diferentes hidrogenos;
al no tener ninguna sefial fuera de la diagonal, se confirma que en esta molécula no existe
ningun sistema de acoplamiento proton-proton.

El espectro HSQC, de correlacion heteronuclear, permitié reconocer correlaciones de cada
hidrégeno con un solo carbono, confirmando en todos los casos su naturaleza geminal. La
tabla 2, presenta los resultados del espectro HSQC:

Tabla 2. Resultados de HSQC de compuesto 1

8 'H (ppm) 3"C (ppm) Grupo enlace
1,76 32,1 CanHs
2,10 7,5 CaeHs
2,67 27,9 CasHs
2,68 31,2 CasHs
5,98 98,3 =Cw—H

En base a los resultados obtenidos, se propone las siguientes asignaciones a los diferentes
carbonos ¢ hidrogenos, tabla 3:
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Tabla 3. Resultados de ' HRMN y "“C-RMN del compuesto 1

PI(jsigif')n 3"C ppm 3'H ppm
1 198,0 —
2 105,2 —
3 191,7 18,85, s
4 98,3 5,99,s
5 179,3
6 155,2 —
7 101,5 —
8 163,8 13,31,s
9 109,2
10 157,5 11,03, s
11 103,9
12 59,1 —
13 32,1 1,77, s
14 201,8
15 27,9 2,67,s
16 7,5 2,10, s
17 200,3
18 31,3 2,68,s

CDCl; 77,0 7,27

El espectro HMBC de correlacion heteronuclear reconoce acoplamientos C-H a larga
distancia (figura4). Se observa que el proton del 3-OH se correlaciona con C,, a dos enlacesy,
con C,y C,atres enlaces. El hidrogeno de 8-OH se correlaciona con Cya dos enlaces y con C, y
C, a tres enlaces. De la misma manera, el hidrogeno 10-OH, se correlaciona con C,, a dos
enlacesy con C,y C,, atres enlaces. El proton H4 se correlaciona con C,y C;ados enlaces vy,
con C,y C, atres enlaces. Para el caso de los protones metilicos, H-3 se correlacionan con
C,adosenlacesy,conC,, C,y C, atres enlaces. El H- 8 se correlaciona con C,, a dos enlaces
ycon C,atresenlaces, H-5 se correlacionan con C,,, ados enlaces y con C, a tres enlaces. Los
protones metilicos aromaticos H-6 se correlacionan con C, a dos enlaces y conlos C;y C,, a
tres enlaces. Estos resultados se resumen en la tabla 4.
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Figura 4. Espectro HMBC del 4cido tsnico aislado de Usnea durietzii

Tabla 4. Resultados de HMBC del compuesto 1

N°C 5("H), Numero de 3("0),

ppm enlaces ppm
4 H)S98 33 1052: 59,1
13 176 33 1039:59.1
15 (His) 2,67 § f:))Sl,g
16 (Hie) 2,10 i’ 3 12:2, 109,2
18 (Hig) 2,68 § fgﬁ’ﬁ
3-OH (Hz om) 18,86 ;3 }(9);:;, 98,3
8-OH (Hgon) 13,32 §’3 igg:g, 101,5
10-0H  (Hipon) 11,04 ;3 1332 103.,9

Los datos de los espectros UV, IR, 'H-RMN, "C-RMN y HMBC obtenidos se mantienen en
coincidencia con los reportados por Konig'”, Rashid”, Takani' para el acido tsnico aislado
de otras especies de liquenes.
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Elucidacion estructural del compuesto 2

Se presenta como cristales aciculares blancos, con punto de fusion 260°C. En CCD, usando
como eluyente Tol: AcOEt:AcOH (6:4:1) tiene Rf = 0,32, no se observa frente a luz visible;
frente aluz254 nmy 366 nm se presenta de color lilay naranja, respectivamente. Es soluble en
acetonay poco soluble en cloroformo.

En UV (MeOH 95%), presenta tres absorciones a 205, 236 y 316 nm; estas absorciones son
caracteristicas de depsidonas tipo orcinol reportadas por Hunek"”.

En IR, presenta absorciones: hidroxil tipo lactona en anillo de cinco miembros (3576 cm);
hidroxil fenélico y alcohélico (3 311 cm); C=0 de anillo lactona de 6 miembros (1 771 cm™);
CO de anillo lactona de 5 miembros (1 744 cm'); CO de aldehido (1661 cm ).

'H RMN (DMSO-d,, 300MHz), entre 0 y 13 ppm sefiales a: 2,45 ppm (3H, s), 4,65 ppm (2H,
s),a 5,35 ppm (1H, s a), 6,81 ppm (1H, s), 6,88 ppm (1H, s), 8,31 ppm (1H, s, a), 10,46 ppm
(2H,sa)ya 12,06 ppm (1H, s a). Se asignan las siguientes sefiales: 2,45 ppm a CH,; 4,65 ppm
a CH, influenciado por heteroatomos, 6,81 y 6,88 ppm C-H no acoplado, 10,46 ppm aldehido;
este grupo funcional ya fue detectado en el IR. Las sefiales restantes se asignan a grupos
hidroxilos, detectados en IR.

“C RMN (DMSO-d,, 75MHz), presenta 18 sefiales, 3 debajo de 100 ppm correspondientes a
carbonos saturados y 15 sobre 100 ppm de tipo insaturado.

Por literatura se sabe que las depsidonas presentan el siguiente esqueleto basico:

O

En este esqueleto aparece 12 carbonos bencenoicos y un carbono de tipo éster; estos trece
carbonos apareceran entre 110 y 170 ppm. Se sabe de la presencia de una lactona en anillo de
cinco miembros" que aportara 2 carbonos adicionales, uno de tipo cetona y el otro de tipo
secundario, totalizando hasta el momento 15 carbonos.
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Por el espectro ' H-RMN sabemos que los tres carbonos faltantes corresponderian a carbonos
detipo CH, (21,9 ppm), CH, (53,2 ppm)y CHO (193,2 ppm).

La sefial a 95,3 ppm corresponderia a Cg; justifica su desplazamiento por enlace directo a un
oxigeno si R, es un OH. La sefial a 53,2 ppm corresponderia a C,; su desplazamiento se
justifica si R, es un OH. Hasta el momento quedan por sustituir 4 posiciones en los anillos
aromaticos disponiendo hasta de dos OH, un CHO y un CH,. Quedando un H aromatico
residual unidoa C..

En base a la informacion espectroscopica mostrada y a las propiedades fisicas y quimicas

evaluadas, se propone que el compuesto 2 sea el acido salazinico de formula molecular
CIXHIZOIO'

Para reconocer las conectividades entre grupos funcionales que confirman esta propuesta, se
realizd experimentos COSY, HSQC y HMBC.

E1COSY 'H—'H permite reconocer conectividades a larga distancia:

H, — H, (4 enlaces)
OH, —H, (3 enlaces)

En el espectro HSQC, se correlaciona 'H —"C a un enlace. Ello permiti6 reconocer 5 carbonos
ligados a hidrogenos, a 21,9 ppm C,, a 53,1 ppm C,, a 95,3 ppm C,, a 117,9 ppm C,
bencenoico, finalmente el carbono aldehido C;HO a 193,2 ppm.

El espectro HMBC (figura 5) permitié reconocer correlaciones 'H —"C, preferentemente a2 y
3 enlaces. Las correlaciones encontradas se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados de HMBC del compuesto 2

I Be Numero de
enlaces
1,5,6 3,3,2
9 22,3, 4 3,2,3
5 1,4,8 3,2,3
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Figura 5. Espectro HMBC del compuesto 2 aislado de Usnea durietzii

Enbase a los resultados obtenidos, se propone las siguientes asignaciones de desplazamientos
quimicos de carbonos e hidrogenos del acido salazinico, tabla 6:
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Tabla 6. Desplazamientos de ' HRMN y “C-RMN del 4cido salazinico

Ne° de

Posicién 8 "°C ppm 8 'H ppm
1 12,4 —
2 164,0 —
3 11,1 —
4 164,5 12,06
5 117,9 6,88
6 152,7
7 160,8 —
8 21,9 2,45
9 193,2 10,46
r 110,1
2 153,3 10,46
3 123,9
4 148,6 —
5 138,6 —
6 137,8 —
7 166,4 —
8’ 95,3 6,81/8,31
9 53,1 4,65/5,34
DMSO-d, 39,7 2,49

Los datos de los espectros del acido salazinico aislado, asi como el punto de fusion se
mantienen en rangos de coincidencia con los reportados por Huneck”, O'Donovan” y
EiflerLima" para 4cido salazinico aislado de otras especies de liquenes.

CONCLUSIONES
—  El liquen Usnea durietzii, contiene: quinonas, triterpenoides y esteroides y en menor
cantidad fenoles, taninos, grasas y aceites, lactosas y cumarinas, azucares reductores y
flavonoides reconocidos en la marcha fitoquimica. Mediante GC se identificaron en
Usnea durietzii los siguientes acidos grasos saturados: palmitico y estearico e
insaturados: linoleico, cis-oleico y palmitoleato, asi como la presencia de esteroles
brassicasterol, campesterol, estigmasterol y -sitosterol.

— Seaisl6 el acido usnico en forma de cristales aciculares amarillos-azufre, con punto de
fusion de 201 °C, rotacion optica [0, +500°. El analisis espectroscopico UV, IR, 'H—
RMN, "C-RMN, DEPT, COSY, HSQC, HMBC y MS permiti6 reconocerlo como acido
usnico, de formula molecular (C,;H,,O,) y peso molecular de 344 g/mol.

— Seobtuvo cristales aciculares blancos, con punto de fusion de 260 °C. Sus espectros UV,
IR, 'HRMN, "CRMN, COSY, HSQC y HMBC permiti reconocerlo como el acido
salazinico con formulamolecularde CH,,0,,.
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COMPLEJOS DE CINC COMO POTENCIALES
METALOFARMACOS ANTIDIABETICOS: AVANCES RECIENTES
EN SU DESARROLLO Y MECANISMO MOLECULAR
DE ACCION

Zoila Moreano Villenal, Nora Alvino De La Sotal, Carla Galli Rigo—Righil*

RESUMEN

El descubrimiento del estrecho vinculo entre el cinc y la insulina propicidé numerosos estudios
sobre los posibles efectos terapéuticos del cinc en el tratamiento de la diabetes mellitus. Se
encontrd asi que la suplementacion con cinc ejercia no solo un efecto normoglicémico sino
una amplia accion insulinomimeética, aparte de desempefiar un rol en la prevencion de la
enfermedad y en la proteccion de las células f encargadas de la produccion de la insulina.
Las limitaciones de los fairmacos antidiabéticos actuales, de origen organico, y el éxito clinico
alcanzado por metalofarmacos de uso anticancerigeno y antirreumatico, estimularon las
investigaciones orientadas al desarrollo de complejos de cinc que resultaran mas efectivos que
las sales originalmente usadas. En este articulo se presenta una revision de complejos
representativos de cinc con diversos modos de coordinacion que han sido sintetizados y
evaluados en su actividad insulinomimética, comprobandose que la complejacion del cinc con
ligandos organicos incrementa la efectividad a través de una mejora en la bioabsorcion del
agente activo. Se discute, ademas, la interrelacion entre el metabolismo del cinc y la diabetes,
asi como los mecanismos moleculares a través de los cuales el cinc ejerce su efecto
insulinomimético y protector de las células f3.

