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CARACTERIZACION DEL ACEITE ESENCIAL DE
CLINOPODIUM REVOLUTUM Y ESTUDIO
COMPUTACIONAL DE SUS COMPUESTOS
BIOACTIVOS CONTRA EL CANCER

Reneé Isabel Huaman Quispe?, Jests Alvarado-Huayhuaz®, Karina dos Santos
Machado®, Ana Valderrama Negron*?

RESUMEN

El cancer es una de las principales causas de muerte en todo el mundo. La busqueda de
compuestos bioactivos contra el cancer se potencia con el uso de herramientas
computacionales y las bases de datos moleculares. Clinopodium Revolutum (CR) es una
planta empleada con fines medicinales en diferentes males, sin embargo, hacen falta
mayores estudios cientificos que respalden su bioactividad. En este trabajo se analizan 55
componentes en el aceite esencial de CR, identificados por GC-MS, con potencial
actividad anticancerigena mediante estudios in silico. Se seleccionaron los receptores de
farmacos anticancerigenos, como la quinasa dependiente de ciclina 2 (CDK-2), la quinasa
dependiente de ciclina 6 (CDK-6), la topoisomerasa-I (Topo 1), la topoisomerasa-11 (Topo
I1), el linfoma B de células (Bcl-2) y el receptor 2 del factor crecimiento endotelial
vascular (VEGFR-2). Todas estas estructuras fueron obtenidas del banco de datos de
proteina PDB RCSB. Segun las simulaciones de docking molecular se encontré que los
compuestos perilaldehido y calamenene del aceite esencial presentaron mayor afinidad
de interaccion con las dianas farmacologicas CDK-2, CDK-6, Topo | y VEGFR. Los
complejos de perilaldehido-receptor se simularon mediante dinamica molecular por 50
nanosegundos, identificando predominantemente interacciones hidrofobicas y enlaces de
hidrogeno intermediados por agua del solvente. Nuestros hallazgos muestran que los
compuestos en el aceite esencial de CR presentan potencial actividad anticancerigena.
Palabras clave: Clinopodium revolutum, cancer, docking molecular, dindmica
molecular.

CHARACTERIZATION OF THE ESSENTIAL OIL OF
CLINOPODIUM REVOLUTUM AND COMPUTATIONAL STUDY
OF ITS BIOACTIVE COMPOUNDS AGAINST CANCER

ABSTRACT

Cancer is one of the main causes of death worldwide. The search for bioactive compounds
against cancer is enhanced by the use of computational tools and molecular databases.
Clinopodium Revolutum (CR) is a plant used for medicinal purposes in various ailments;
however, further scientific studies are needed to support its bioactivity. In this work, 55
components in the essential oil of CR are analyzed, identified by GC-MS, with potential

2 Laboratorio de Investigacion en Biopolimeros y Metalofarmacos (LIBIPMET), Facultad de Ciencias,
Universidad Nacional de Ingenieria, Av. TUpac Amaru 210, Lima, Peru, anitacvn29@yahoo.com.mx.

b COMBI-Lab, Grupo de Biologia Computacional, Centro de Ciéncias Computacionais, Universidade
Federal do Rio Grande, Rio Grande, RS, Brazil
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anticancer activity through in silico studies. Anticancer drug receptors were selected, such
as cyclin-dependent kinase 2 (CDK-2), cyclin-dependent kinase 6 (CDK-6),
topoisomerase-1 (Topo 1), topoisomerase-1l (Topo II), B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), and
vascular endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR-2). All these structures were
obtained from the Protein Data Bank RCSB. According to molecular docking
simulations, it was found that perilaldehyde from the essential oil showed higher
interaction affinity with the pharmacological targets CDK-2, CDK-6, Topo I, and
VEGFR. Perilaldehyde-receptor complexes were simulated by molecular dynamics for
50 nanoseconds, identifying predominantly hydrophobic interactions and hydrogen bonds
mediated by solvent water in their stabilization. Our findings demonstrate that the
compounds in the essential oil of CR present potential anticancer activity.

Keywords: Clinopodium revolutum, cancer, molecular docking, molecular dynamics.

INTRODUCCION

En la actualidad el cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. De
acuerdo con el instituto nacional de enfermedades neoplésicas INEN, en el Peru la
incidencia de cancer en hombres y mujeres se ha incrementado en un 40 % en el periodo
del 2020 al 2021, siendo mayor el nimero de casos provenientes del interior del pais. Las
neoplasicas mas frecuentes en la poblacion son; el cancer de cuello uterino, cancer de
mama, cléncer de prostata, cancer de estdmago, cancer de pulmon, cancer colorrectal y
tiroides *.

Hoy en dia, los productos naturales son una importante fuente rica en compuestos
bioactivos con gran potencial terapéutico. Por ejemplo, la camptotecina y el taxol
(paclitaxcel) aislados de Camptotheca acuminata y Taxus brevifolia respectivamente.,
siguen siendo los muy importantes en la terapia contra el cancer desde que sus
mecanismos fueron descubiertos, por ejemplo, la camptotecina es capaz de intervenir en
el proceso de replicacion y transcripcion del ADN a través de la formacion del complejo
topoisomerasa-ADN provocando la muerte celular. Por otro lado, el taxol se une a los
microtlbulos causando una catastrofe mitdtica en las células cancerosas >3

Dada la gran variedad de plantas medicinales, la familia lamiaceae incluye una gran
diversidad de especies con actividad farmacoldgica apreciable. Generalmente las especies
de esta familia se caracterizan por ser arbustos de olor aromatico ricos en compuestos de
gran valor medicinal, esto debido a que cada especie perteneciente a esta familia posee
una gran diversidad de metabolitos secundarios con buenas propiedades antibacteriales,
antioxidantes, antiinflamatorias, antivirales y anticancerigenas *. Dentro de las lamiaceae
algunos metabolitos secundarios que podemos encontrar son los polifenoles; como: los
acidos fenolicos, flavonoides, estilbenos, lignanos, ligninas, cumarinas, antraquinonas y
xantonas; que en el cuerpo exhiben importantes propiedades antioxidantes, antivirales,
antifingicas y anticancerigenas °.

Los polifenoles son capaces de causar la muerte de células cancerosas a través de varios
mecanismos apoptoticos °. Los terpenoides son otro grupo de metabolitos secundarios
que poseen importantes aplicaciones medicinales, los cuales se clasifican de acuerdo al
nimero de unidades isopreno en; monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterpenos
y triterpenos, y ademas son el componente principal de los aceites esenciales ’. El papel
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de los terpenos en la terapia contra el cancer ha cobrado una gran importancia en los
Gltimos afos, debido a su poder antitumoral, antiproliferativo, apoptotico,
antiangiogénico y antimestastasico &°.

Por otro lado, los aceites esenciales son mezclas complejas compuestas por sustancias
organicas volatiles, lipidicas y de olor fuerte. Generalmente los aceites esenciales
presentan en su composicion terpenoides (monoterpenos, monoterpenos oxigenados,
sesquiterpenos, sesquiterpenos oxigenados, diterpenos), fenilpropanoides y compuestos
fenolicos 1°. Los aceites esenciales son ampliamente utilizados en la industria de
alimentos 11, pesticidas 2 y farmacéutica * y cosméticos, fragancias *. De esta amplia
gama de aplicaciones, en los ultimos afios se han estudiado sus actividades
anticancerigenas '°. Compuestos como el mentol, mentona, carvona, piperitenona,
pulegona, terpinel-4-ol, a-tujona, 1,8-cineol, b-citronelal, geraniol, linalol, alcanfor,
borneol, a-pineno, b- pineno, E,E-farnesol, 6xido de cariofileno, espatulanol, y-eudesmol,
germacreno D, humuleno, 8-cadineno, timol, carvacol, cinamato de metilo son algunos
ejemplos de los compuestos anticancerigenos presentes en los aceites esenciales de las
extraidos de diferentes especies de la familia lamiaceae®.

Entre los receptores biolégicos anticancerigenos mayormente estudiados se encuentran;
los inhibidores de quinasa dependientes de ciclina CDK, que son una familia de
serina/treonina quinasa que actian como proteinas reguladoras de los puntos de control
durante el ciclo celular, conformado por; el crecimiento celular (G1), la replicacién del
ADN (S), mayor crecimiento y preparacion para la fase final (Gap 2) y segregacion
cromosdmica y division celular o mitosis (M) 7. En resumen, la proteina quinasa 2 CDK-
2 controla la fase G1/S y CDK-6 controla la fase G1 y la transcripcién de la proteina
retinoblastoma (Rb), ambas son responsables de regular la proliferacion celular *® . Los
receptores de topoisomerasa | (topo 1) y topoisomerasa Il (topo Il), son enzimas nucleares
que catalizan la introduccion de cambios topoldgicos en el ADN, es decir que durante la
replicacion y transcripcion del ADN, la topo | y Topo Il actian como liberadores de
tension mediante la formacion de rupturas transitorias monocatenarias y bicatenarias en
la doble hélice del ADN, por lo cual las topoisomerasas son esenciales en la proliferacion
celular 2, Por otro lado existen reguladores apoptéticos encargados de mantener la
homeostasis de los tejidos del cuerpo a través de la muerte celular programada, el cual es
un proceso fisioldgico que permite el recambio celular #. Sin embargo los reguladores
apoptaéticos que se encuentran en la familia BCL-2, son las responsables de modular el
umbral de respuesta a una amplia variedad de estimulos apoptoticos implicados en varios
tipos de carcinomas humanos 223, En cambio el factor de crecimiento endotelial vascular
VEGF vy sus receptores VEGFR son indispensables en el proceso de regulacion de la
vascularizacion y angiogénesis 2#%. La union VEGF/VEGFR-2 activa las vias de
sefializacion en la angiogénesis, siendo el VEGFR-2 el principal receptor de VEGF?®
.VEGFR-2 es el receptor de tirosina quinasa transmembrana que se correlaciona con la
proliferacion, division, motilidad, adhesién y angiogénesis celular, cuyo bloqueo inhibe
la proliferacion de células cancerosas /.

Hoy en dia los estudios in silico son una poderosa herramienta en la basqueda de nuevos
farmacos y elucidacion de mecanismos de union ligando-proteina. Estudios de
acoplamiento molecular de los compuestos identificados en aceites esenciales han
mostrado importantes aportes en cuanto a su potencial anticancerigeno. Compuestos
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como (E)-Z-Farnesylacetone identificado en el aceite de I. viscosa demostré potencial
poder antiangiogénico con una buena afinidad en los receptores VEGFR 22°

C. revolutum (Ruiz & Pav.) Govaerts es un especie de la familia lamiaceae cominmente
conocida como “flor de arena” encontrada en la sierra de Huanuco-Perd a 3770 m.s.n.m
% Generalmente la flor de arena es usada para tratar problemas gastrointestinales,
hepaticos y calculos biliares. Hasta la fecha, son pocos los estudios realizados en esta
esta especie, por lo que en la presente investigacion se ha realizado el estudio in silico de
los componentes quimicos identificados en el aceite esencial de CR como posibles
agentes con potencial anticancerigeno frente a seis receptores bioldgicos (CDK-2, CDK-
6, Topo I, Topo Il, BCL-2 y VEGFR-2), los cuales cumplen funciones clave en el ciclo
celular, crecimiento celular y replicacion del ADN empleando célculos de acoplamiento
y dindmica molecular.

PARTE EXPERIMENTAL

La Figura 1 resume la metodologia desarrollada y en seguida se detalla en extenso cada
uno de los puntos.

Generacion de estructuras 3D
Extraccion de aceite esencial B Anilisis GC-MS # Generacion de base de datos #  optimizadas con Open Babel
y MMFF9%4

Docking molecular
Andlisis de resultados: Dindmica molecular del complejo Seleccién de compuestos con receptores:
RMSD, RMSF, | perilaldehido-receptor: N P CDK-2, CDK-6,
Fraccidn de interacciones, etc. CDK-2, CDK-6, Topo I, VEGFR-2 con mayor energfa de afinidad Topo I, Topo II,
Bel-2, VEGFR-2

Figura 1. Resumen de la metodologia.

Extraccion del aceite esencial

Las hojas secas (13 Kg) de CR se sometieron a extraccion por arrastre de vapor de agua.
La mezcla de aceite-agua fue separada por diferencia de densidades, se adicion6 sulfato
de sodio para remover la humedad, seguidamente fue almacenado en un frasco ambar a
4°C hasta su uso.

Anélisis GC-MS

El analisis de los compuestos quimicos del aceite esencial de CR fue realizado en un
cromatdgrafo de gases (Agilent 6890N) acoplado a un espectrometro de masas (Agilent
5975B) del laboratorio de cromatografia de la universidad San Antonio Abad del Cusco.
Se inyectd 0.1 uL del aceite esencial de CR en modo Split (100:1), a una columna capilar
de fenil metil silioxano (25 m x 0.25 mm i.d., 0.5 um film thickness). La temperatura del
horno inicialmente fue programada a 60°C con incrementos de 5°C/ min hasta llegar a
230 °C. Se empled helio (Iml/min) como gas de arrastre. La energia de ionizacion por
impacto de electrones fue de 70 eV, con 38 min como tiempo de ejecucion. Los
componentes de CR fueron identificados a través de la comparacion de los espectros de
masa de cada pico con los de la biblioteca de espectros de masa proporcionados por el
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NIST 11 (The National Institute of Standards) a través del software MSD Chemstation
B.030 (Agilnet).

Generacion de base de datos

Los compuestos identificados fueron documentados en su representacion SMILES
empleando el repositorio PubChem. Se generaron las estructuras 3D de los compuestos
empleando Open Babel 2.4.1 y luego se optimizaron las estructuras con mecanica
molecular empleando el campo de fuerza MMFF94 para ser utilizadas en la siguiente
etapa.

Docking molecular

En las simulaciones de docking molecular fueron considerados como ligandos los 55
compuestos de la base de datos, que se encuentra disponible en https://bit.ly/3YRLgxv.
Como dianas farmacologicas en este estudio se consideraron los receptores CDK-2,
CDK-6, Topo I, Topo I, Bcl-2 y VEGFR-2, con cadigo identificador: 1DI8, 1X02, 1 T8I,
1ZXM, 202F y 20H4, respectivamente, obtenidos de la base de datos de proteinas
(https://www.rcsb.org/).

Los receptores fueron pretratados con Wizard de la suite Schrodinger, donde se
eliminaron aguas de cristalizacion y otras moléculas co-cristalizadas. Para aproximar la
simulacidn in silico a un sistema real, se edit6 el estado de protonacién en los seis sistemas
segun el pH 7.4 con PropKa y se empled el campo de fuerza OPLS para minimizar la
energia del sistema. Se generd el grid box empleando cada ligando co-cristalizado como
centro de una caja cubica con 20 A de arista. El acoplamiento molecular fue realizado
con Glide de la suite Schrédinger en modo extra precision.

Simulaciones de dinamica molecular

Se realizaron simulaciones de dinamica molecular para evaluar la estabilidad de los
mejores acoplamientos encontrados en la etapa anterior. Cuatro receptores fueron
seleccionados: CDK-2, CDK-6, Topo | y VEGFR-2. La dinamica molecular fue realizada
con el programa Desmond. La caja de simulacion consistié en una caja ortorrémbica con
aristas que distan 10 A de la parte més externa del receptor, se adicionaron moléculas de
agua usando TIP3P como modelo de solvente, iones de sodio y cloro para neutralizar el
sistema y se establecid una concentracién salina de 0.150 M. Con el campo de fuerza
OPLS3 se equilibrd el sistema con los ensambles isotérmico-isocorico e isobarico-
isotérmico, a temperatura 310K con el termostato de Nosé-Hoover y una presion de
1.01325 bar con el barostato de Martyna-Tobias-Klein, por 10 y 20 ps, respectivamente.
Con este sistema equilibrado se realizd la etapa de produccién de 50 ns, manteniendo
constante el nimero de particulas, la temperatura (310K) y la presion (1.0 bar) (NPT),
con la configuracion predeterminada de relajacion antes de la simulacién. La animacion
de la trayectoria fue generada con 1000 frames por sistema. Se usé el modulo SID
(Simulation interactions diagram) para la generacion de la desviacion cuadratica media
(RMSD), fluctuacion cuadratica media de la proteina (RMSF), diagrama de barras de la
fraccion de interacciones, diagrama de contactos ligando-proteina y propiedades del
ligando (Ligand-RMSD, radio de giro, interacciones intramoleculares, area de superficie
molecular, area de la superficie accesible al solvente y area de la superficie polar). Los
calculos con la suite Schrodinger fueron realizados en LIBIPMET de la Universidad
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Nacional de Ingenieria y en el Centro de Ciencias Computacionales de la Universidade
Federal do Rio Grande (FURG) en Brasil.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccion del aceite esencial

De la extracciéon del aceite esencial de CR, se obtuvo un liquido amarillo péalido
translucido (d: 0.912 g/ml), (1.R: 1.4864), cuya composicion quimica se detalla en la tabla

N°1.

Tabla 1. Composicién quimica del aceite esencial encontrado en CR

N° Tiempo de retencién
1 4.97
2 5.15
3 5.45
4 6.02
5 6.14
6 6.35
7 7.01
8 7.20
9 7.33
10 7.40
11 7.51
12 7.78
13 8.09
14 8.33
15 8.88
16 9.17
17 9.28
18 9.48
19 9.83
20 10.65
21 10.71
22 10.99
23 11.38
24 11.75
25 12.11
26 12.62

Rev Soc Quim Pert. 89(1) 2023

Compuesto

B-Tujeno
a-Pineno
Canfeno
Sabineno
B-Pineno
B-Mirceno
(+)-4-Carene
p-Cimeno
D-Limoneno
Eucaliptol
(E)- B- ocimeno
(2)- B- ocimeno
y-Terpineno
Cis- B- Terpineol
a- Terpinoleno
Linalol
1-nonanal
1-octen-3-il-acetato
Acido octanoico, éster metilico
6-octenal, 3,7-dimetil-, (R)-
(-)- Mentona
Pinocarvona
4- Terpineol
a- Terpineol
Decanal

Acido nonanoico, éster
metilico

Contenido relativo
(%)
0.89
9.80
0.24
10.53
18.64
0.50
0.36
0.50
3.77
0.14
1.14
0.69
1.15
0.16
0.25
0.19
0.11
0.38
0.26
0.37
0.12
0.06
0.33
0.09
0.07
0.09
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27 12.76 (R)- Citronelol 0.06
28 13.13 (+-)-Pulegona 0.08
29 13.66 (R)-(+)-citronelato de metilo 0.41
30 14.11 (-)- Perilaldehido 0.05
31 16.19 a-Cubebene 4.17
32 16.92 Copaeno 2.93
33 17.17 (-)-p- Borboneno 0.50
34 17.31 [3- cubebene 6.37
35 17.72 Calamenene 0.10
36 17.84 a-Gurjunene 0.45
37 18.16 Cariofileno 10.78
38 18.35 -coapeno 0.23
39 18.74 a-Selineno 0.05
40 18.99 Humuleno 0.44
41 19.18 Aloaromadendreno 0.25
42 19.51 (+)- Calarena 0.15
43 19.76 (E)-Germacreno 10.36
44 19.86 B - Selineno 0.63
45 20.00 Biciclo[4.4.0]dec-1-eno, 2- 0.25
isopropil-5-metil-9-metileno-
46 20.12 1,5,5-trimetil-6-metileno- 2.96
ciclohexeno
47 20.28 a -Farneseno 0.36
48 20.36 8-Isopropenil-1,5-dimetil- 2.57
ciclodeca-1,5-dieno

49 20.58 4-epi-cubedol 0.8
50 20.75 (+)-delta-Cadineno 1.52
51 21.67 (E)-Nerolidol 0.07
52 21.91 Palustrol 0.06
53 22.14 (-)-espatulenol 0.27
54 22.29 Oxido de cariofileno 0.43
55 23.97 y-pachulene 0.13

Docking molecular

Las energias de afinidad obtenidas son mostradas en graficos de barras en la Figura 2,
para los 10 compuestos principales. Se encontr a los compuestos (-)-perilaldehido y
calamenene como los mas frecuentes y con mayor afinidad en su respectivo receptor,
siendo (-)-perilaldehido el mejor posicionado en cuatro receptores: CDK-2, CDK-6, Topo
| VEGFR-2.
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Componentes del aceite esencial

Figura 2. 10 principales complejos ligando-receptor en cada sistema (CDK-2, CDK-6,
Topo I, Topo 11, Bcl-2 y VEGFR-2) con respecto a su energia de afinidad.

Simulaciones de dinAmica molecular

Se selecciond al perilaldehido para las simulaciones de dindmica molecular por ser el
componente con mayor potencial de efecto anticancerigeno multitarget en CR, segun los
resultados de docking molecular. Por lo tanto, los receptores seleccionados para esta etapa
fueron CDK-2, CDK-6, Topo | y VEGFR, ya que en Topo Il y Bcl-2, el ligando
perilaldehido no aparece en el top 10 del docking molecular. Las trayectorias de las
simulaciones de  dindmica  molecular  pueden  ser  visualizadas en
https://www.youtube.com/playlist?list=PLRMN3GUrx4qz4zm99sms405sY_2kWuB-G.