Palabras clave: Diabetes mellitus, complejos de Zn(II), actividad insulinomimética,
estudios in vitro e in vivo.

ZINC COMPLEXES AS POTENTIAL ANTIDIABETIC
METALLOPHARMACEUTICALS: RECENT ADVANCES IN ITS
DEVELOPMENT AND MOLECULAR MECHANISM OF ACTION

ABSTRACT

The discovery of the close link between zinc and insulin led to numerous studies on the
potential therapeutic effects of zinc in the treatment of diabetes mellitus. It was found that zinc
supplementation exerted not only a normoglycemic effect, but also a broader insulin-mimetic
action besides of playing a role in disease prevention and protection of B cells, responsible for
insulin production.

The limitations and side effects of organic drugs used in oral diabetes therapy on one side, and
the clinical success achieved by several metallopharmaceuticals, such as anticancer and

" Seccién Quimica. Departamento de Ciencias. Pontificia Universidad Catolica del Peru.
Av. Universitaria 1801 San Miguel. Lima—Peru.
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antirheumatic drugs on the other stimulated research directed to the development of
antidiabetic zinc compounds, that would prove more effective at low doses and shorter
treatment periods than the originally used simple salts. This article presents a review of
representative zinc complexes, with different coordination modes that have been synthesized
and evaluated for their insulin-mimetic activity to date; the results confirm that zinc
complexation with organic ligands increases effectiveness through an improvement in the
bioabsorption of the active agent. We also discuss the relationship between zinc metabolism
and diabetes, as well as the molecular mechanisms through which zinc exerts its insulin—
mimetic effect and protective role of B cells.

Key words: Diabetes, diabetes mellitus, Zn(II) complexes, insulinmimetic activity, in
vitro and in vivo studies

INTRODUCCION
Una de las enfermedades con mayor incidencia en la poblaciéon mundial actual es la diabetes
mellitus (DM). El niimero de personas que padecen DM reportado para el 2003 fue 194
millones y se estima que esta cifra se incremente hasta aproximadamente el 4,4% de la
poblacion mundial o sea 366 millones para el 2030."* Esta enfermedad se caracteriza por
desdrdenes en el metabolismo de la glucosa, proteinas y lipidos derivados de una absoluta
(DM tipo 1) o relativa (DM tipo 2) deficiencia de la hormona reguladora insulina. Si bien es
considerada una enfermedad cronica no mortal, debido a sus graves complicaciones micro y
macro vasculares, representa la quinta causa de muerte en los paises mas desarrollados.
La diabetes mellitus tipo 1, es de caracter hereditario y causada por la destruccion de células
pancreaticas responsables de la produccion de la insulina; mientras que la tipo 2, ademas de
una eventual predisposicion genética, esta relacionada con un estilo de vida sedentario, la
obesidad, estrés y edad. El tratamiento de la DM tipo 1 involucra la aplicacion de inyecciones
diarias de insulina, mientras que para la DM tipo 2, aparte del ejercicio y una dieta especial,
existen actualmente en el mercado diversos medicamentos orales de origen organico que
controlan la hiperglicemia. Sin embargo, estas drogas adolecen de algunas limitaciones como
pérdida progresiva de su accion terapéutica y diversos efectos secundarios como
hipoglicemia, hepatotoxicidad, trastornos gastrointestinales y ganancia de peso.
De lo anterior, se deduce que existe una necesidad urgente de desarrollar nuevos
medicamentos, no solo para el tratamiento de la DM sino también para mejorar la calidad de
vida de los pacientes. En este contexto, el rol esencial de los iones metalicos y sus compuestos
biomoleculares en el desarrollo y funcionamiento de los seres vivos estimuld un creciente
interés en el campo de los metalofarmacos con actividad antidiabética. Numerosas
investigaciones han demostrado que una variedad de iones metalicos, entre ellos el tungsteno,
cromo, magnesio, vanadio y cinc exhiben una considerable actividad insulinomimética
(Im).*
Desde inicios de la década de los afios 80 las investigaciones sobre la aplicacion de
metalofarmacos al tratamiento de la diabetes se concentraron en el uso de compuestos de
vanadio, y a partir del 2000 se han extendido de sales a complejos de cinc. Este metal posee
una notoria ventaja sobre los demas, ya que se trata de un elemento esencial y ampliamente
distribuido en todo organismo vivo como una gran variedad de biomoléculas, por lo que
resulta menos toxico que cualquier otro metal. Ademas, a diferencia del vanadio, posee un
unico estado de oxidacion estable lo que facilita su estudio.
En 1980, Coulston y Dandona reportaron por primera vez la actividad insulinomimética del
Zn(I), al demostrar que el cinc estimula, ademas, la lipogénesis en adipocitos de ratas.’. Por
sucesivos estudios in vitro se comprobo que el cinc, al igual que la insulina, estimula la
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oxidacion y el transporte de glucosa. Posteriormente se encontrd que, la administracion de
ZnCl, por via intraperitoneal a modelos animales de DM tipos | y 2 producia una reduccion
considerable de los niveles de glucosa en sangre; sin embargo, se requerian dosis
extremadamente altas y/o largos plazos de tratamiento.’

Desde el descubrimiento de Song y colaboradores (2001) de que la administracion oral de cinc
coordinado con ciclo(HisPro) a modelos animales de diabetes tipo 1 producia una
disminucién mas pronunciada de la hiperglicemia, que la de una sal de cinc, los estudios en
este campo se orientaron hacia complejos de cinc con ligandos organicos.’ Estos compuestos
han mostrado ser mas efectivos que las sales de Zn(II) en términos tanto de absorcion por el
sistema gastrointestinal como de baja toxicidad. A partir de entonces se han sintetizado
numerosos complejos de cinc con distintos ligandos y modos de coordinacion, muchos de los
cuales han resultado efectivos como agentes insulinomiméticos en estudios in vivo ¢ in vitro.
Esto, a su vez, ha estimulado la investigacion del mecanismo molecular de accion del cincy a
la fecha se han logrado avances significativos que demuestran que el cinc actiia en multiples
puntos de la cascada enzimatica de la insulina, lo cual se conoce como “mecanismo
ensemble”, ademas de cumplir unrol en la inhibicién de la destruccion de las células p.*

CINC, INSULINA Y DIABETES: EFECTOS METABOLICOS Y
TERAPEUTICOS DEL CINC

El cinc es el segundo oligoelemento mas abundante en el organismo, superado tan s6lo por el
hierro. Es un elemento esencial en animales y humanos y un metal ubicuo en numerosas
proteinas y metaloenzimas. Se presenta como cofactor en mas de 300 enzimas implicadas en
el metabolismo energético y de los hidratos de carbono, en las reacciones de biosintesis como
las de acidos nucleicos y compuestos hemo, en degradacion de proteinas, en el transporte de
CO,,etc.”™
En la figura 1 se presenta una vision general de los diversos roles fisioldgicos y bioquimicos
del cinc en células y organos. Ademas, se ha encontrado que posee importantes funciones
farmacéuticas, entre ellas cabe destacar su actividad antidiabética.'
La mayor parte del cinc de la dieta se absorbe en el intestino delgado. Una vez absorbido es
transportado por la albimina del plasma y se concentra en el higado, de donde se distribuye a
otros tejidos. Las concentraciones mas elevadas aparecen en el higado, pancreas, rifiones,
huesos y musculos,  siendo varios de estos 6rganos sitios claves de la accién de la insulina.

Interacciones entre el cinc y la insulina

Existe una estrecha relacion entre el cinc y la insulina; este metal juega un rol fundamental en
la sintesis, estructura, estabilidad conformacional, almacenamiento y secrecion de la insulina,
tanto en condiciones fisiologicas normales como en la patologia de la diabetes. Desde la
década de los treinta, poco después del descubrimiento de la insulina y su rol fundamental en
el tratamiento de la diabetes, el cinc ha sido relacionado con esta hormona. Se demostrd
entonces que la adicion de cinc retardaba la absorcion subcutanea de la insulina, prolongando
la duracién de su accién y disminuyendo el nimero de dosis requeridas. "

Sin embargo, recién en la década del setenta, al elucidarse la estructura y accion bioquimica de
la insulina, se logré determinar el rol estructural del cinc en la conformacion cuaternaria,
almacenamiento y secrecion de esta hormona. La insulina es una proteina de relativamente
bajo peso molecular (5,9 kDa) constituida por dos cadenas de aminoacidos, denominadas A y
B, que estan unidas por tres puentes disulfuro. Se sintetiza en forma de su precursor, la
proinsulina, en el interior de las células B de los islotes de Langerhans en el pancreas. En el
momento de su liberacion a la sangre, la proinsulina se rompe en sus dos componentes, que
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son la insulina propiamente dicha y el péptido C. En presencia de cinc intracelular, los
mondmeros de insulina se acoplan a una forma dimérica para su almacenamiento y secrecion
como cristales de cinc. Existe también una forma hexamérica cristalina de la insulina, que
resulta de la union in vitro, en presencia de cinc y a pH neutro, de tres dimeros. Esta forma de
insulina es la que se usa cominmente en farmacia."