Los complejos ligando-receptor CDK-2, CDK-6 y VEGFR presentaron mayor estabilidad

en comparacion con Topo-I, de acuerdo con los resultados de la desviacion cuadratica
media (RMSD) mostrada en la Figura 3.
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Figura 3. Desviacion cuadratica media (RMSD) del Ca de las simulaciones de
dindmica molecular de perilaldehido con las proteinas CDK-2, CDK-6, Topo | VEGFR-
2.

En general, los residuos presentan fluctuaciones relativamente bajas, de acuerdo con la
desviacion cuadratica media, en los puntos de contacto entre el ligando y el receptor,
como se observa en la Figura 4 (lineas verdes verticales). Estudios relacionados con la
busqueda por cribado virtual y/o docking molecular de productos naturales con potencial
actividad farmacoldgica muestran que valores promedio de estabilidad se encuentra por
debajo de 2y 6 A, para RMSD y RMSF, respectivamente .Se observa en la Figura 5, que
en CDK-2, CDK-6 y VEGFR-2 son predominantes las interacciones hidrofobicas (barras
moradas) y de acuerdo con el RMSD (Figura 3) y RMSF (Figura 4) podemos reconocer
que estos complejos son mas estables que el sistema perilaldehido-Topo I.

Este ultimo complejo ya manifestaba una afinidad menor, como se observé en la Figura
2, sin embargo, esta energia de afinidad por encima de -5 kcal/mol, puede estar asociada
con el relativo gran volumen en la cavidad del sistema proteina-doble hélice de ADN,
cuando se elimina el ligando co-cristalizado en la etapa de pretratamiento.

El ligando (-)-perilaldehido por su gran afinidad con estas dianas farmacoldgicas en su

sitio activo se perfilacomo el compuesto con mayor potencial anticancerigeno en el aceite
esencial de CR.
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CDK-2

VEGFR-2

NUumero del residuo

RMSF (R)

Figura 4. Fluctuacion cuadratica media (RMSF) de los residuos en las simulaciones de
dindmica molecular de perilaldehido con las proteinas CDK-2, CDK-6, Topo-l y
VEGFR-2. Las lineas verdes indican los puntos de contacto entre el ligando y el

receptor. Las regiones celestes y naranja indican estructuras beta y alfa,

respectivamente.
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Figura 5. Fraccion de interacciones intermoleculares de las simulaciones de dinamica
molecular de perilaldehido con las proteinas CDK-2, CDK-6, Topo | VEGFR-2.
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CONCLUSIONES

El aceite esencial de Clinopodium Revolutum posee propiedades medicinales promisorias
contra el cancer. En este trabajo se reportan 55 compuestos organicos en el aceite esencial
de CR, obtenidos por GC-MS, de los cuales, (-)-perilaldehido muestra gran afinidad
multitarget contra el cancer, principalmente en las dianas farmacoldgicas CDK-2, CDK-
6, Topo | VEGFR-2, donde mostrd alta estabilidad de acuerdo a nuestros estudios
computacionales. Estos hallazgos pueden dar continuidad al disefio y optimizacion de
farmacos contra el cancer mediante derivados de periladehido, calamenene, entre otros.
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ESTUDIO LIQUENOQUIMICO DEL LIQUEN
HYPOTRACHYNA CIRRHATA

Derin Benites Samamé?, Nino Castro Mandujano*?, Marco Guerrero Aquino?,

RESUMEN

El Pert es uno de los paises mas diversos del mundo, ya que contiene innumerables
riquezas naturales esto es debido a una gran variedad de ecosistemas que lo hacen
propicio para el desarrollo de ciertas especies entre ellas los liquenes; por ello es nuestro
interés estudiar quimicamente a los liquenes (liquenoquimica). En el presente trabajo se
estudio el liqguen Hypotrachyna cirrhata, recolectado en el distrito de Churin-Lima-Peru.
Se realizaron las extracciones sucesivas fueron con metanol a partir de 150 g de muestra
previamente acondicionada; los procesos de separacion y purificacion se realizaron
mediante técnicas cromatograficas clasicas tales como Sephadex LH-20, cromatografia
de columna, cromatografia en capa delgada con el fin de obtener los metabolitos
secundarios puros, finalmente, elucidar sus estructuras quimicas por RMN-1H. en esta
investigacion, a partir del extracto metandlico del liquen Hypotrachyna cirrhata fueron
elucidados los compuestos: acido protoliquesterinico, peréxido de ergosterol y 2,4-
dihidroxi-3-hidroxymetil-6metilbenzaldehido.

Palabras claves: Hypotrachyna cirrhata, acido protoliquesterinico, peroxido de
ergosterol.

LICHENOCHEMICAL STUDY OF THE LICHEN
HYPOTRACHYNA CIRRHATA

Peru is one of the most diverse countries in the world, since it contains innumerable
natural resources, this is due to a great variety of ecosystems that make it conducive to
the development of certain species, including lichens; For this reason, it is our interest to
study lichens chemically (lichenochemistry). In the present work, the lichen
Hypotrachyna cirrhata, collected in the district of Churin-Lima-Peru, was studied.
Successive extractions were made with methanol from 150 g of previously conditioned
sample; the separation and purification processes were carried out using classical
chromatographic techniques such as Sephadex LH-20, column chromatography, thin
layer chromatography in order to obtain the pure secondary metabolites, and finally, to
elucidate their chemical structures by 1H-NMR. In this investigation, from the methanolic
extract of the lichen Hypotrachyna cirrhata, the following compounds were elucidated:

2 Facultad de Quimica e Ing. Quimica, UNMSM, Calle German Amezaga No. 375, Cercado de Lima, Lima,
Peru. ocastrom@unmsm.edu.pe
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protoliquesterinic acid, ergosterol peroxide and 2,4-dihydroxy-3-hydroxymethyl-6-
methylbenzaldehyde.
Keywords: Hypotrachyna cirrhata, protoliquesterinic acid, ergosterol peroxide.

INTRODUCCION

El Per( ha sido reconocido como uno de los diecisiete paises Illamados megadiversos, por
ser poseedores en conjunto de mas del 70 % de la biodiversidad del planeta. La
biodiversidad del Per( esta representada por una gran variedad de ecosistemas, especies
de flora y fauna, y diversidad genética, que han contribuido y contribuyen al desarrollo y
la sostenibilidad mundial®. Dentro de la gran variedad de flora peruana, tenemos a los
liquenes. La liquenologia (estudio quimico de los liquenes) como campo de estudio en el
Pert ha iniciado con el doctor en botanica Augusto Weberbauer?, uno de los primeros
investigadores de estas formas de vida, las cuales se pueden apreciar en su libro el Mundo
Vegetal de los Andes Peruanos (1945). Sin embargo, a pesar de que varias especies de
liquenes habian sido identificadas y otras utilizadas por la medicina tradicional, no fue
hasta principios del siglo XX cuando la ciencia moderna se interesé por estos organismos,
es por ello que estos organismos en el pais aun no son tan conocidos. De acuerdo a
Ramos?, solo se han reportado 924 especies de este organismo en todo el territorio, y que
los estudios liquenoquimicos realizados sobre los liquenes peruanos en publicaciones
cientificas son muy escasos y gran parte de ellos no estan identificados ni han sido
estudiados.

Segun su composicién podemos decir que los liguenes son una asociacion entre un hongo
0 micobionte y un simbionte fotosintético o fotobionte de cuya interaccion origina un talo
estable, con estructura y fisiologia especificas®. Los liquenes tienen una amplia
distribucidn geografica, se encuentran desde los polos hasta el Ecuador; desde el nivel del
mar hasta los picos més altos de las montafias y desde los sitios mas himedos como las
selvas y los bosques hasta las zonas desérticas®, esto se puede deber a la gran
adaptabilidad que poseen estos seres vivos, al modificar sus mecanismos fisioldgicos
dependiendo de las condiciones que haya en el entorno, permitiendo desarrollarse en
lugares en que otros seres vivos no pueden.

A lo largo de los siglos, los liquenes se han utilizado para diversos fines, especialmente
en la fabricacion de colorantes, perfumes y remedios en medicinas populares®, en un
principio sin conocimiento por parte de nuestros antepasados, pero debido al avance de
la ciencia se descubrio que esto se debia a la presencia de los metabolitos existentes en
estos organismos. Los liquenes son excepcionales en el reino vegetal, esto se debe a la
alta concentracion de metabolitos que pueden almacenar en su talo, se han descubierto
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méas de 800 metabolitos secundarios de liquenes, estos se han utilizado para muchas
investigaciones referentes a aplicaciones fitoquimicas y farmacéuticas’, también son las
Unicas plantas conservadas en herbarios que resisten largos periodos de tiempo sin sufrir
invasiones bacterianas o fangicas, producto de la actividad antimicrobiana de muchas de
las sustancias liquénicas®.

Entre los metabolitos liquénicos que también se presentan en otros organismos podemos
citar aminodacidos, azucares, 4acidos grasos, lactonas macrociclicas, aromaticos
monociclicos, quinonas, cromonas, xantonas, terpenoides, esteroides y carotenoides.
Entre los metabolitos hasta ahora aceptados como tipicamente liquénicos se encuentran
solamente dépsidos, depsidonas, depsonas, dibenzofuranos y acidos tsnicos®.

Dentro de las investigaciones liquenoquimicas, tenemos la investigacion del liquen
Psiloparmelia distinta, realizado por Castro®®, quien realizo el aislamiento, elucidacion
de las estructuras de los compuestos obtenidos, analizando sus espectros de IR, RMN-H,
RMN-C, DEPT y EM; estos compuestos son: H (&cido 2-hidroxi-3-formil-4-etoxi-6-
metil-benzoico), A (acido fumarprotocetrarico). Por otro lado, Elix et al.'! a partir de los
extractos de diferentes liquenes caracterizaron con el uso de técnicas clasicas analiticas y
espectroscopicas aislaron e identificaron estructuras de tres nuevas depsidonas: acido
decarboxi-alectorénico [3,8-di-hidroxy-1,6-di(2'-0x0-heptal)-11 H-dibenzo[b,e] [1,4]
dioxepen-1 lone] y &cido di- 0-metilfisédico [3,8-dimetoxy-11-0x0-1-(2'-oxoheptil)-6-
pentil-11H-dibenzo[b,e][1,4]dioxepin-7-acido carboxilico] y 4acido subnorstictico
(1,4,10- trihydroxy -8methyl- 3,7-dioxo-1,3 -dihydro-7H -isobenzofuro- [4,5-
b][1,4]benzodioxepin-11-carbaldehido). En tal sentido, la presente investigacion tuvo
como objetivo, aislar y elucidar metabolitos secundarios del liquen Hypotrachyna
cirrhata del distrito de Churin.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales. - Se utilizo los materiales basicos de laboratorio (vasos, bagueta, matraces,
embudos, etc.), columnas cromatograficas (Sephadex, Silica gel), cromatofolios de Silica
gel Merck 60 (70-230 mesh) y recipientes de vidrio varios volimenes.