ACCION ANTIDIABETICA

r

Fertilidad y reproduccién

Sistema inmune " .
_— - Facilita la espermatogénesis

- Estabiliza la conformacion de la
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Figura 1. Funciones fisiologicas y bioquimicas del cinc (Tomada de Sakurai y colab. 2006)'

Efectos de la diabetes en el metabolismo del cinc

A raiz de la comprobada relacion entre el cinc y la insulina, se especuld que este metal debia
estar intimamente vinculado con la diabetes mellitus, por lo que se iniciaron numerosos
estudios sobre el metabolismo del cinc en modelos animales y pacientes humanos diabéticos.
Se encontro asi un consistente aumento en la excrecion urinaria del Zn en sujetos diabéticos
respecto a los controles. Aunque la causa de la hipercincuria no esta atin bien identificada,
varios estudios la correlacionan con la poliuria (aumento de volumen de orina) caracteristica
delaDM, laque a su vez es consecuencia de la alta concentracion plasmatica de glucosa. Otras
pérdidas fisiologicas de cinc se producen por aumento en la excrecion intestinal del metal y
por sudoracién.’
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El aumento de la excrecion urinaria de cinc en pacientes diabéticos sugirié una probable
deficiencia de dicho metal de no existir algin mecanismo compensatorio. Si bien se ha
comprobado este déficit en el plasma, suero y tejidos para la DM tipo 2, en casode laDM 1 se
ha observado mas bien un aumento. Esto ha sido atribuido a que en la fase inicial de la
enfermedad la liberacion de cinc derivada de la destruccion de las células f domina sobre la
hipercincuria. En cambio, conforme progresa la DM 1, esta situacion se invierte,
observandose la esperada disminucion en la concentracion de cinc.

El hecho que tanto el aumento en la excrecion urinaria de cinc como la alteracion de su
concentracion en el organismo sean atenuados o incluso normalizados por tratamiento de la
DM, indicaria una estrecha relacion de ambos efectos metabolicos con la alta concentracion
de glucosa en sangre de los pacientes diabéticos. Esto a su vez resulta consistente con el
descenso observado en el nivel de cinc en sujetos diabéticos y controles luego de una
administracion oral de glucosa.

Efectos terapéuticos del cinc en la diabetes

El descubrimiento de los efectos adversos de la diabetes mellitus sobre el metabolismo del
cinc sugirié que una normalizacion del nivel fisiologico de cinc constituiria una buena
alternativa terapéutica. Numerosos estudios tanto en modelos animales de DM tipo 1 y DM
tipo 2, como humanos, han demostrado efectos beneficiosos de una dieta enriquecida en cinc
tanto en la prevencion como en la mejora de la condicion diabética y sus complicaciones.

La suplementacion con cinc antes de la induccion de la enfermedad con drogas diabetogénicas
en ratas y ratones previno la hiperglicemia y la destruccion de células fB; esto ultimo mediante
una reduccién de la secrecion de insulina lo que disminuy¢ la vulnerabilidad de las mismas.
Incluso, en animales genéticamente predispuestos, se observé una reduccion de la incidencia
de la DM y un mejor control glicémico. En pacientes humanos, el cinc presentd efectos
particularmente favorables con respecto a una mejora en la condicion diabética para la DM
tipo 2, donde condujo a una disminucién de la resistencia a la insulina y a una reduccion del
indice historico de glucemia a plazo, HbA.°

Por otro lado, muchas de las complicaciones de la diabetes estarian relacionadas al aumento de
oxidantes intracelulares y radicales libres producidos por la disminucion del cinc intracelular
y de las enzimas antioxidantes dependientes de cinc." Estudios recientes sugieren ademas que
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) es causante de la muerte de las células
que conduce a la DM tipo 1."” En este contexto, se ha encontrado que el cinc, gracias a su
conocida accion antioxidante, reduce el estrés oxidativo en la DM, lo que explica en parte su
efecto protector frente a diversas complicaciones de la enfermedad como la retinopatia,
cardiomiopatia y neuropatia.

EVALUACION DEL EFECTO HIPOGLICEMIANTE
E INSULINOMIMETICO DEL CINC

Un método de comprobada eficacia para la medicion de la actividad insulinomimética in vitro
de un potencial agente antidiabético, y que posee una buena capacidad predictiva para
posteriores ensayos in vivo, consiste en determinar simultaneamente el grado de inhibicion de
la liberacion de acidos grasos libres (FFA) y de toma de glucosa, en adipocitos aislados de
ratas en presencia de un potencial agente IM."

Ladeficiencia de glucosa intracelular, caracteristica de sujetos diabéticos, fuerza al organismo
a recurrir como fuente alternativa de energia a la hidrélisis de triglicéridos y consiguiente
liberacion de acidos grasos. Esta situacion es emulada in vitro en los adipocitos al tratarlos con
epinefrina; ésta al unirse al receptor B de los mismos activa a la adenilato ciclasa que
transforma ATP en adenosina 3’,5-monofosfato ciclico (CAMP), la que a su vez activa
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algunas proteinas quinasas y lipasas. La lipasa activada cataliza entonces la hidrdlisis de
triglicéridos a acidos grasos libres (FFA) que son liberados por la célula. Por efecto de un
agente insulinomimético, que actia en uno o mas puntos de la cascada enzimatica de la
insulina, se desencadena un proceso bioquimico similar al de la insulina misma que culmina
en un aumento de la toma de glucosa a nivel intracelular y consiguiente inhibicion de la
liberacion de los FFA.”

Para medir el efecto inhibitorio de la liberacion de los FFA se usa el pardmetro IC,, que se
define como la concentracion de compuesto requerida para alcanzar un 50% de la inhibicion
con respecto a la maxima observada para el compuesto en estudio. La toma de glucosa por su
parte, se expresa en términos de EC,, definida como la concentracion del compuesto
necesaria para lograr un 50% de captacion de glucosa con respecto al maximo alcanzable por
dicho compuesto. En presencia de insulina o un agente insulinomimético, existe una buena
correlacion directa entre el grado de toma de glucosa por la célulay el grado de inhibicion de la
liberacion de los FFA.

Para evaluar la actividad IM in vivo de un potencial agente antidiabético se recurre a diversos
modelos animales que ya sea por induccion con una droga diabetogénica (estreptozotocina,
aloxano) o por modificacion genética (ratas Zucker, ratones KKA') desarrollan la
enfermedad. El eventual agente antidiabético puede ser administrado tanto por inyeccion
intraperitoneal (i.p) o intravenosa (i.v) como por via oral, ya sea en el agua de beber o
directamente al estdmago mediante una canula. Se debe tener en cuenta las diferencias en
efectividad propias de cada método uno para una adecuada dosificacion.

En cuanto a la medida de concentracion de glucosa en sangre se suele usar el test de tolerancia
oral a la glucosa (TOG), que evalua la respuesta a corto plazo del organismo hacia un
repentino aumento en la concentracion de glucosa. Un método integral de monitoreo de la
glucosa que mide por su parte el nivel de glucosa durante un periodo prolongado (2 a 3 meses
anteriores al andlisis) consiste en el andlisis del porcentaje de la hemoglobina glicosilada,
HbA ., enuna muestra de sangre.

EFECTOS DE LA COMPLEJACION DEL CINC Y EVALUACION DE LA
ACTIVIDAD INSULINOMIMETICA EN COMPUESTOS CON DIFERENTES
MODOS DE COORDINACION
En general, el uso de complejos en vez de sales de cinc como potenciales metalofarmacos
antidiabéticos favorece la actividad oral del metal, aumenta su efectividad y lo estabiliza en
los fluidos corporales a condiciones fisioldgicas normales. Esto conduce a requerimientos de
menores dosis, con la consiguiente disminucion de los efectos colaterales adversos

observados para las sales, y periodos mas cortos de tratamiento.

Una apropiada complejacion del cinc con ligandos organicos introduce mejoras tanto en la
bioabsorcion gastrointestinal inicial del metalofarmaco como en la toma por los tejidos,
haciéndolo oralmente activo. En caso de complejos metalicos, la absorcion ocurre por un
mecanismo de difusion pasiva que requiere una buena permeabilidad de los mismos a través
de la doble membrana celular. Para que esto ocurra, los ligandos deben ser seleccionados de
modo tal que los complejos resultantes cumplan con ciertos requisitos basicos que favorezcan
la difusion del complejo hacia el interior de la célula donde se ejerce su accion
insulinomimética. Deben poseer un peso molecular relativamente bajo y un buen balance
lipofilico-hidrofilico para lo cual el nimero de atomos O y N, que incluyan algunos grupos
OH y NH, no debe exceder de diez."” Por otro lado, debe evitarse la introduccion de algin tipo
de toxicidad por parte del ligando.
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Otro aspecto importante a tener en cuenta en el desarrollo de un complejo de cinc que sea
efectivo como agente insulinomimético es su relativa estabilidad frente a las proteinas
transportadoras y otras biomoléculas que puedan actuar como potenciales ligandos. Debe ser
lo suficientemente estable para asegurar un adecuado tiempo de permanencia en el organismo
que le permita, por un lado, ejercer su funcion y llegar hasta sitios claves de la accion de la
insulina como lo son el higado, tejido muscular y adiposo, mas no ser tan prolongado como
para volverse toxico.""

A continuaciéon se revisa la estructura, la actividad insulinomimética y el efecto
normoglicémico de complejos de cinc diversas esferas de coordinacion alrededor del Zn(II).
En la tabla 1 se presentan ejemplos representativos de complejos de cinc para los principales
modos de coordinacion.

Modo de coordinacion Zn(O,)

Uno de los primeros complejos de cinc que resultd oralmente activo, especificamente en ratas
GK, que constituyen modelos animales de la DM tipo 2, fue el bis(maltolato)Zn(II),
Zn(mal),."”

Figura 2. Diagrama ORTEP del tfZn(mal),(H,0),][Zn(mal),(H,0)].(H,0),
Tomado de Sakurai y colab. 2000"

Por analisis de Rayos X del Zn(mal), se encontr6 que la celda unitaria del compuesto contiene
dos moléculas del complejo con diferentes geometrias alrededor de los atomos de Zn(II)
centrales. En una de ellas dos maltolatos y dos H,O coordinan a un Zn(II) de forma frans en
una conformacion octaédrica mientras que la segunda exhibe una coordinacién piramide
cuadrada, donde dos maltolatos coordinan en el plano basal y un H,O ocupa la posicién
apical" (figura 2).

La actividad insulinomimética in vitro del complejo Zn(mal), fue estimada por inhibicion de
la liberacion de FFA en adipocitos de ratas aislados tratados con epinefrina, obteniéndose un
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valor de IC,, de 0,59 mM, lo que demuestra un aumento del efecto inhibitorio y consiguiente
accion IM conrespecto alasal ZnSO, (IC,,=0,81 mM).