Reactivos. - Se utilizaron los siguientes reactivos: metanol (MeOH), acetato de etilo
(AcOEt), hexano (Hex), diclorometano (DCM), acetona (C3HsO) y etanol (EtOH), de
grado analitico se adquirieron de Merck, para los espectros de RMN H se utilizaron
solventes deuterados acetona (C3DsO) y cloroformo (CDClIs).

Equipos.- En los equipos se utilizé una balanza Analitica BOECO Germany BAS 31 de
precision 0,1 mg y capacidad 220 g, un molino Kinematica AG, maya 0.2 y fue
conservado a -20 °C, el sonicador ELMA, Alemania con Frecuencia: 35 kHz; Potencia =
500 W, Tiempo = 30 min y modo = barrer, rotavapor Heidolph Hei-VAP value, la
selladora al vacio Vacuubrand PC 3001 VARIOpro, una lampara UV con Luz UV 254-
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365 nm, el RMN 1H Espectrometro de Bruker Avance 400 MHz y el UHPLC-PDA-MS
Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 UHPLC sistema unido con un equipo Thermo
Q exactive focus

Recoleccion del liquen. - Se realizé en dos oportunidades, primero para su identificacion
el 13 de enero del 2019, y luego para su andlisis el 20 de abril del 2019, por el Dr. Olivio
Nino Castro Mandujano. El lugar de coleccion de la especie fue en el margen izquierdo
del rio Huaura a 500 m de la plaza de la Comunidad Campesina de Picoy (2258 msnm),
distrito de Churin, provincia de Oyon, del departamento de Lima.

Identificacién taxondémica. - Una muestra representativa se envio a la ciudad de
Arequipa, al herbario del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon, Herbario Sur Peruano
(HSP), para su identificacion taxondmica.

Secado y Molienda. - El secado se realizo en una estufa a 40°C por 3 dias, después de
ello se procedié a moler con un molino de casa, para luego pasarlo por una malla N° 20,
obteniendo finalmente, pequefias particulas que pesaban en total 600 gramos
aproximadamente!?,

Aislamiento de metabolitos

a) Extraccion. -A partir de 150 g de liquen seco y molido, se sbnico con
aproximadamente 700 mL de MeOH grado analitico, a 25°C durante 30 minutos, se filtro
y se reservo el filtrado, se adicion 500 mL de MeOH sobre la muestra y se repitio el
procedimiento unas 4 veces mas. Los extractos combinados de MeOH se concentraron a
sequedad con un rotavapor a 40°C (llamado Extracto EM)*?

EM (1,9 g) —————— Extracto Metanolico
= Solidos de la
o }Prmera Columna
Segunda Tercera
Columna Columna
s« | [= | [ | [ =

Figura 1. Separacion del extracto metandlico.
Donde: EM: Extracto Metanolico, E1: Solido 1, E2: Sélido 2, E3: Sélido 3, S1:
Subfraccién 1, S2: Subfraccion 2, S3: Subfraccién 3, S4: Subfraccion 4.
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b) Separacion y purificacion. - La separacion de los metabolitos secundarios,
provenientes del extracto EM (1,9 g), se realizd usando las diferentes técnicas
cromatograficas (CC y CCD), en varias etapas tal como lo podemos observar en la Figura
1, se empezd con la columna cromatografica de exclusion molecular, Sephadex LH-20,
con dimensiones acorde con la masa de la fraccion y fase moévil de acuerdo a las
necesidades, al final se obtuvo un solido puro después de aplicar su analisis de CCD, este
solido se le llam6 DB-HC-01. Luego, a partir de la subfraccion S2, tal como se muestra
en la Figura 2, se realiz6 otra CC, utilizando Silica gel como fase estacionaria, a una
proporcion 1:40 (g extracto: g silica) en medio de 400 mL de Hexano®?, después de varios
andlisis cromatograficos se encontrd un sélido puro denominado DB-HC-02.

S2

F1 F2

Figura 2. Separacion de la fraccion S2
Donde: S2: Subfraccion 2, F1: Subfraccion 1 de la cuarta columna,
F2: Subfraccion 2 de la cuarta columna.

583

Y
0

Figura 3. Separacion de la fraccion S3.
Donde: S3: Subfraccion 3, P1: Precipitado 1, F3: Subfraccion 3 de la quinta columna,
F4: Subfraccién 4 de la quinta columna

Por otro lado, se realizd una columna de silica gel de la subfraccion S3, utilizando silica
gel como fase estacionaria, a una proporcion 1:40 (g extracto: g silica) en medio de 400
mL de DCM. Luego, se procedid a realizar una placa en fase reversa MeOH-H,0 (1:1),
se observo un compuesto puro, el solido fue llamado DB-HC-03.

Los solidos DB-HC-01, DB-HC-02 Y DB-HC-03 que se obtuvieron de las diferentes
fases del proceso tuvieron que ser acondicionados previamente para ser enviados al
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analisis espectroscopico, para ello en un vial se pesoé una pequefia parte (<50 mg) del
componente separado y purificado de la muestra liquénica, se afiadié 5 mL de solvente
en el cual seré evaluado, luego se empled el rotavapor para secarlo durante 4 o 6 horas.
Una vez seco se diluye con 2 mL del solvente deuterado, con el cual sera evaluado, se
coloca 0,5 mL de la sustancia preparada con ayuda de una jeringa en un tubo de RMN
para ser posteriormente evaluado en el equipo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Identificacion taxonomica. - Este analisis botanico fue realizada por el Bidlogo Daniel
Ramos en las instalaciones del Herbario del Instituto Cientifico Michael Owen Dillon,
“Herbario Sur Peruano” (HSP) y la clasificacién taxondmica esta en la tabla 1 y en la
figura 4 tenemos imagenes del liquen.

Tabla 1. Clasificacion taxonomica del liquen

Reino Fungi

Division Ascomycota

Clase Lecanoromycetes
Subclase Lecanoromycetidae
Orden Lecanorales

Familia Parmeliaceae

Género Hypotrachyna

Especie Hypotrachyna cirrhata
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Figura 4. Liquen Hypotrachyna cirrhata (Fr.) Divakar, A. Crespo, Sipman, Elix &
Lumbsch. (1) Liquen en su ambiente natural, (2) Liquen seco.

Elucidacion estructural de metabolitos secundarios

a) Elucidacion estructural del compuesto DB-HC-01.- El compuesto DB-HC-01, es un
solido de color marrén claro, que presentaba solubilidad en cloroformo, acetona. Para el
analisis por RMN H se disolvio en CDCls, medido a una frecuencia de 400 MHz. en el
Espectrometro de Bruker Avance. En la Figura 5 se observa el espectro de RMN *H del
compuesto DB-HC-01, que presenta los siguientes datos: A campo alto (desplazamiento
menor) se pueden identificar los protones del grupo con menor desproteccion, el cual es
grupo metilo (—CHz) como singulete a 0,865 ppm que se encuentra en el rango normal ya
que estd muy apantallado por la larga cadena de metilenos a la que se encuentra unido.
La cadena de metilenos, muestra una sefial de singulete a 1,231 ppm, esta sefial muestra
una gran intensidad debido a la cantidad de protones que representa [22H, (CH2)11]; el
metileno unido a la cadena y al heterociclo (representado en la Figura 7 con el nimero 7)
presenta una sefial de 1,606 ppm, la cual se encuentra ligeramente desplazado de lo
normal debido a que se encuentra unido a un heterociclo. De manera inversa el
desplazamiento mayor se muestra a campos bajos y corresponde al que estd unido
heterociclo, el grupo metilideno (=CH), con su sefial mostrado por dos dobletes a 6,403
y a 5,973 ppm, siguiendo en este orden decreciente se muestra la sefial de un cuadruplete
a 4,772 ppm, que representa al proton unido al carbono 4 que posee mayor desproteccion
debido a la cercania del oxigeno del heterociclo.
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Figura 5. Espectro RMN H del compuesto DB-HC-01 en CDCls a 400 MHz.

Por Gltimo, la sefial del protén del carbono 3 se muestra como un quintuplete a 3.561
ppm, este desplazamiento es debido a que el protdn se encuentra en un entorno que
presenta una alta densidad electronica. En la Tabla 2, se toma en cuenta los datos
experimentales del *H RMN y se comparan con los datos tedricos del Acido
Protoliquesterinico obtenidos por Huneck & Yoshimura®® y Kumar et al.** de lo cual se
observan valores muy cercanos a los obtenidos experimentalmente, con lo cual podemos
afirmar que el compuesto DB-HC-01 se trataria del Acido Protoliquesterinico, cuya
estructura quimica lo observamos en la Figura 6.

Tabla 2. Comparacion del espectro RMN *H (400 MHz) del compuesto DB-HC-01
en CDClz y para el acido protoliquesterinico.

Desplazamiento 6 (ppm)
Acido protoliquesterinico
Compuesto Kumar et al.

. n L
DB-HC-01 ;gr,]\;ﬂ(z&c\g?z@g:é |139262. 31 201414 Descripcion
’ ' ' 276 MHz, CDCls
0,865 0,69 0.89 t, 3H, Me-19
1,231 1,26 1.3-1.2 m, 22H,-(CHz)11-
1,606 1,75 1.68 m, 2H, 1H, -CHz-7
3.561 3,60 - ddd, 1H,s,6H,H-3
4,772 4.84 4.81 q, 1H,H-4
5,973 6.03 6.03 d, 1H,H-5
6,403 6.39 6.43 d, 1H, H-5
- - 11.0 s, 1H,
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Figura 6. Estructura quimica propuesta para el compuesto DB-HC-01.

b) Elucidacién estructural del compuesto DB-HC-02.- EI compuesto DB-HC-02, es
un soélido de color amarillo oscuro, que presenta solubilidad con el cloroformo. En la
Figura 7 se muestra el espectro del compuesto del analisis por RMN *H que se disolvio
en CDCl3, analizando el espectro observamos que el compuesto pertenece al grupo de los
esteroles, ya que presenta los siguientes datos: A desplazamiento menor (campo alto) se
pueden identificar seis sefiales de los protones del grupo metilo (-CHs) con menor
desproteccién (cuatro del grupo metilo secundario y dos del grupo metilo terciario). Tal
como se observa en la Figura 8, ampliacion del espectro, para los grupos metilos
secundarios las sefiales son dobletes, los cuales se muestrana 0,796; 0,836; 0,901 y 0,980
ppm, de manera similar los grupos metilo terciarios muestran sefiales de singuletes a
0,822 y 0,883 ppm.
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Figura 7. Espectro RMN *H del compuesto DB-HC-02 en CDCls a 400 MHz.
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Figura 8. Ampliacion 1 del espectro RMN *H del compuesto HC-DB-02.