Estos resultados positivos motivaron posteriores ensayos in vivo en ratones KK-A”, un modelo
genéticamente modificado de DM tipo 2. Se les aplico diariamente por via intraperitoneal (i.p)
una dosis variable de 4,5 mg Zn/kg de masa corporal al inicio de tratamiento, que fue
disminuida a 2,0 e incluso suspendida segin que el nivel de glucosa estuviera proximo o igual
al nivel normal (<150 mg/dl). De esta manera, se consiguio regular el nivel de glucosa a un
valor por debajo de los 200 mg/dl durante las dos semanas de tratamiento. Durante el
tratamiento, la masa corporal de las ratas KK-A' solo se increment6 ligeramente y no se
observaron disturbios en las funciones renal y hepatica. Asimismo, se determiné una mejora
significativa en los indices de resistencia a la insulina en los ratones tratados con respecto a los
controles. Sin embargo, los niveles de FFA no cambiaron. Por ultimo, se observd en los
ratones tratados una mejora significativa en el test de tolerancia oral a la glucosa (OGTT).*

La comprobada actividad IM del Zn(mal), condujo a la busqueda de nuevos complejos de cinc
con derivados del ligando base que pudieran superarlo en efectividad. Se sintetizaron asi los
complejos bis(3-hidroxipirinato)Zn(Il), Zn(3hp),; bis(2-etilmaltolato)Zn(Il), Zn(ema),;
bis(kojato)Zn(Il), Zn(ka), y bis(alixinato)Zn(Il), Zn(alx), (figura 3). Se estudio la relacion
estructura-actividad in vivo y en in vitro del Zn(mal), y los derivados mencionados.™"

S

O L = O Zn/ O
NS NS Zn - N =, N =
o N O o

L p

Zn(alx)zl/‘ Zn(ema) 2
S /% S

Zn(mal) 2

s n Zn
o~ ™ K\/\o/ o)

OH

Zn(3hp)2 Zn(ka)s

Figura 3. Estructura del Zn(mal),y complejos relacionados (tomado de Sakurai y cola. 2004°)

Se examiné la actividad insulinomimética in vitro de los cinco complejos en términos de
inhibicion de liberacion de los FFA y consiguiente mejora de la toma de glucosa,
encontrandose que su efectividad estaba estrechamente relacionada con el coeficiente de
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particion (log P) del sistema cloroformo/soluciéon salina del ligando, indice de la
lipofilicidad/hidrofilicidad relativa de los ligandos. En general, se hall6 una buena
correlacion lineal entre la actividad IM del complejo y la lipofilicidad del ligando; el complejo
mas lipofilico Zn(alx), (log P=1,65) mostr6 el mayor efecto inhibitorio (IC,=0,37 mM) y por
consiguiente la mas alta actividad insulino-mimética entre todos los complejos considerados
en este estudio (figura4).

Tabla 1. Complejos insulinomiméticos de cinc (II) con diferentes modos de coordinacién
(modificado de Sakurai y colab. 2005)"
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En un estudio in vivo comparativo entre el Zn(mal), y Zn(alx), en ratones KK-A’, utilizando
una dosis variable entre 2 y 4,5 mg Zn/ kg de masa corporal por dos semanas, ambos
complejos bajaron dramaticamente la hiperglicemia y redujeron la insulinemia. Sin embargo,
el Zn(alx), tuvo un efecto antidiabético mas pronunciado que el Zn(mal),, al bajar de manera
mas significativa los niveles de HbA, y mejorar la tolerancia oral a la glucosa, suprimiendo
ademas, el progreso de la obesidad en los ratones modelo. Asimismo, el efecto
hipoglicemiante del Zn(alx), fue mas prolongado, manteniéndose por diez dias después del
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término del tratamiento (figura 5). Por otro lado, se evalu6 la metalocinética del Zn(mal), en
ratas sanas y se encontré que, consistente con su mayor lipofilicidad, la bioabsorcion del
complejo (37,3%) era mayor a la de la sal ZnCl, (23,6%), lo que a su vez explica el incremento
de la incorporacion de Zn(Il) en las células de los tejidos. Se concluye que la mayor
efectividad tanto in vitro como in vivo del Zn(alx), respecto al Zn(mal), para la DM tipo 2 seria
consecuencia de un mayor caracter lipofilico.
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Figura 4. Correlacion entre los valores del IC, Figura 5. Mejora de la toma de glucosa por el
(mM) de complejos de Zn(II) y los coeficientes Zn(mal), y Zn(alx), en adipocitos aislados de ratas
de particion de sus respectivos ligandos (log P). tratados con epinefrina (2% DMSO y 5 mM de
Tomado de Sakuraiy colab. 2005." glucosa). Tomado de Sakurai y colab. 2005."

Otro complejo con esfera de coordinacion O, que resultd ser de gran eficacia en cuanto a
actividad IM, fue aquel del Zn(II) con hinoquitiol (hkt), un compuesto natural con conocidas
propiedades preservantes en alimentos, antimicrobiales y antitumorales. Estudios analiticos
de la estructura del complejo revelaron que la razéon Zn(Il)/ligando es 1:2. La actividad
insulino mimética fue evaluada a través de la mejora en la toma de glucosa y la inhibicion de
los FFA. En un estudio comparativo in vitro este complejo resulto ser dos veces mas efectivo
que el Zn(alx), y cuatro veces mas que el Zn(mal),.

Ensayos in vivo con el mismo tipo de modelos animales de DM tipo 2, usando condiciones
similares a las utilizadas para el Zn(mal), y sus derivados, mostraron una marcada accion
normoglicémica del complejo Zn(hkt), asi como efectos comparables en otros parametros
indicadores de mejoras en el control de la enfermedad.”

Modo de coordinaciéon Zn(N,O,)

Se ha sintetizado y evaluado en cuanto a su actividad IM también un buen ntimero de
complejos de Zn(I) con esfera de coordinacion N,O,. La investigacion se ha orientado
principalmente a los complejos con ligandos del tipo picolinato asi como aminoacidos y
derivados. Los complejos con a-aminoacidos presentaron una variedad de estructuras tanto
pentacoordinadas con geometria bipiramide trigonal o piramide cuadrada como octaédricas.
El estudio de su actividad IM in vitro reveld la existencia de una relacion entre los valores de
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IC,, y las constantes de estabilidad (log ). Se encontrd que, en general, los complejos con log
B menores a 10,5 exhibian actividad IM y esta era superior o por lo menos comparable a la del
ZnSO,, mientras que aquellos cuyas constantes superaban el valor de 11 esencialmente no
mostraban actividad.”

Es muy conocido que la absorcion de cinc es promovida por la albimina y se han reportado
valores de log B para complejos de Zn(II) con albiimina entre 7,6 y 9,6. Si la estabilidad del
complejo de Zn(II) evaluado, reflejada por un alto valor de log B, es significativamente mayor
que la del complejo de Zn(II) con albumina el ligando no podra ser reemplazado por la
albumina en el proceso de absorcion. Esto explica porque los complejos con log  mayora 11

no presentaron actividad insulinomimética.'

Entre los complejos estudiados, aquél con treonina como ligando presenté mayor actividad
IM in vitro (1C,,= 0,54 y log 3 = 8,46), por lo que se realizaron pruebas in vivo para evaluar su
desempefio como paliativo de la hiperglicemia en ratones KK-A" con DM tipo 2. Un
tratamiento por dos semanas con una dosis diariai.p de 3 mg Zn/kg de masa corporal condujo a
un nivel de glucosa casi normal y a una mejora general en el estado diabético de los animales;

en contraste no se observé ningun cambio en los controles o aquellos tratados con ZnCl,. Este
resultado, al igual que en los otros complejos evaluados, fue independiente de la
configuraciéon D o L del aminoacido.”

El hecho que el acido picolinico promueva la absorcion del Zn(II) en el cuerpo a través del
intestino delgado motivo la eleccion de este compuesto como ligando base para la sintesis de
complejos bis(picolinato) con lipofilicidad variable por introduccién de grupos electro
donadores, especificamente metil y en las posiciones 3 y 6. La introduccion del grupo metil
aumento la lipofilicidad del picolinato significativamente, lo que se comprobo por medida de
los coeficientes de particion (log P = 0,018 vs. 0,07 y 0,075 para el 3-mpa y 6-mpa
respectivamente).”’

Por cristalografia de rayos X se determin6 que el complejo base [Zn(pic),(H,0),].2H,0
presenta una geometria octaédrica con los ligandos H,O en posicion frans. Por otro lado, la
geometria del complejo con 6-metil-picolinato, Zn(6-mpa),, resultdé ser una bipirdmide
trigonal distorsionada con los dos atomos de nitrégeno en posicion apical.

Por otro lado, los estudios in vitro revelaron que, consistente con su mayor lipofilicidad, los
valores del IC;, son mas favorables para los complejos con ligandos metil sustituidos, Zn(6—
mpa), y Zn(3-mpa),, que para el Zn(pic), (0,31 y 0,4 vs. 0,64 mM).”' Asimismo, las pruebas in

vivo con el complejo Zn(6-mpa), en ratones diabéticos en condiciones analogas a las
anteriormente mencionadas para los complejos de a-aminoacidos demostraron su eficacia
como agente antidiabético.”

Finalmente, se realizd un estudio comparativo in vivo de los complejos con esfera de
coordinacion N,O, Zn(pic),, Zn(6-mpa), y Zn(Thr), con el Zn(mal),, representativo de los O,,

en ratones KK-A" a condiciones similares a las ya descritas para el Zn(mal), con la unica
diferencia que se us6 una dosis fija de 3 mg Zn/kg de masa corporal durante el tratamiento
completo de dos semanas. Se encontrd que para los cuatro complejos los niveles de glucosa
descendieron hasta un valor promedio de 250 mg/dl, muy cercano al normal, durante el
periodo de tratamiento (figura 6). Al igual que en el estudio llevado a cabo con dosis variable
en Zn(mal),, no se observé aqui tampoco variacion significativa en el peso corporal ni
disturbios renales ni hepaticos. Ademas, no solo se observo una mejora en el test de tolerancia
oral a la glucosa sino también en los valores de HbA ., indice de un efecto hipoglicemiante
prolongado, respecto a los controles.”
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Figura 6. (a) Cambios en los niveles de glucosa sanguinea (izquierda) en ratones control KK-Ay
(-m ), ratones KK-A' tratados con Zn(pic), (-O-), ratones KK-A" tratados con Zn(6m-pa), (-e -)
(b) Cambios en los niveles glucosa (derecha) en ratones control KK-Ay (-m -), ratones KK-A'
tratados con Zn(thr), (<0-) y en ratones KK-A" tratados con Zn(mal), (—4 -).

Tomado de Sakurai y colab. 2002.”

Modo de coordinacion Zn(N,)

Desde el resultado negativo en cuanto a actividad IM del complejo [N,N,N",N"-tetrakis(2—
piridilmetil)etilendiamina]Zn(II) se han sintetizado y evaluado algunos otros con este modo
de coordinacién que, en general, ha resultado poco prometedor.”’ Entre ellos, el bis(2—
aminoetilpiridinato)Zn(Il), [Zn(2-ampy),]”, mostré cierta actividad hipoglicemiante
(superior al ZnSO,) en modelos animales de DM tipo 2 administrado intraperitonealmente
mas no por via oral. Sin embargo, recientemente se sintetizd6 un complejo porfirinico
hidrosoluble, el [meso-tetrakis(4-sulfonatofenil)porfirinato]Zn(II), que resulté mas efectivo
in vitro que el Zn(alx),. Ademas, administrado oralmente, a dosis de 10-20 mg Zn/kg de masa
corporal por cuatro semanas a ratones KK-A’, normaliz6 la hiperglicemia, mejorando a la vez
varios sindromes metabdlicos de la DM tipo 2 tales como la resistencia a la insulina, y los
grados de alteracion renal y hepatica. Asimismo la mejora del estado diabético se evidencio a
través de los resultados del OGTTy una disminucion en el nivel del HbA .

Modo de coordinacion Zn(S,0,)

La alta efectividad del bis(alixinato)Zn(II) como agente IM llevo al desarrollo de nuevos
complejos con ligandos derivados de la alixina con el fin de evaluar una ulterior mejora en su
actividad. Para esto se introdujeron ciertos cambios en el ligando base, a saber, el reemplazo
de un atomo coordinante de oxigeno por su homologo azufre y la sustitucion del oxigeno del
éter en la posicion O, de la alixina por N-CH,.* En total se estudiaron los complejos de los
cuatro ligandos mostrados en la figura 7.

Una evaluacion in vitro comparativa de actividad insulinomimética de estos complejos
mostr6 una extremada alta efectividad de los complejos con el modo de coordinacion S,0,
respecto a aquellos con coordinacion O,. Mientras que el valor del IC,, para los complejos con
modo de coordinacion O,, ay ¢, se encuentra en el orden de 150 pM, el complejo del ligando b
presentaun IC,,de 31 uM y aquel del ligando d es aun mas bajo, 11 uM. Esta clara ventaja del
ultimo complejo se ve respaldada por el valor del coeficiente de particion de d que supera a los
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demas, lo que indica que la sustitucion del O, del ligando ¢ por N-CH, mejord la lipofilicidad,
y por consiguiente, la actividad insulinomimética.”
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Figura 7. Ligandos alixina (a), alixina N-metil sustituida (c) y sus respectivos derivados
tiosustituidos (b y d). Tomado de Sakurai y colab.2005.*

Con estos resultados positivos se decidio evaluar la efectividad oral del complejo del ligando
d, Zn(tanm),, en modelos animales de DM tipo 2, previo examen de su absorcion
gastrointestinal. Se administré oralmente el complejo Zn(tanm), a ratones KK-A',
observandose una gran mejora en la bioabsorcion en relacion a las sales de cinc y al Zn(alx),.
Esto se atribuye a la alta estabilidad del Zn(tanm), (log f=22,11) respecto a la del Zn(alx), (log
B= 12,59) lo que limita su nivel de captura por diversas proteinas presentes en el tracto
gastrointestinal.

Consistente con lo anterior, el tratamiento oral de ratones diabéticos KK-A" con una dosis
diaria de 15mg Zn/kg de masa corporal de Zn(tanm), durante cuatro semanas, condujo a un
efecto hipoglicemiante mas pronunciado que el Zn(alx),. Ademas, a diferencia del Zn(alx),, el
complejo en cuestion logré normalizar los elevados niveles de HbA . y mejoro la tolerancia
oral a la glucosa. Por otro lado, la patogénesis de la DM tipo 2 es caracterizada por la
resistencia a la insulina en tejidos receptores de insulina tales como el adiposo, los musculos, y
el higado. Los altos niveles de insulina en el plasma de los ratones KK-A" decrecieron
significativamente luego del tratamiento con Zn(tanm),, lo que sugiere que el complejo
mejora también la sensibilidad por la insulina en la DM tipo 2."

Otro descubrimiento favorable acerca este complejo es su aparente papel regulador en el
metabolismo de las grasas que evita la obesidad en la DM tipo 2. Recientes avances en
biologia celular y molecular han revelado que los tejidos adiposos no solo sirven como
almacén de grasas sino que también secretan sustancias activas llamadas adipocitoquinas.
Una de ellas es la leptina la cual controla la homeostasis de la energia a través de la induccion
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de la reduccién de la ingesta de alimentos y el fomento de la pérdida de grasa. Por lo tanto, la
hiperleptinemia observada en ratones KK-A' sugiere un estado de resistencia a la leptina en la
obesidad."

La administracion oral del Zn(tanm), redujo significativamente la hiperleptinemia en ratones
KK-A’, indicando una mejora en la sensibilidad a la leptina y un alivio en el problema de la
obesidad en los animales. Aunque no disminuy¢ la masa corporal de de las ratas, la excesiva
ingesta de comida fue considerablemente suprimida.”

Modo de coordinaciéon Zn(S,)

Recientemente se sintetizaron cuatro nuevos complejos Zn(II)-ditiocarbamato con el metal
coordinado exclusivamente a d&tomos de azufre. El mds activo como agente IM, que a la vez
resultd ser el mas lipofilico del grupo, fue el bis(pirrolidona—N-ditiocarbamato)Zn(II). Los
estudios in vitro indicaron una actividad unas cincuenta veces mayor que para complejos de
Zn(I1) con modos de coordinacion N,O, y O,. Sin embargo, el efecto hipoglicemiante exhibido
por este complejo durante su administracion oral a ratones diabéticos y obesos KK-A', por 25
dias a una dosis variable de 10 a 15 mg Zn/kg de masa corporal, fue considerablemente mas
modesto que aquel del complejo Zn(tanm), con esfera de coordinacion S,0,. Asimismo, se
observo una mejora en una serie de parametros indicadores del estado diabético.”

MECANISMO MOLECULAR DE LA A,CCI(')N INSULINOMIMETICA Y
PROTECTORA DE LAS CELULAS B DEL CINC

Cascada enzimatica de la insulina™*

El metabolismo regulador de la glucosa se inicia en el receptor enzimatico de la insulina
situado en la membrana plasmatica que consiste de dos subunidades o ubicadas en la
superficie extracelular de la misma y dos subunidades B en el lado citosélico. La cascada
enzimatica se desencadena con la union de la insulina al receptor enzimatico en la subunidad o
lo cual estimula la fosforilacion en el residuo tirosina de la subunidad 8 con el concomitante
cambio conformacional que promueve su actividad quinasa. Como consecuencia, proteinas
cercanas como las pertenecientes a la familia del substrato receptor insulinico (IRS) son
fosforiladas. Una vez activado, el IRS actia como puerto de proteinas con dominio SH—2
como la subunidad regulatoria p85 de la proteina fosofoinositol-3—quinasa, PI3K. Al activarse
esta ultima promueve la fosforilacion de la proteina quinasa fosfoinositol-dependiente,
PDKI1, lo que a su vez activa la proteina quinasa B (PKB), por fosforilacion de su residuo
serina. Esto ultimo estimula la translocacion del transportador de glucosa GLUT 4 en los
adipocitos, logrando mejorar asi la captacion de glucosa. La PKB también juega un rol
importante en la cascada enzimatica al fosforilar y consecuentemente inhibir la glicogeno
sintasa 3 quinasa (GSK3), permitiendo asi la activacion de la glicogeno sintasa (GS), la
enzimaresponsable de la sintesis de glicogeno.

Es importante mencionar dos efectos negativos dentro de la cascada enzimatica de la insulina.
Uno de ellos es la fosforilacion del residuo serina en la subunidad f del receptor y la proteina
IRS que compite con la fosforilacion de la tirosina. El segundo, es la rapida defosforilacion del
receptor enzimatico y sus sustratos por una proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B).

Muiltiples efectos del cinc en la cascada enzimatica’

Desde el descubrimiento de los efectos terapéuticos de la suplementacion con cinc a pacientes
diabéticos, el mecanismo de la accion insulinomimética del cinc a nivel bioquimico ha sido
objeto de intenso estudio. Al examinar los posibles puntos de accion del cinc en la cascada
enzimatica, se vio que este juega un importante papel regulador en el estado de fosforilacion
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del receptor insulinico. Por un lado estimula la fosforilacion de la tirosina de la subunidad 3

del receptor enzimatico, aunque en menor medida que la insulina, y por otro inhibe la accion
delaPTPIB.

Recepior de Insulina Ghucosa

Vesicula
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Metaholismw de la Glucosa

Figura 8. Participacion del cinc en la cascada enzimatica de sefializacion de la insulina.
Activacion (—> ); Inhibicion (linea sélida negro) ; Activacion/Inhibicion del PKB (lineas
punteadas verde y roja). Tomado de Jansen y colab.2009.°

Ademas, el cinc activa la PI3K, incrementando asi de manera indirecta la actividad de la PKB,
que como ya se menciond promueve la captacion de glucosa mediante la translocacion del
GLUT 4 hacia la membrana celular (figura 8). Asimismo, el cinc favorece la normoglicemia al
formar parte de la aminopeptidasa insulino-sensible (IRAP), biomolécula que al parecer es
requerida para el mantenimiento de un nivel normal del transportador GLUT 4. La
translocacion del IRAP inducida por la insulina, que opera de modo similar al del GLUT 4 se
ve desfavorecida en la diabetes mellitus tipo 2.

De acuerdo con este modelo, que propone la activacion a nivel post receptor de la PI3K sin
intervencion de la IRS, el cine podria inducir la produccion de agua oxigenada por las células
epididymal; esto causa la activacion de la quinasa de adhesion focal (FAK) lo que a su vez
activa la ruta de senalizacion PI3K/PKB de la insulina. El incremento en los niveles de H,O,
ejerce un efecto normoglicémico al favorecer la oxidacion la glucosa.

Se ha observado, ademas, en los pacientes con DM tipo 2 un elevado nivel de GSK3, lo que
ejerce un efecto perjudicial sobre la actividad de la GS y la sensibilidad a la insulina. Se ha
probado que el cinc inhibe la actividad de la GSK3, probablemente por fosforilacion de la
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PKB, favoreciendo asi la activacion de la GS y el consiguiente incremento de la toma de
glucosa. Este efecto inhibitorio del cinc sobre la GSK3 conduce también a la reduccion de la
apoptosis de las células  inducida por una alta concentracion de glucosa asi como a un
aumento en su replicacion, dado que se ha comprobado que ciertos inhibidores de la GSK3
exhiben tales propiedades. Un efecto negativo adicional de la elevada concentracion de GSK3
en la DM tipo 2 es la inhibicion de la IRS1 mediante la fosforilaciéon de su residuo serina,
afectando en un estadio inicial la cascada enzimatica.