Si continuamos escalando a mayores desplazamientos, Ilegamos a campo intermedio, en
donde se apreci6 una sefial multiplete, de seis picos, a 3.951 ppm del hidrogeno en C-3,
los seis picos son debido a los cinco hidrdgenos cercanos al proton, uno de estos
hidrogeno unido a un oxigeno el cual genera una menor proteccion al proton (Ver Figura
9). A campos bajos, es decir a mayor desplazamiento, se observan dos dobletes a 5,131y
5,176 ppm, estas se encuentran casi juntas, debido al acoplamiento de dos hidrégenos,
adicionalmente estas sefiales nos comprobaron la presencia de hidrogenos vinilicos del
compuesto en posicion trans.

Por Gltimo, tal como se observa en la Figura 10 a campos muy bajos se muestran dos
dobletes a 6,212 y 6,474 ppm, estas sefiales sugirieron ser de hidrogenos que forman un
doble enlace, sin embargo, a diferencia de las sefiales precedentes estas estan mas
desplazadas debido a que se encuentran en una posicion muy cercana al radical
superoxido lo cual genera un entorno que presenta una alta densidad electrénica,
demostrando asi la presencia de una estructura de peroxido.
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Figura 9. Ampliacion 2 del espectro RMN *H del compuesto HC-DB-02.

En la Tabla 3, se toma en cuenta los datos experimentales del *H RMN y se comparan
con los datos tedricos del Peroxido de Ergosterol obtenidos por Huneck & Yoshimura®?,
Krzyczkowski et al.®® y Yang et al.2%, de lo cual a través del analisis espectrométrico se
observan once valores muy cercanos a los correspondientes, con lo cual podemos afirmar

que el compuesto HC-DB-02 se trataria del Peroxido de Ergosterol, cuya estructura
quimica lo observamos en la Figura 11.
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Figura 10. Ampliacion 3 del espectro RMN *H del compuesto HC-DB-02.
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Tabla 3. Comparacion del espectro RMN *H (400 MHz) del compuesto DB-HC-02
en CDCls y para el perdxido de ergosterol.

Desplazamiento é (ppm)

Peroxido de Ergosterol

Compuesto Krzyczkowski et al
DB-HC-02 Huneck & Yoshimura, 1996 J 200915 " Yangetal. 2019
60 MHz, CDCl5:CD3OD = 2:1 500 MHz, CDCla 400 MHz, CDCls
0,796 (3H, d, H-27) 0.82 (3H, s, 18) 0.80 (3H, d, H-27)
0,822 (3H, s, H-18) 0.82 (3H, d, 26) 0.81 (3H, s, H-18)
0,836 (3H, d, H-26) 0.83 (3H, d, 27) 0.83 (3H, d, H-26)
0.81-1.04 (6x-Me)
0,883 (3H, s, H-19) 0.89 (3H, s, 19) 0.89 (3H, s, H-19)
0,901 (3H, d, H-28) 0.91 (3H, d, 28) 0.90 (3H, d, H-28)
0,980 (3H, d, H-21) 1.00 (3H, d, 21) 1.00 (3H, d, H-21)
3,951 (1H, m, H-3) 3.96 (1H,m,H-3) 3.97 (1H, m, 3) 3.94 (1H, m, H-3)
5,131 (1H, dd, H-
5.15 (1H, dd, 23 5.14 (1H, dd, H-22
22) 5.15-5.22 ( ) ( )
- 2H,m,H-22,H-23
5176 (;;' ad, H ( ) 5.22 (1H, dd, 22) 5.22 (1H, dd, H-23)
6,212 (1H, d, H-7) 6.25 (1H, d, 6) 6.23 (1H, d, H-7)
HO 6.35 (2H,q,H-6,H-7)
6,474 (1H, d, H-6) 6.50 (1H, d, 7) 6.50 (1H, d, H-6)

¢) Elucidacién estructural del compuesto DB-HC-03.- ElI compuesto DB-HC-03, es un
solido de color marrén claro, soluble en acetona, medianamente soluble en metanol y
cloroformo. Para el anélisis por RMN H se disolvié en CD;COCDs, medido a una
frecuencia de 400 MHz. En el Espectrometro de Bruker Avance. En la Figura 12 se
observa el espectro de RMN H del compuesto DB-HC-3, que presento los siguientes
datos: A campo alto (desplazamiento menor) se pueden identificar los protones del grupo
con menor desproteccion, el cual es grupo metilo unido al anillo (—CHs) como singulete
a 2,680 ppm que se encuentra un poco desplazado hacia la izquierda de su rango normal,
esto debido a su proximidad con el aldehido. El hidroximetil (-CH20OH) muestra una sefial
a 4,757 ppm, esta sefial muestra un ligero desplazamiento debido los grupos alcoholes
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adyacentes; el proton unido al benceno presenta una sefial de singulete a 6,688 ppm, la
cual se encuentra dentro del rango normal. De manera inversa el desplazamiento mayor
se muestra a campos bajos y corresponde al grupo aldehido, (-CHO), con su sefial
mostrado por un singulete a 10,420 ppm, que posee mayor desproteccion debido al doble
enlace con el oxigeno y debido a que el protdn se encuentra en un entorno que presenta
una alta densidad electrdnica.

27

Figura 11. Estructura quimica propuesta para el compuesto DB-HC-02.

En la Tabla 4, se toma en cuenta los datos experimentales del *H RMN, los cuales se
comparan con los datos teoricos del 2-Hidroxi-4-metoxi-6-metilbenzaldehido y del 2,4-
Dihidroxi-6-metilbenzaldehido tomados del Huneck & Yoshimura®®y el 2,4-dihidroxi-3-
(hidroximetil)-6-metilbenzaldehido tomado de Doyon et al.*’, de lo cual se observan
valores tedricos cercanos a los correspondientes experimentales, con lo cual podemos
afirmar que el compuesto DB-HC-3 se trataria del 2,4-dihidroxi-3-(hidroximetil)-6-
metilbenzaldehido, cuya estructura quimica lo observamos en la Figura 13.
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Figura 12. Espectro RMN *H del compuesto DB-HC-03 en CDs:COCD: a 400 MHz.
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Figura 13. Estructura quimica propuesta para el compuesto DB-HC-03.

Tabla 4. Comparacion del espectro RMN H (400 MHz) del compuesto HC-DB-03
en CD:COCD: y para compuestos similares.

Desplazamiento o (ppm)
2-Hidroxi-4-metoxi-6- 2,4-dihidroxi-3-(hidroximetil)-6-
Compuesto metillbenzaldehido metilbenzaldehido
DB-HC-03 Huneck & Yoshimura, 19962 Doyon et al. 20197
(MHz, CDCls) 400 MHz, MeOD

12.60 (1H,s,-OH)

10.420 (s, 1H) 10.18 (1H,s,-CHO) 10.07 (s, 1H)
6.688 (s, 1H) 6.24 (2H,5,H-3,H-5) 6.26 (s, 1H)
4.757 (s, 2H) 3.79 (3H,5,0Me) 4.68 (s, 2H)
2.680 (s, 3H) 2.45 (3H,s,-Me) 2.50 (s, 3H)

CONCLUSIONES

Del liquen Hypotrachyna cirrhata (Fr.) Divakar, A. Crespo, Sipman, Elix & Lumbsch,
través del método espectroscopicos RMN-'H se identificé la estructura quimica del
compuesto HC-DB-01 como Acido Protoliquesterinico, la estructura quimica del
compuesto HC-DB-02 aislado, corresponde al peroxido de ergosterol y finalmente el
compuesto HC-DB-3 se determind la estructura del 2,4-dihidroxi-3-(hidroximetil)-6-
metilbenzaldehido.
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ABSTRACT

This study used the hydrogeochemical properties of surface waters surrounding a mining
project in Peru to compare them with the environmental quality standards established in
Supreme Decree 004-2017-MINAM, focusing on category 3 for vegetable irrigation and
animal drinking. Physical-chemical, inorganic, microbiological and parasitic parameters
were evaluated in lagoons and springs. The results determined the presence of slightly
alkaline deposits with a pH of 9.59 and slightly acidic deposits with a pH of 5.33, as well
as deposits with high content of iron, manganese, and zinc. To ensure the reliability of
the chemical analysis, an ionic balance of the main dissolved cations and anions was
performed. The Piper diagram determined the predominant calcic sulfate waters, as well
as the presence of a calcic bicarbonate water deposit. On the other hand, the Stiff diagram
determined sulfate (SO4%) as the predominant ion. This study concludes that the different
stations comply with the environmental quality standards, although deposits with high
levels of iron, manganese, and zinc were found in surface waters. Different treatments
were determined to control pH levels and to decrease the amount of such ions present.

Keywords: Environmental quality standards - Water quality - Piper diagram - Stiff
diagram - Surface waters
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ANALISIS HIDROGEOQUIMICO DE LA CALIDAD DE
AGUAS SUPERFICIALES EN UNA ZONA MINERA EN
EL FLANCO OESTE DE LA CORDILLERA
OCCIDENTAL DE LOS ANDES

RESUMEN

Este estudio utiliz las propiedades hidrogeoquimicas de las aguas superficiales que
rodean un proyecto minero en Perl, para compararlas con los estandares de calidad
ambiental establecidos en el Decreto Supremo 004-2017-MINAM, centrandose en la
categoria 3 para riego de vegetales y bebida para animales. Se evaluaron parametros
fisico-quimicos, inorganicos, microbioldgicos y parasitarios en lagunas y manantiales.
Los resultados determinaron la presencia de depdsitos ligeramente alcalinos con un pH
de 9.59 y depdsitos ligeramente acidos con un pH de 5.33, asi como depositos con alto
contenido de hierro, manganeso y zinc. Para garantizar la fiabilidad del analisis quimico,
se realiz6 un balance ionico de los principales cationes y aniones disueltos. El diagrama
de Piper determin0 la predominancia de aguas sulfatadas calcicas, asi como la presencia
de un deposito de agua bicarbonatada célcica. Por otro lado, el diagrama de Stiff
determind que el ion sulfato (SO4%) era predominante. Este estudio concluye que las
diferentes estaciones cumplen con los estandares de calidad ambiental, aunque se
encontraron depdsitos con altos niveles de hierro, manganeso y zinc en las aguas
superficiales. Se determinaron diferentes tratamientos para controlar los niveles de pH 'y
disminuir la cantidad de dichos iones presentes.

Palabras clave: Estandares de calidad ambiental - Calidad del agua - Diagrama de Piper
Diagrama de Stiff - Aguas superficiales.