Aparte de los efectos beneficiosos del cinc por su intervencion en la cascada enzimatica de la
insulina, se ha encontrado que el este metal estimula el oxidacion de la glucosa a CO,, acidos
grasos y glicerol, asi como el ciclo de la pentosa fosfato; esto ha sido relacionado con una
inhibicion selectiva de la glutationa reductasa.

En resumen, los efectos insulinomiméticos del cinc son principalmente consecuencia de un
conjunto de efectos positivos en la cascada enzimatica de la insulina, que se agrupan bajo el
nombre de “mecanismo concertado”. Por tanto, se considera que el cinc representa una
alternativa terapéutica efectiva para el tratamiento de la DM.

Cincy sus efectos en la proteccién de las células p pancreaticas’

La accioén insulinomimética del cinc no se limita solamente a su importante participacion a
nivel post-receptor en la cascada enzimatica de la insulina, sino que también evita la
destruccion de las células B productoras de insulina garantizando asi un normal nivel de
insulina en el plasma.

Se ha demostrado que la interleucina IL-1f, una citocina derivada de un macroéfago, esta
involucrada tanto en la inhibicion de la liberacion de insulina generada por hiperglicemia y la
conversion de la proinsulina, como también en la destruccion de las células B en la diabetes
mellitus tipo 1 y 2. Estos efectos se originan al parecer principalmente por la activacion del
factor de transcripcion factor nuclear kappa B (NFxB), una molécula clave en la ruta de
sefalizacion del 1L f. En humanos, la accion de esta citocina en la induccion a apoptosis de
las células f requiere de una potenciacion por otras citocinas.

Se ha demostrado que un bloqueo de la sefializacion de la IL-1 f mejor6 la funcion secretora de
insulina de las células B en la DM tipo 2 y previno su muerte, asi como también optimizé la
tolerancia a la glucosa y la secrecion de insulina en modelos animales, lo que indica su rol
destructivo y diabetogénico. Esto resulta consistente con el hecho que la inhibiciéon de NFkB
en humanos y roedores confirio resistencia a las células 3 frente a la apoptosis (figura 9).

La cascada de sefalizacion que resulta en la muerte de las células f se inicia con la union de la
interleucina IL- P a su correspondiente receptor. Esto desencadena la activacion del factor
inhibitorio kappa B quinasa  (IKK), lo que a su vez conduce a la liberacion del factor de
transcripcion factor nuclear kappa B (NFkB) mediante hiperfosforilacion de su factor
inhibitorio kappa B (IkB) el que finalmente se degrada. El factor NFxB liberado es traslocado
al nucleo donde activa a los genes responsables de la secrecion de las citocinas que
presumiblemente inducen la apoptosis de las células B. La cascada puede ser también iniciada
por un lipopolisacarido (LPS) de origen bacteriano que al ser reconocido activa a la quinasa
asociada al receptor de la IL-1 3 (IRAK).

Numerosos estudios in vitro € in vivo han demostrado que el cinc interviene en varios puntos
de esta cascada, tanto a nivel endo como exonuclear, protegiendo a las células B productoras
de insulina y asegurando una concentracion efectiva de esta hormona. En el interior de la
célula, el cinc activa un ARNm de la proteina tipo dedos de cinc A20 la cual ejerce una accion
inhibitoria sobre el factor NFxB.
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Por otro lado, se ha descubierto que a nivel extranuclear existen dos mecanismos por los que el
cinc bloquea la transduccion de la sefial que conduce finalmente a la activacion del factor
clave NF«kB. Por uno de ellos el cinc interviene directamente en la cascada al inhibir el IRAK
mientras que por el otro inhibe de modo indirecto al factor IKKp. Esto tltimo lo logra por
inhibicion de la fosfodiesterasa (PDE) con el consiguiente aumento de la concentracion del
monofosfato de guanosina ciclico (GMPc¢) y concurrente inhibicion de los factores IKK y
NF«B.

Receptor

® @
Receptor chp

—

cGMP

Degradacion

/ A20 ‘\
zn
- Expresion genética;
secrecion de citocinas

-> Muerte de las células 8

Figura 9. Participacion del cinc en la ruta de sefializacion de la citocina IL-1 3 y del lipopolisacarido
LPS. Activacién (—); Inhibicién (linea sélida en negro). Tomado de Jansen y colab. 2009.°

Los aspectos mecanisticos recién discutidos de la accion insulinomimética y la proteccion de
las células B ejercida por el cinc justifican el importante rol terapéutico de dicho metal tanto en
la diabetes mellitus tipo 1 comola 2.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
La diabetes mellitus es considerada como una enfermedad causada por diversos factores; la
DM tipo 1 involucra una respuesta autoinmune del organismo que destruye las células 3
productoras de insulina y la tipo 2 se relaciona con factores asociados al estilo de vida como la
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obesidad y el estrés, ademads del envejecimiento, entre otros. Sin embargo, en ambos casos
independientemente de los mecanismos causales que desencadenen la enfermedad, ya sea en
su etapa inicial o durante su desarrollo, la homeostasis del cinc resulta considerablemente
perjudicada. Por esta razon, se ha considerado al cinc como una fuente de nuevas
posibilidades de diagndstico, prevenciony terapia.

Numerosos estudios en pacientes humanos y modelos animales de diabetes mellitus tipo 1 y 2
han demostrado los efectos beneficiosos de la suplementacion con cinc, especialmente si este
se encuentra complejado a ligandos organicos apropiados, en el control glicémico y mejora
del estado diabético general asi como sus diversas complicaciones; esto tltimo mediado en
parte por una reduccion del estrés oxidativo. Asimismo, el cinc desempeia una funcion
importante en la proteccion de las células B del dafio provocado por células inmunes y
citocinas.

Existen dos posibilidades basicas de aumentar la efectividad de potenciales metalofarmacos
antidiabéticos como los basados en compuestos de cinc. La primera consiste en continuar
introduciendo mejoras en el disefio de complejos de cinc mediante el uso de ligandos no
toxicos que propicien un balance lipofilico-hidrofilico 6ptimo y una estabilidad adecuada del
complejo en el organismo que aumenten su biodisponibilidad y potencien su actividad
insulinomimética a bajas dosis, minimizando asi los efectos colaterales adversos.

Otro modo de aumentar la biodisponibilidad del agente activo es recurriendo a sistemas
alternativos de administracion, algunos de los cuales ya fueron ensayados con éxito para el
vanadio. Uno de ellos es el sistema de encapsulamiento entérico de sales simples que permite
la liberacion del metal directamente en el intestino delgado; esto favorece su
biodisponibilidad y actividad farmacologica oral. Por otro lado, un método novedoso y con
resultados farmacologicos prometedores, que ya ha sido ensayado con resultados positivos
incluso con el cinc”, es el uso de vehiculos poliméricos para la complejacién y transporte del
metalofarmaco en el organismo.

El alto peso molecular del componente polimérico unido a su cardcter hidrosoluble,
biodegradable y no toxico, produce un cambio radical en la farmocinética del agente activo
asegurando su liberacion lenta y controlada en el organismo. El polimero, al coordinar
firmemente y de modo bioreversible al metal, cumple un eficiente papel protector, evitando su
prematura degradacion bioquimica lo que permite que llegue intacto hacia los 6rganos claves
en el metabolismo de la glucosa. Su caréacter hidrosoluble favorece una rapida distribucion en
el sistema circulatorio y mejora su bioabsorcion™.

Finalmente, si se considera dentro de una perspectiva global el estado de la investigacion
actual sobre los efectos positivos de los compuestos de cinc en el tratamiento y prevencion de
la diabetes mellitus asi como el avance paralelamente logrado en la comprension de los
mecanismos moleculares responsables, se avizora un futuro prometedor en el desarrollo de
farmacos antidiabéticos de cinc.
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INFORMACIONES

XXVI Congreso Peruano de Quimica
“Mariano Eduardo de Rivero y Ustariz”

Discurso de Clausura del Congreso de Quimica por el
Ing. Quimico Manuel Otiniano Caceres, Presidente del Comité Organizador

Estimados Sefiores:

En esta ceremonia de clausura del XXVI Congreso Peruano de Quimica "Mariano Eduardo
de Rivero y Ustariz", deseo que me permitan hacer un recuento de las actividades
realizadas en estos tres dias de intenso trabajo académico.

El evento se realizd en el Claustro Menor de la Universidad Nacional de San Agustin.
Contamos con el Paraninfo Arequipa, donde nos encontramos, y con las salas Mariano
Melgar, Maria Nieves, Atenas y la sala de Audiovisuales. Se contd, adicionalmente, con el
auditorio del CEPREUNSA para 150 personas ubicado al costado del local del Claustro
Menory con el Patio de la Escuela Profesional de Quimica ubicada en la Ciudad Universitaria.

Este XXVI Congreso Peruano de Quimica superd todas las expectativas en cuanto a
asistencia, llegando a congregar cerca de 700 inscritos, superando los 200 profesionales y
cerca de 500 estudiantes, provenientes de las diferentes universidades y empresas del pais.
Asimismo se contd con la presencia de estudiantes y profesionales de otros paises, destacando
los de Venezuela, Chile y Brasil.

En cuanto a las actividades académicas realizadas tenemos los siguientes cursos:

Cursos

*  "Investigacion en Productos Naturales y su aplicacion a isoprenoides" por el Dr.
Carlos Areche y Dr. Patricio Rivera (Chile).

*  "Topicos Selectos en Quimica tedrica y Quimica computacional” a cargo de los Dres
William Tiznado, Julio Caballero, Carlos Cardenas y Janz Alzate, investigadores de
la Universidad Andrés Bello (Chile).

*  "Instrumentacion Quimica alternativa" a cargo de Dr. Eduardo Montoya (IPEN).

*  "Gestion de residuos peligrosos y desarrollo de tecnologias limpias" por el Dr. Mario

Mallaupoma (IPEN).

*  "Aplicacion del RMN al campo de los polimeros" a cargo del Dr. Juan Carlos Rueda
(PUCP).
Mesas redondas:

*  "Quimicaambiental y Tecnologias limpias".

»  "Aspectos a consideraren la elaboracion del disefio curricular por competencias, en
la carrera profesional de quimica".

*  "Deteccionde acidos nucleicos y su aplicacion en lamedicina actual”.

* ";Han demostrado los metalofarmacos serefectivos contra ciertas
enfermedadesfi.

*  "Ciencias de los materiales: presente y futuro".
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Las conferencias magistrales: se llevaron a cabo al finalizar la actividad diaria del
Congresoy fueron las siguientes:

e "Quimica sustentable, una necesidad actual" a cargo del Dr. Raymundo Cea
(México).

*  "Moléculas exoticas del grupo principal", a cargo del Dr. Gabriel Merino (México).