INTRODUCTION

The mining industry is the main economic activity in Peru, contributing to the country's
industrial development and economic growth. However, mining can also have adverse
environmental impacts that affect water quality?. Inadequate management of mining
wastewater and tailings can alter nearby rivers and streams, affecting the quality of
surface water resources and the quality of life of nearby populations® #. Therefore, the
development of water quality studies is important to verify compliance with mining water
quality control regulations in accordance with each country's current legislation

Hydrogeochemistry is the study responsible for evaluating the quality of water based on
its chemical composition and interaction with geology and mineralization of the area®. In
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the mining context, hydrogeochemistry allows us to evaluate how mining processes affect
the quality and quantity of water, as well as the development of measures to prevent
detrimental effects on water resources®. Therefore, the development of such studies will
be key to promoting responsible and sustainable mining in relation to water.

Water is a fundamental resource for the quality of life of both humans and other living
beings. To guarantee its safety, it is essential to control various parameters that determine
its quality and possible uses in society. In this context, hydrogeochemical studies fulfill
an important role in determining the quality and identifying possible sources of
contamination” &, The pH level of water can have a significant impact on its use for
agriculture and flood irrigation, as a pH that is too high or low can cause soil acidification
or alkalization, which can make it infertile® 1°. The dispersion of heavy metals in mining
areas towards water resources can be a threat to water quality and human health since
these metals can eventually be introduced into the human body through consumption
when in suspension!l. In relation to these studies, this paper aims to carry out a
hydrogeochemical analysis of surface waters in a polymetallic mining zone in central
Peru, to identify and evaluate possible adverse effects on water quality generated by
mining activity in the area. Additionally, the results obtained will be compared with the
standards established by Peruvian Regulation Supreme Decree 004-2017-MINAM,
which sets the parameters for water quality*?.

EXPERIMENTAL SECTION

The polymetallic mine area belongs stratigraphically to the Cretaceous sedimentary basin,
where thick Cretaceous sediments are distributed throughout the area, forming three well-
defined horizons. The lower part is composed of clastic rocks such as siliceous
sandstones, limestones, and shales. The middle part is composed of calcareous rocks
associated with dolomites and shales, and the upper part contains red layers. The
mineralization of the deposit is a hydrothermal replacement, made up of zinc, lead, silver,
and copper minerals. On the surface, mineralization appears in the form of iron and
manganese oxides, resulting from the oxidation of primary sulfides, mainly composed of
sphalerite, marmatite, and subordinately galena and chalcopyrite.

The operational area is located on the western flank of the Andean Western Cordillera, at
an altitude ranging from 4500 to 5000 meters above sea level. The topography shows a
glacial landscape, where remnants of ancient activity can be observed, such as moraine
deposits on both sides of the natural channels or courses of the lagoons.

For the collection of surface water samples, parameters were measured in the field at 8
control points corresponding to stations (MS-01, MS-02, MS-03, MS-04, MS-05, MS-06,
MS-07, and MS-08). The location of the sampling was recorded by a portable GPS from
the brand GARMIN, see Figure 1. Field instruments were used to measure the pH (pH
meter), electrical conductivity (conductivity meter), and temperature (thermometer) from
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the brand EXTECH. To evaluate salinity, total dissolved solids, and other chemical
elements, such samples were sent to an accredited quality laboratory in Peru.

306590

342000

8821200

8822000

881302

COORDINATES
Samples East North
MS-01 308422.1 | 8811343.6
MS5-02 309250.4 | 8809953.6
MS-03 309668.1 | 8809550.3
MS-04 314614.1 | 8823595.7
MS-05 311060.9 8806798.9
MS-06 310099.4 | 8808275.4
MS-07 311077.9 | 8806738.7
MSs-08 310727.9 | 8807303.1

8815000

8814000

8814000

881000

880802

Figure 1. Location and Study Samples

For the development of the present hydrogeochemical study, the necessary graphs were
prepared to understand the chemical composition present in surface waters and the
influence of the terrain on their quality, for which the Piper and Stiff diagram methods
were used. In this regard, the results obtained from the analysis of water samples were
represented by the Piper and Stiff diagrams using RockWorks v2022 software. The Piper
diagram is a graphical representation of the chemistry of water samples, where the present
cations and anions are shown through separate ternary graphs, and both ternary graphs
are projected onto a central diamond. This graphical representation allows for identifying
hydrogeochemical groups and interpreting some chemical processes represented by the
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data set being analyzed® 4. On the other hand, the Stiff diagram represents different
types of water and their degrees of mineralization in the form of polygons through three
horizontal axes, with the cations located to the left of the diagram and the anions to the
right. This diagram allows appreciating the values of the ionic relationships with respect
to unity and the variation of the relationships between cations and anions of a sample®®.

RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Electrical Conductivity

The electrical conductivity of water occurs due to the presence of dissolved ions in its
composition (Na*, Ca?*, K*, Mg?', CI, SO.%, NOs* , COs%, and PO.*), which acts as
conductive charges. The greater the presence of these ions, the greater the conductivity
present. Additionally, the temperature of these ions will drastically affect the
measurement of conductivity, since higher temperatures lead to greater resistivity,
resulting in lower conductivity®®. In relation to the above, the in-situ data obtained for
electrical conductivity were taken at a temperature lower than 16.2°C, with a maximum
value of 1105 uS/cm corresponding to the MS-06 station and a minimum value of 129
puS/cm corresponding to the MS-07 station, see Figure 2.
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700.00 3.28% 3.00%

2.50%
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100.00 0.00%
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Control Stations

1.00%

Electrical Conductivity (uS/cm)
Coefficient of Variation (%)

Figure 2. Electric Conductivity Results

The MS-03 and MS-04 stations show a different trend compared to the others due to the
data collection at the MS-04 station was conducted at a point distant from the other
stations, allowing for comparison with an environmentally balanced area. On the other
hand, the MS-03 station is being taken as a reference point of the other stations near the
mining zone. This comparison allows us to quantify and compare the details related to
mining activity in relation to the surrounding water resources of the area.

Rev Soc Quim Pert. 89(1) 2023



Hydrogeochemical analysis of surface water quality in a mining area... 35

3.2pH

The results obtained from the field analysis indicate pH values that vary from slightly
acidic to slightly alkaline, with a minimum pH value of 5.33 corresponding to station MS-
05 and a maximum value of 9.59 corresponding to station MS-08, see Figure 3. According
to the Supreme Decree 004-2017-MINAM corresponding to Category 3, for vegetable
irrigation, the limits for pH are between 6.5 - 8.5. Comparing it based on the data obtained
at the 8 stations, it can be observed that stations MS-05 and MS-08 are outside the
permissible limits. Additionally, Category 3 for animal drinking water establishes a pH
between 6.5 - 8.4, and based on the data obtained, stations MS-05 and MS-08 are also
outside the established limits.

12.00 1.14% 1.20%

~

10.00 1.00%

8.00 0.80%
0.60%

0.40%

0.20%

Coefficient of Variation (%

0.00%
MS-01 MS-02  MS-03  MS-04 MS-05 MS-06 MS-07 MS-08

Control Stations

Figure 3. pH Results

3.3 Total Dissolved Solids (TDS)

The data obtained in the field for this parameter indicate a minimum value of 142 ppm,
corresponding to station MS-01, and a maximum value of 905 ppm, corresponding to
station MS-05, see Figure 4. Close monitoring of TDS is necessary because at high levels,
they can cause scaling and corrosion when used*" %8,
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Figure 4. Results of Total Dissolved Solids (TDS)

3.4 Salinity

The salinity parameter in the field had a minimum value of 100 ppm, corresponding to
station MS-01, and a maximum value of 647 ppm, corresponding to station MS-07, see
Figure 5. The control of this parameter is of vital importance to avoid significant damage
to the soil, since high concentration of salt affect the quality of vegetation and organic
matter in the area®®.
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Figure 5. Results of Salinity
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3.5 Temperature

The results obtained from the temperature field measurements vary from 8.1°C
corresponding to station MS-05, to 16.2°C corresponding to station MS-07, see Figure 6.
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Figure 6. Temperature Results

3.6 lonic Balance

lonic balance is an indicative parameter that establishes that there must be a balance
between the chemical components of water, where cations and anions must be in the same
proportions. In addition, the result of the ionic balance will determine the quality of the
chemical analysis?® 2!, For this purpose, a maximum allowable percentage of error is
established, which is determined by the following formula.

(X Cations — Y, Anions) * 100
(X Cations + Y, Anions)

Error (%) =

The allowed error varies depending on each author, but generally ranges from +5% to a
maximum of +10%%2% 23, The variability in terms of the percentage of error is mainly
caused by the presence of minor ions that are not evaluated in the chemical analysis. The
results of the chemical analysis for the different stations indicate a maximum error
percentage in station MS-07 with -53.30% and a minimum error percentage in station
MS-08 with -2.63%. Thus, station MS-01 with a result of -8.73% is the only one that falls
within the permissible limit, see Table 1. This does not mean that the other stations do
not have reliable chemical analyses, but the presence of minor ions causes this variability
when developing the corresponding chemical analyses.
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Table 1. Results of lonic Balance

Ca* Mg?* Na* K* HCOs SO4* Cr
M.W. 40.08 2431 22.99 39.1 61.02 96.06 34.45
MS-01 26.80 4.66 2.00 0.40 79.00 31.00 8.00
mmole/I 0.67 0.19 0.09 0.01 1.29 0.32 0.23
meg/| 1.34 0.38 0.09 0.01 1.29 0.65 0.23
Ymeq/1 1.82 2.17
Error (%) -8.731
MS-02 33.50 6.29 1.60 0.60 49.00 124.00 12.00
mmole/l 0.84 0.26 0.07 0.02 0.80 1.29 0.34
meq/I 1.67 0.52 0.07 0.02 0.80 2.58 0.34
Ymeq/1 2.27 3.72
Error (%) -24.163
MS-03 50.00 12.64 0.90 1.50 14.00 297.00 18.00
mmole/I 1.25 0.52 0.04 0.04 0.23 3.09 0.51
meg/| 2.50 1.04 0.04 0.04 0.23 6.18 0.51
Y meq/1 361 6.92
Error (%) -31.409
MS-04 43.70 8.24 2.60 0.60 - 69.00 8.00
mmole/I 1.09 0.34 0.11 0.02 - 0.72 0.23
meq/I 2.18 0.68 0.11 0.02 - 1.44 0.23
>'meq/1 2.99 1.66
Error (%) 28.493
MS-05 50.00 14.85 4.50 6.00 0.99 527.00 4.00
mmole/I 1.25 0.61 0.20 0.15 0.02 5.49 0.11
meg/| 2.50 1.22 0.20 0.15 0.02 10.97 0.11
Ymeq/l 4.07 11.10
Error (%) -46.386
MS-06 50 12.99 25.30 5.80 - 571.00 8.00
mmole/I 1.25 0.53 1.10 0.15 - 5.94 0.23
meq/I 2.50 1.07 1.10 0.15 - 11.89 0.23
>'meq/1 481 12.11
Error (%) -43.137
MS-07 50.00 14.01 9.90 10.80 0.99 675.00 8.00
mmole/I 1.25 0.58 0.43 0.28 0.02 7.03 0.23
meg/I| 2.50 1.15 0.43 0.28 0.02 14.05 0.23
> meq/1 4.35 14.30
Error (%) -53.304
MS-08 50.00 6.26 4.00 5.30 - 164.00 3.00
mmole/I 1.25 0.26 0.17 0.14 - 1.71 0.08
meg/| 2.50 0.52 0.17 0.14 - 3.41 0.08
>'meq/1 3.32 3.50
Error (%) -2.634

3.7 Piper Diagram

The Piper diagram represents, through a graph, the chemical compounds of water
samples, where cations and anions are shown in separate ternary graphics, which, through
their projection, are graphed on a diamond in the center of the diagram?. In each ternary
graph, there is a representation of the main ions, in the case of cations (Na*, Ca?* K*, and
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Mg?*) and for anions (CI-, SO4%, CO3%, and HCOs'), where their intersection indicates
the representation of the complete chemical composition of the water sample?®. Its
function is to visualize the possible mixtures between different types of water, as well as
to understand the present geochemical evolution of the site?.