» "Lastendencias de la investigaciones en quimica en el Pert: una vision", a cargo de la
Dra. Olga Lock Sing.

Se realizaron también cerca de 40 conferencias a cargo de profesores y especialistas, tanto
nacionales como extranjeros. Los expositores nacionales fueron en total veintisiete y del mas
alto nivel, procedentes de las diversas universidades, institutos de investigacion y empresas
del pais, y trataron temas relacionados al quehacer quimico. El1 Congreso contd también con la
presencia de trece académicos extranjeros de mucho prestigio provenientes de Argentina,
Espafia, México, Chile, Uruguay y Cuba que nos ofrecieron los resultados de sus
investigaciones en sus respectivas especialidades.

Se recibieron 165 trabajos de investigacion y se aceptaron 158. Posteriormente se realizé una
seleccion para su presentacion, de los cuales 38 trabajos fueron para exposiciones orales 'y 120
trabajos para la modalidad de paneles. La mayor parte de los trabajos provinieron del Peru,
pero también hubo trabajos procedentes de Chile, Brasil y Venezuela. El area con mayor
numero de trabajos presentados fue la Seccion de Quimica Organica y Productos Naturales
seguida por la Seccion de Ciencia de los Materiales. Las exposiciones orales se realizaron en
las distintas salas de acuerdo al programa, mientras que los paneles fueron expuestos en el
patio interior del Claustro Menor.

En cuanto al evento llamado QUIMITEC 2012 participaron las empresas Kossodo SAC,
Mercantil S.A., Grupo Tecnologico del Peru y Cientifica Andina SAC, mostrando las tltimas
novedades y productos. Kossodo trajo un 6mnibus especial lamado KOSSOTOUR, que es un
tour itinerante de tecnologia para laboratorios de control de calidad, llamado Kossotour Mévil
2012, que estuvo ubicado en el patio del Pabellon de la Escuela Profesional de Quimica, en la
Ciudad Universitaria de la Universidad San Agustin.

La empresa Mercantil S.A trajo tres expositores extranjeros de primer nivel, quienes
realizaron talleres demostrativos sobre pH, conductividad y oxigeno disuelto, para grupos
pequetios de interesados; estas demostraciones se realizaron en un salén ubicado en el local
contiguo al Claustro Menor perteneciente al CEPREUNSA.

La sala Mariano Melgar fue utilizada para las exposiciones de once conferencistas que las
empresas participantes en el QUIMITEC 2012 trajeron y que expusieron los ultimos
desarrollos, novedadesy productos que ofrecen sus representadas.

CONCLUSIONES

»  Las empresas comerciales han participado muy activamente en el evento con sus
presentaciones, actividades adicionales y conferencias.

* Se pidi6 a la Sociedad Quimica promueva una serie de reuniones entre todas las
autoridades y responsables de la acreditacion de las escuelas de Quimica del Pais.

*  Las herramientas computacionales se han convertido en una metodologia de soporte
y gran valor en el estudio y la comprension de muchos fendémenos que ocurren a nivel
atomico y molecular.
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* Es necesaria la bisqueda de materiales con propiedades superconductoras, a
temperatura ambiente, que permitan lograr interconexiones a grandes distancias de
las megalodpolis del futuro sin mayores pérdidas.

*  LaQuimicacomo ciencia en transformacion constante, implica pasar de una quimica
molecular a una supramolecular y de una quimica tradicional a una quimica
sustentable que busque el reciclaje y condiciones mas amigables con el medio
ambiente.

*  Durante, este Congreso se ha conseguido ampliar vinculos académicos, estrechar
lazos de colaboracion e intercambiar conocimientos con nuevas ideas para enfrentar
los retos para un mejor desarrollo del Pert.

Deseo agradecer el patrocinio académico del Colegio de Quimicos del Peru, Academia
Peruana de Farmacia, Academia Nacional de Ciencias, Universidad Nacional del Callao,
Universidad La Salle de Arequipa, y a la Universidad Nacional San Agustin, que tanto
contribuy6 al éxito del congreso, especialmente a través de sus instituciones: Segunda
Especialidad en Ingenieria y Gestion Ambiental, Segunda Especialidad en Seguridad y
Prevencion de Riesgos Industriales y Applied Bioengineering Institute.

También agradecemos el auspicio econémico al Congreso de parte de las empresas Sociedad
Minera Cerro Verde S.A.A, Southern Peru, Cientifica Andina SAC, Kossodo SAC, Mercantil
SA, Grupo Tecnologico del Peru, Merck Peruana S.A., CIMATEC S.A.C., Xstrata Copper,
Diario El Pueblo, ASOCEM, Printmark Publicity, Ajinomoto del Pert S.A., Cervecerias
Peruanas Backus SA, Gloria S.A, SULABSA y Global Alimentos S.A.C. Agradecemos
también el apoyo econdmico brindado por el CONCYTEC.

También deseo agradecer a todos los miembros del Comité Cientifico por el estupendo trabajo
realizado para evaluar los trabajos recibidos y seleccionarlos para ser expuestos en forma oral
oenpanel.

Deseo agradecer al Sefior Rector de la Universidad Nacional San Agustin, Dr. Valdemar
Medina Hoyos por el decidido apoyo para que este Congreso de Quimica se llevara a cabo.
También deseo agradecer a todos los miembros del Comité Organizador por el esfuerzo
realizado que ha culminado hoy dia con los grandes éxitos conseguidos en cuanto a
concurrencia, trabajos de investigacion, muy activa participacion de las empresas y la gran
cantidad de expositores nacionales y extranjeros que han asistido al Congreso. Especialmente
deseo agradecer el trabajo realizado por los profesores de la Universidad Nacional San
Agustin de Arequipa, miembros del Comité Organizador, por el trabajo realizado durante
todos estos meses previos, y que han culminado con gran éxito.

Quisiera, finalmente, sefialar que debemos seguir el ejemplo de Mariano Eduardo de Rivero y
Ustariz, un notable cientifico arequipefio formado en Europa, pero que fue un adelantado a su
época, ya que destacd como quimico, mineralogista, geodlogo, politico y diplomatico, y que
realizd trabajos de investigacion en apoyo a diversos paises.

Muchas Gracias
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Conferencias de los ""Jueves Cientificos' en la Sociedad Quimica del Peru

—  “La gastronomia molecular es una ciencia” a cargo del Lic. Miguel Angel Casafranca
Llanos, el dia viernes 21 de setiembre del 2012.

—  “Células madre: la promesa terapéutica” a cargo del Dr. Jos¢é Amiel Pérez, el dia
miércoles 26 de setiembre del 2012.

—  “Experiencias en el aislamiento y cultivo de células madre” a cargo del Dr. Javier Enciso
Gutiérrez, el dia viernes 26 de octubre del 2012.

—  “El efecto del tratamiento con maca roja sobre la estructura 6sea, Gitero y mama en ratas
ovariectomizadas”, a cargo del MSc. Carla Gonzales Arimborgo, el dia miércoles 21 de
noviembre del 2012.

—  "Valorizacion de la biodiversidad peruana: busqueda de metabolitos secundarios anti—
leishmaniasis", a cargo de Mohamed Haddad, el dia miércoles 28 de noviembre del 2012.

Premio Nacional Loreal-Unesco-Concytec '"Por la Mujer en la Ciencia"

La Sociedad Quimica del Pert, presentd en la quinta edicion del Premio Nacional Loreal—
Unesco-Concytec "Por la Mujer en la Ciencia" afio 2012 a la Dra. Maria del Rosario Sun Kou,
socia activay vocal en el actual Consejo Directivo de nuestra Institucion.

Nuestra candidata, ha sido merecedora de este Premio por su trabajo “Recuperacion de tintes
de cabello mediante adsorbentes provenientes de desechos bioldgicos para el tratamiento de
aguas residuales”, por lo que queremos expresarle nuestras sinceras felicitaciones por este
merecido reconocimiento.

Esta Ceremonia estuvo presidida por la titular del Consejo Nacional de Ciencia, Tecnologia e
Innovacion Tecnologica (Concytec), Dra. Gisella Orjeda Fernandez; el Director General de
L'Oréal Peruy el Secretario General de la Comision Peruana de Cooperacion con la Unesco.

Premio Medalla de Oro Hipolito Unanue 2012

La Fundacioén Instituto Hipolito Unanue, otorga cada tres afios esta importante y prestigiosa
distincion para los médicos, cirujanos, quimicos farmacéuticos y odontélogos de nuestro pais,
con el propdsito de reconocer y enaltecer los méritos intelectuales, éticos, culturales,
cientificos y humanos, de quienes han destacado por su meritoria labor en favor de la
profesion que ejercen, asi como en su proyeccion social en bien de la comunidad y del pais.
Entre los premiados, queremos destacar el obtenido en el area de Farmacia y Bioquimica por
el Dr. Q.F. José Juarez Eyzaguirre, Presidente de la Comision Permanente de Evaluacion y
Perfeccionamiento de Docentes de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la Universidad
Mayor de San Marcos.

Nuestra Institucion, desea expresar sus sinceras felicitaciones al Dr. Q.F. José Juarez
Eyzaguirre, socio activo y miembro actual del Consejo Directivo por este merecido
reconocimiento.

Calendario 2013

La Sociedad Quimica del Perd, en el marco de los actos preparatorios de las celebraciones por
el 80° Aniversario de su fundacion Institucional y con la finalidad de continuar con la labor de
sensibilizar al publico en general sobre el importante aporte de la Quimica al desarrollo
sostenible y al bienestar humano, ha encargado la elaboracién del Calendario Afio 2013, ala
Dra. Olga Lock Sing de Ugaz, Past Presidente de la Sociedad Quimica, quien ha aceptado
nuevamente el reto como lo hiciera para el calendario del afio 2011.
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Este calendario cont6 con el auspicio de: Olivos del Sur SAC, Universidad Cayetano Heredia—
Facultad de Ciencias y Filosofia Alberto Cazorla Talleri, Sulabsa, Centro Preuniversitario
UNMSM y Milset Amlat.

Agradecemos y felicitamos a la Dra Lock por su constante apoyo incondicional y manifiesto
carifio en las distintas actividades que programa nuestra Institucion.

31° Congreso Latinoamericano de Quimica— CLAQ-2014

Ellunes 29 de octubre del presente, la Federacion Latinoamericana de Asociaciones Quimicas
— FLAQ, en el marco de las celebraciones del 30 Congreso Latinoamericano de Quimica,
realizado en Sede Riviera Maya en el Estado de Quintana Ro -México, convoco a sesion, en la
que se aprobo otorgar la sede del proximo CLAQ-2014 a la Sociedad Quimica del Perti, a
realizarse en la ciudad de Lima, del 14 al 17 de octubre del 2014.

Nuestra Institucion, desea expresar su profundo agradecimiento por la confianza depositada y
ponemos de manifiesto nuestro compromiso de hacer de este evento, un referente en la
comunidad cientifica, con el objetivo de sensibilizar al puablico en general, difundir los
avances de la investigacion quimica, contribuir al intercambio de experiencias y fortalecer la
camaraderia entre los cientificos de los paises agremiados alaFLAQ.

Sensible pérdida:
Con profundo pesar comunicamos el fallecimiento de nuestro Socio Correspondiente:

—  Dr. Juan Garbarino Bacigalupo (Chile)

El Dr. Garbarino fue incorporado como Miembro de Nimero de la Academia Chilena de
Ciencias el 13 de diciembre de 1985. Obtuvo el Premio Mundial en Ciencias, otorgado por el
Gobierno de Italia, a través de su Ministerio de Relaciones Exteriores y el Premio Nacional de
Ciencias en 1998 por la Fundacion Marzio Tremeglio, respectivamente. Fue Jefe del
Laboratorio de Quimica de Productos Naturales y académico del Departamento de Quimica,
dela Universidad Técnica Federico Santa Maria, Chile.

La Sociedad Quimica del Perti, expresa sus mas sentidas condolencias a sus hijos, demas
familiares y amigos por tan irreparable pérdida.

Premio Inmigracién 2012

La Asociacion Peruano China, APCH, es una institucion que agrupa a peruanos de
ascendencia china y tiene como uno de sus objetivos resaltar para las futuras generaciones la
trascendencia de los valores y virtudes de la milenaria cultura china. La APCH desde hace tres
aflos entrega los Premios Inmigracion a personas o instituciones de ascendencia china que
han destacado por una notoria trayectoria en su campo profesional, brindado una contribucion
importante a la comunidad o prestado servicios distinguidos al pais. Este Premio estd
inspirado en Confucio, importante figura de la historia china, quien estableci6 las normas, la
forma de vida y los principios éticos y morales para el pueblo chino, por lo que los premiados
reciben una escultura que representa a tan insigne filésofo cuya ensefianza prevalece a pesar
de haber pasado mas de 2500 afios.

El Premio Inmigraciéon 2012 en la categoria de Destacada Trayectoria Profesional fue
entregado a nuestra distinguida socia Dra. Olga R. Lock Sing, Past Presidenta de nuestra
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Institucion. Este reconocimiento se suma a los muchos que la Dra. Lock harecibido a través de
sus cuatro décadas dedicados a la investigacion cientifica y a la docencia universitaria en la
Pontificia Universidad Catélica del Perti y en la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
su alma mater.

La Sociedad Quimica del Peru, felicita una vez mas a la Dra. Lock por este merecido premio,
se enorgullece de sus logros y se place en seguir contando con su invalorable aporte a las
diferentes actividades que organizamos.

Agenda Quimica Virtual

La Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), en su 63° Asamblea General, resolvio
proclamar el 2011 como “ANO INTERNACIONAL DE LA QUIMICA”. Por esta razon, en
todo el mundo se han realizado actividades en las que se haresaltado los logros de la quimicay,
en nuestro pais, las actividades han sido coordinadas por la Sociedad Quimica del Peru.

Dentro de este marco, el Departamento Académico de Quimica de la Universidad Nacional
Agraria La Molina, organiz6 la actividad denominada “AGENDA QUIMICA VIRTUAL”
que consiste en la difusion de temas —referidos a una o varias sustancia(s) quimica(s), un
cientifico destacado o un evento o anécdota de interés —en los que la quimica haya
desempenado un papel destacado o ayudado a resolver un problema social, resaltando sus
aportes en beneficio de la humanidad. Los temas son colaboraciones voluntarias preparados
por profesionales de la quimica o de areas afines, los que son difundidos especialmente a
través de: paginas Web, correos electronicos, vitrinas y murales institucionales, etc. Estan
dirigidos a la comunidad en general, no s6lo a los quimicos o profesionales en quimica. Es asi
que durante todo el aflo 2011 se han publicado 53 temas y un especial sobre Marie Curie, en los
que han colaborado destacados profesionales del Pert y del extranjero.

En los primeros meses del afio actual, se han realizado coordinaciones para que esta actividad
continuie pero esta vez bajo la direccion y responsabilidad de la Sociedad Quimica del Pert,
por ser la institucion mds representativa de la quimica en nuestro pais y cuyos principales
objetivos son el desarrollo y la difusion de la quimica.

En virtud de ello, a partir del mes de Julio Gltimo tenemos una nueva version de la Agenda
Quimica Virtual con un diseflo y caracteristicas muy similares a las originales, con el mismo
blog (www.agendaquimica.blogspot.com) y siempre con el mismo objetivo: resaltar los
aportes de la quimica y contribuir con su difusion en la comunidad en general.

Es oportuno hacer publico nuestro agradecimiento a los destacados profesionales nacionales y
extranjeros que han colaborado con la elaboracion y redaccion de los temas y también a las
numerosas personas que colaboraron con su difusion: re-enviandolos, imprimiéndolos y
publicandolos en sus instituciones, en sus paginas web, etc. Esperamos seguir contando con su
importante participacion; sin ella seria imposible continuar en esta labor. Les agradeceremos
también cualquier opinion o sugerencia que tengan a bien hacernos llegar a nuestro correo
electronico que figura al final.

Comité Editorial de la Agenda Quimica Virtual

Sociedad Quimica del Peru
< agendaquimicavirtual@gmail.com >

Rev Soc Quim Peri. 78 (4) 2012



302

INDICE DE AUTORES
Rev. Soc. Quim. Peru
(Vol. 78 - Aiio 2012)

A. Alban, Joaquina 208 G. GalliR., Carla 277
Alvino D.L.S, Nora 277 Gallo, Ignacio M. 91
Arancibia, Verdnica 71 Gambetta, Joanna 225
Arnao, I 120 Girardi, Cynthia 188

Gonzalez, J.C. 198

B. Basarello, Carla 138 Guevara P., Américo 126
Benavides, Angelyne 138 Guzman L., Enrique G. 208
Bustamante, A. 198

C. Cahuana, Gladys 43 H. Haddad, Mohamed 188
Capetta, Jorge 91 Herrera B., Ivan 53
Carbone, Virginia 138
Caresana, Ana M. 91 L. Lavado M., Carmencita 14
Castillo, Denis 188 Lazo, Fanny 161, 234
Ceroni, Galloso 144 Ligarda S., Carlos A. 53
Cerrén, Daniel A. 105 Loayza — Muro, Raul 183
Cisneros, R. 120
Clavo, Mirella 234
Corzo, Lucioni 79 M. Maldonado G., Holger J. 208

Marquez C., Sabino 208

D. Delgadillo, Julio 161 Mendoza, Julio 234
De los Santos V.L. 198 Michelli, César A. 91
Diaz, Camilo 254 Millan, Betti 234
Doroteo, Victor H. 254 Morante, Yolanda 27

Moreano de V., Zoila 277

E. Elgegren, Mariela 105 Muiloz, Ana M. 69
Elias, Rafaela 37,183
Encina Z., Christian R. 53,126
Espinoza, Giovana 225

F. Fabre, Nicolas 188
Fuertes R., César M. 138

Rev Soc Quim Perti. 78 (4) 2012



303

Nagles, Edgar 71 T.  Terry, Cecilia 254

Nakamatsu, Javier 105 Tiravanti, Giullana J. 105

Napolitano, Asunta 138 Trabucco, J. 120
Tupayachi, Alfredo 208

Olivera, Fiorella L. 242

Ortiz, Bruno A. 105 U. Ugarte LaT., Diego 183

Ortiz, César 27,234 Uzuriaga, Rosario 170

Otero, Manuel E. 105

Otiniano, Manuel 71,296 V. Vaisberg, Abraham 254
Valderrama N., Ana 223

Pastor de A., Ana 264 Valles F, Luis 1

Placente, Sonia 138 Vasquez — Ocnin, Pedro G. 188

Palacios, P. R. 188 Vega, Jaime 170

Palomino, Mercedes 161 Vilchez T., Luz M. 126

Picasso, Gino 170 Vivas, Dan 43,234

Pidateli, Marco 37,183

Pizza, Cosino 138 W.  Wagner, Florian 105

Quinde — Axtell, Zory 53 Y.  Yarlequé, Armando 3,27,43, 161, 234
Yarlequé, Mirtha 27

Recuay A., Nidia 14

Repo — Carrasco, Ritva 53 Z. Zelada, B. Ruth 264

Rios, Roxana 71

Rodriguez, Edith 3,43

Rojas, Rosario 37, 183, 188, 225,254

Ruiz, Gean P. 170

Santillan, Guillermo A. 242

Sandoval, Gustavo A. 3
Santiago C., Julio C. 160
Sauvain, Michel 188
Severino, Ruperto 161
Suarez, S. 120
Sun K., Maria del R. 14

Rev Soc Quim Peri. 78 (4) 2012



304

INDICE DE MATERIAS
Rev. Soc. Quim. Peru
Vol. 78 - Afio 2012

— Accidn neutralizante de la toxicidad del veneno de Bothrops atrox, por
extracto de plantas amazoénicas, por Arnando Yarlequé, Mirella Clavo,
Fanny Lazo, Betty Millan, Julio Mendoza, Dan Vivas, César Ortiz. 234

— Aislamiento y caracterizacion bioquimica de la bilinearina, un factor
activador de protrombina del veneno de la serpiente peruana Bothrops
bilineatus (loro machaco), por Edith Rodriguez, Gustavo A. Sandoval,
Armando Yarlequé. 3

— Analisis proximal, caracteristicas fisicoquimicas y actividad
antimicrobiana del musgo blanco, (Sphagnum maguellanicum Bril.)
proveniente de Junin, Peru, por David Condori, Marco Pifiatelli, Rafael
Elias, Rosario Rojas. 37

— Biological activities of. 13,28 — epoxyoleanane triterpene saponins from
two peruvian Myrsinaceae, by Cynthia Girardi, Pedro G. Vasquez—Ocnin,
Denis Castillo, Michel Sauvain, Rosario Rojas, Nicolas Fabre, Mohamed
Haddad. 188

— Complejos de cinc como potenciales metalofarmacos antidiabéticos:
Avances recientes en su desarrollo y mecanismo molecular de accion, por
ZoilaMoreano de Villena, Nora Alvino De La Sota, Carla Galli Rigo, Righi. 277

— Compuestos fendlicos y actividades antioxidante, anticlastasa,
anticolagenasa y fotoprotectora “in vitro” de Myrciaria dubia (camu camu)
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