As shown in Figure 7, the predominant water type for stations MS-02 to MS-08 is calcic
sulfate water, due to the high presence of sulfate ions in the different stations, while
station MS-01 is classified as calcic bicarbonate water, due to the bicarbonate present in
that station.

O Ms-01
® VS-02
O Ms-03
MS-04
O Ms-05
MS-06
® MS-07
MS-08

[~ 1,000.0
[~ 2,000.0
[~ 3,000.0
[~ 4,000.0
~ 5,000.0

<
=]
L

Total Dissolved Solids
(Parts Per Million)

80 60 40 20

Ca A Na+K HCO3+CO 3 — Cl
Calcium (Ca) Chloride (Cl)
CATIONS %meq/ ANIONS

Figure 7. Location of Surface Waters on the Piper Diagram

3.8 Stiff Diagram

The Stiff diagram represents graphically the ionization present in the chemical
composition of the water where the anions are located on the left side of the graph and
the cations on the right?”. The graph allows us to identify the amount of ions and cations
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present, by forming a polygon resulting from the union of the negative and positive ion
ends?®. The Stiff diagram is useful for visualizing the ions and their distribution, making
it a widely used tool for identifying possible sources of contamination or the geology of
the site®.

In Figures 8 and 9, we can see the anions and cations for each station, according to the
provisions of Supreme Decree 004-2017-MINAM. All stations are below the
Environmental Quality Standards established in Category 3, both for vegetable irrigation
and animal drinking. The results of the Stiff diagram show that the predominant ions for
station MS-01 are calcium and bicarbonate, while for the other stations, the predominant
ions are calcium and sulfate.

The high presence of bicarbonates in the MS-01 stations may be a result of the weathering
of carbonate rock minerals, as well as the weathering and dissolution of clastic and
calcareous rocks that make up the lithology of the study area®. On the other hand, for the
other stations, the high presence of sulfate may be a result of the oxidation of minerals
such as sphalerite, chalcopyrite, and marmatite, which are present in the study area3" 32,

Cations medq/l Anions
15

S04

Figure 8. Stiff Diagram for stations MS-01 to MS-06
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Figure 9. Stiff Diagram for stations MS-07 and MS-08

3.9 Results and Discussions of Chemical Analysis

In accordance with the provisions of Supreme Decree 004-2017-MINAM, a comparison
was made between the data obtained at each station and the limits established in Category
3 of the aforementioned decree, for physical, chemical, and microbiological parameters
as well as parasitic ones, see Tables 2 and 3.

Regarding pH, the decree establishes a limit between 6.5-8.4, and stations MS-05 and
MS-08 exceed these permissible limits with a pH of 5.33 and 9.59, respectively. This
indicates that the water at the first-mentioned station is slightly acidic, while the water at
the second station is slightly alkaline.

In both cases, appropriate treatment is required to neutralize them. For station MS-05,
which has slightly acidic water, treatment with calcium carbonate (CaCO3) or slaked lime,
or calcium hydroxide (Ca(OH)2) can be performed, as both additives are effective in
neutralizing acidic water. In the case of station MS-08, which has slightly alkaline water,
acidification treatment can be carried out using sulfuric acid (H2SO4) or hydrochloric acid
(HCI) to reduce pH and neutralize alkalinity®3.

Regarding the inorganic parameters evaluated, stations MS-05 and MS-06 exceed the
permissible limit for iron, which is 5 mg/l, with values of 21.9 and 32.4 mg/I, respectively.
Excess iron in water must be treated using methods that oxidize iron, such as treatment
with potassium permanganate (KMnOg), or with products like chlorine, which also
oxidize iron, followed by removal through filtration or decantation.

In the case of manganese, stations MS-03, MS-05, MS-06, and MS-07 exceed the
permissible limit of 0.2 mg/l, with values between 1.22 and 1.83 mg/l. Treatment for this
chemical element is similar to that for iron, using potassium permanganate (KMnQ4) to
oxidize the manganese and remove it through filtration.

Finally, we have zinc, which has a permissible limit of 2 mg/I for vegetable irrigation and
24 mg/I for animal drinking. All stations except MS-01, MS-04, and MS-08 exceed the
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permissible limit, with values between 2.08 and 6.01 mg/I. Treatment for this element is
generally carried out through chemical precipitation. The chemicals used for this process
depend on the characteristics of the water, with the most common being calcium
hydroxide (Ca(OH)2), calcium sulfate (CaSO.), sodium hydroxide (NaOH), and
aluminum sulfate (Al2(SO4)s3), followed by filtering the zinc

For other physical, chemical, inorganic, microbiological, and parasitological parameters,
the stations are below the permissible levels or those established in Supreme Decree 004-
2017-MINAM for Category 3, both for vegetable irrigation and animal drinking.

Table 2. Chemical Analysis Results for Stations MS-01 to MS-04

D2: Animal
D1: Vegetable Irrigation Drinking Surface Water Samples
Water
Parameters Unit of Unrestricted Restricted Animal
Measurement  Irrigation Irrigation Drinking MS-  MS-
Water (c) Water Water MS-01 MS-02 04
PHYSICAL - CHEMICAL PARAMETERS
Bicarbonates mg/l 518 faled 79 49 14 -
Chlorides mg/I 500 *x 8 12 18 8
Conductivity (uS/cm) 2500 5000 203 286 630 344
Nitrates (NO3"-
Nitrite’:)(NOz' i mg/I 100 100 0.09 0.09 04  0.09
N)
HT(;):(?S;:‘I(SL) Unidad de pH 65-85 65-84 823 82 732 833
Sulfates mg/l 1000 1000 31 124 297 69
Temperature °C A3 A3 124 143 117 101
INORGANIC PARAMETERS
Barium mg/I 0.7 x* 0.025 0.028 0.025 0.033
Boron mg/I 1 5 0.09 0.09 0.09 0.09
Copper mg/I 0.2 05 0.002 0.006 0.025 0.002
Iron mg/l 5 falad 0.09 0.09 0.2 0.2
Lithium mg/I 25 25 0.009 0.009 0.009 0.009
Magnesium mg/l w* 250 4.66 6.29 1264 8.24
Manganese mg/l 0.2 0.2 0.019 0.215 1.22 0.001
Lead mg/l 0.05 0.05 0.003 0.003 0.003 0.003
Zinc mg/I 2 24 0.004 2.08 6.01 0.055

MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL PARAMETERS
Thermotolerant

. MPN/100ml 1000 2000 1000 1.79 1.79 1.79 1.79
Coliforms

(a): For clear waters. No abnormal changes (for waters that present natural coloration).
(b): After simple filtration. (c): For the irrigation of public parks, sports fields, green
areas, and ornamental plants, only the microbiological and parasitological parameters of
the unrestricted irrigation type apply. A 3.00: means a variation of 3 degrees Celsius with
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respect to the multi-year monthly average of the evaluated area. The symbol ** within
the table means that the parameter does not apply to this Subcategory. Parameter values
are reported in total concentrations unless otherwise indicated.

Source: Adapted from MINAM?*?,

D2: Animal

D1: Vegetable Irrigation Drinking Water

Surface Water Samples

Parameters Unit of U.nre-stricted Res-tric-ted Animal Drinking
Measurement Irrigation Water Irrigation Water MS-05 MS-06 MS-07  MS-08
(c) Water
PHYSICAL - CHEMICAL PARAMETERS
Bicarbonates mg/I 518 *x 0.9 - 0.9 -
Chlorides mg/l 500 el 4 8 8 3
Conductivity (uS/cm) 2500 5000 1022 1105 129 456
':I'Ii:?tt:ss ((NNS;- ) ::l')) mgll 100 100 11 1.9 21 0.4
Hfgfsgz'na'(::') Unidad de pH 6.5-85 6.5-8.4 5.33 698 692 959
Sulfates mg/l 1000 1000 527 571 675 164
Temperature °C A3 A3 8.1 8.7 16.2 13.2
INORGANIC PARAMETERS
Barium mg/l 0.7 ** 0.018 0.016 0.032 0.05
Boron mg/I 1 5 0.09 0.09 0.09 0.09
Copper mg/I 0.2 0.5 0.132 0.033 0.024 0.002
Iron mg/l 5 ** 21.9 32.4 3.1 05
Lithium mg/I 25 25 0.01 0.009 0.009 0.01
Magnesium mg/l il 250 14.85 12.99 14.01 6.26
Manganese mg/I 0.2 0.2 1.764 1.56 1.83 0.077
Lead mg/I 0.05 0.05 0.045 0.016 0.011 0.003
zZinc mg/I 2 24 6.01 6.01 6.01 0.06

MICROBIOLOGICAL AND PARASITOLOGICAL PARAMETERS
Thermotolerant

. MPN/100ml 1000 2000 1000 1.79 1.79 1.79 1.79
Coliforms

Table 3. Chemical Analysis Results for stations MS-05 to MS-08

(a): For clear waters. No abnormal changes (for waters that present natural coloration).
(b): After simple filtration. (c): For the irrigation of public parks, sports fields, green
areas, and ornamental plants, only the microbiological and parasitological parameters of
the unrestricted irrigation type apply. A 3.00: means a variation of 3 degrees Celsius with
respect to the multi-year monthly average of the evaluated area. The symbol ** within
the table means that the parameter does not apply to this Subcategory. Parameter values
are reported in total concentrations unless otherwise indicated.

Source: Adapted from MINAM?*?,
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CONCLUSIONS

The results of the comparison between the physico-chemical parameters and the
permissible limits of Supreme Decree 004-2017-MINAM were positive, since the decree
establishes a permissible limit for pH based on category 3, for vegetable irrigation of 6.5-
8.4 and for animal drinking of 6.4-8.4. All stations comply with this established limit,
except for stations MS-05 and MS-08, which have a pH of 5.33 and 9.59, respectively.

Station MS-05, with a pH of 5.33, would be classified as slightly acidic and requires
treatment to neutralize it. For this, the use of calcium carbonate (CaCQOs3) or lime slurry
or calcium hydroxide (Ca(OH)2) is recommended to neutralize the acidity of the water.
On the other hand, station MS-08, with a pH of 9.59, would be classified as slightly
alkaline, for which acidification treatment is recommended using sulfuric acid (H2SO4)
or hydrochloric acid (HCI) to reduce the pH and neutralize the alkalinity. Regarding other
evaluated physicochemical parameters such as electrical conductivity, salinity,
temperature, and total dissolved solids, all evaluated stations comply with the permissible
limits established in the Supreme Decree.

The elaboration of the Piper diagram allowed us to classify the types of water present in
the different stations, resulting in the predominance of calcium sulfated water, and for
station MS-01, calcium bicarbonate water. On the other hand, the Stiff diagram allowed
us to observe the predominant ions in each station, resulting in sulfate (SO4%) as the
predominant ion and for station MS-01, the predominance of bicarbonate (HCOz).
Regarding the evaluation of inorganic parameters and what is established in the Supreme
Decree, the most outstanding ions were evaluated, such as barium, boron, copper, iron,
lithium, magnesium, manganese, lead, and zinc, for which high levels of iron, manganese,
and zinc content were found.

For iron, stations MS-05 and MS-06 exceed the permissible limits of 5 mg/I, with values
of 21.9 and 32.4 mg/l, respectively. It is recommended to treat the water with potassium
permanganate (KMnOa) or with products such as chlorine to oxidize the iron, and then
remove it through filtration or decantation.

In the case of manganese, stations MS-03, MS-05, MS-06, and MS-07 are above the
established limits of 0.2 mg/l, with values between 1.22 and 1.83 mg/I. For this, the use
of potassium permanganate (KMnOa) is recommended to oxidize the manganese and
eliminate it through filtration.

Finally, zinc, which establishes permissible limits of 2 mg/I for vegetable irrigation and
24 mg/I for animal drinking, all stations except MS-01, MS-02 and MS-08, exceed the
permissible limit, with values between 2.08 and 6.01 mg/l. It is recommended to carry
out treatment through chemical precipitation, using chemical elements based on the water
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characteristics, such as calcium hydroxide (Ca(OH).), calcium sulfate (CaSOs), sodium
hydroxide (NaOH), and aluminum sulfate (Al2(SQOa4)3), then proceed with zinc filtration.

For the case of other inorganic elements, as well as microbiological and parasitological
parameters, the stations are within the established permissible limits.

In conclusion, the water resources in this study show acceptable values according to the
environmental quality standards established in Supreme Decree 004-2017-MINAM.
However, they can still be used for vegetable irrigation and animal drinking, with proper
treatment to minimize or control the values of the exceeded parameters, such as pH and
the concentration of iron, manganese, and zinc.
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POLIFENOLES Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DEL
EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE HOJAS DE
PETROSELINUM CRISPUM (MILL) FUSS Y SU
APLICACION EN UNA CREMA DERMOCOSMETICA

Jorge Rojas Valdivia*?, Américo Jorge Castro-Luna®, Norma Julia Ramos-Cevallos®,
Donald Ramos-Perfecto®, Mario Alcarraz-Curi?, Jacqueline Segura-Vasquez®, Danny
Céceres-Antaurco®

RESUMEN

El Petroselinum crispum (Mill) Fuss es una hierba aromatica que contiene diversos
compuestos fitoquimicos, entre los que se destaca los polifenoles; asimismo, se le
atribuye propiedad antioxidante. El objetivo fue evaluar el contenido de compuestos
fenolicos, la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss y la elaboracion de una crema dermocosmética. La determinacion de
polifenoles se realizo aplicando el método in vitro de Folin Ciocalteu y; la captacion de
radicales libres, por los métodos DPPH" y ABTS'+. El extracto hidroalcohdlico obtuvo
un rendimiento de 3,94 % y mediante un screening fitoquimico se confirmo la presencia
de compuestos fendlicos, flavonoides, terpenos, lactonas y antraquinonas. Se obtuvieron
como resultados: 4,33 + 0,0162 mg EAG/g de compuestos fendlicos y valores TEAC-
DPPH" y ABTS+ de 6,4322 mg Trolox®/g y 40,8511 mg Trolox®/g de extracto,
respectivamente. Los valores de IC50 fueron 396,27 y 111,53 pg/ml, (p < 0,05). El
extracto present6 actividad antioxidante baja en comparacion con el estdndar Trolox®.
Se elaboraron cremas dermocosmeéticas con el extracto hidroalcohdlico del Petroselinum
crispum (Mill) Fuss a concentraciones del 1%, 2% y 4%. Se confirmo que la actividad
antioxidante se mantuvo para la crema de concentracion intermedia (2%), con un TEAC
= 1,05 mg Trolox®/g crema 2%. Presentando diferencias significativas entre las cremas
de concentraciones 1%, 2% y 4%., aplicando el método de Tukey con un nivel de
confianza del 95% (p < 0,05).

Palabras clave: Petroselinum crispum (Mill) Fuss, actividad antioxidante, extracto
hidroalcohdlico, crema dermocosmética..
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POLYPHENOLS AND ANTIOXIDANT ACTIVITY OF THE
HYDROALCOHOLIC EXTRACT OF PETROSELINUM CRISPUM
(MILL) FUSS LEAVES AND ITS APPLICATION IN A
DERMOCOSMETIC CREAM

ABSTRACT

Petroselinum crispum (Mill) Fuss is an aromatic herb that contains various phytochemical
compounds in its aerial parts, among which polyphenols stand out; likewise, it is
attributed antioxidant property. The objective was to evaluate the content of phenolic
compounds, the antioxidant activity of the hydroalcoholic extract of Petroselinum
crispum (Mill) Fuss and the preparation of a dermocosmetic cream. The determination of
polyphenols was carried out applying the in vitro method of Folin Ciocalteu and; the
uptake of free radicals, by the DPPHe and ABTS<+ methods. The hydroalcoholic extract
obtained a yield of 3.94 % and through a phytochemical screening the presence of
phenolic compounds, flavonoids, terpenes, lactones and anthraquinones was confirmed.
The following results were obtained: 4.33 £ 0.0162 mg EAG/g of phenolic compounds
and TEAC-DPPHes and ABTSe+ values of 6.4322 mg Trolox®/g and 40.8511 mg
Trolox®/g of extract, respectively. The IC50 values were 396.27 and 111.53 pg/ml, (p <
0.05). The extract presented low antioxidant activity compared to the Trolox® standard.
Dermocosmetic creams were made with the hydroalcoholic extract of Petroselinum
crispum (Mill) Fuss at concentrations of 1%, 2% and 4%. It was confirmed that the
antioxidant activity was maintained for the intermediate concentration cream (2%), with
a TEAC = 1.05 mg Trolox®/g 2% cream. Presenting significant differences between the
1%, 2% and 4% concentration creams, applying the Tukey method with a confidence
level of 95% (p < 0.05).

Key words: Petroselinum crispum (Mill) Fuss, antioxidant activity, hydroalcoholic
extract, dermocosmetic cream.

INTRODUCCION

Los recursos naturales del Pert y su biodiversidad permiten encontrar y estudiar plantas
con propiedades medicinales, entre las cuales tenemos a las hierbas aromaticas como el
Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” que contienen diversos compuestos
fitoquimicos entre los que destacan los flavonoides (apiina, luteolina, apigenina y algunos
glucosidos), aceites esenciales (apiol y miristicina)!, terpenos, sesquiterpenos y
fenilpropanos, a los que se les atribuyen propiedades antibacterianas, antivirales,
antitumorales, antiinflamatorias y antioxidantes®*, cumarinas (bergapteno, imperatorina,
xantotoxina, trioxaleno y angelicina)®, también contiene apreciables cantidades de
vitaminas C y E, minerales como fésforo, hierro, calcio y azufre?,
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En la naturaleza existe una amplia variedad de compuestos que presentan una estructura
molecular caracterizada por la presencia de uno o varios anillos fendlicos. Estos
compuestos podemos denominarlos polifenoles. Se originan principalmente en las
plantas, que los sintetizan en gran cantidad, como producto de su metabolismo
secundario. Algunos son indispensables para las funciones fisioldgicas vegetales, otros
participan en funciones de defensa ante situaciones de estrés y estimulos diversos
(hidrico, luminoso, etc.). Los principales grupos de polifenoles son: acidos fenolicos
(derivados del acido hidroxibenzoico o del &cido hidroxicinamico), estilbenos, lignanos,
alcoholes fendlicos y flavonoides®. La biosintesis de los polifenoles como producto del
metabolismo secundario de las plantas tiene lugar a través de dos importantes rutas
primarias: la ruta del acido siquimico y la ruta de los poliacetatos®. Los antioxidantes son
componentes necesarios para proteger a las células del envejecimiento causado por
moléculas inestables conocidas como radicales libres’. Los antioxidantes, de acuerdo con
su funcion, se pueden dividir en primarios y secundarios o naturales y sintéticos. Los
primarios comprenden minerales tales como: selenio, cobre, hierro, zinc, manganeso,
vitaminas C, E y fitoantioxidantes. Las funciones de los antioxidantes secundarios son la
captura de las especies reactivas de oxigeno (ROS) y la terminacion de la reaccion en
cadena®. Las plantas también tienen que protegerse del sol; por lo cual tienen un mejor
mecanismo de defensa para evitar oxidarse y morir, debido a que son incapaces de
moverse para evitar la luz solar. Asi tenemos que, la mayoria de las plantas sintetizan
vitaminas C y E, ademas de compuestos fendlicos como flavonoides, los cuales son
poderosos antioxidantes®.

El perejil, perteneciente a la familia Apiaceae, ha sido objeto de diversos estudios que
resaltan su importancia debido a los avances en la investigacion del andlisis quimico.
Diversos estudios han demostrado que las plantas de la familia Apiaceae son
prometedoras fuentes de compuestos bioactivos naturales, los cuales podrian resultar
atiles en la industria farmacéutica, alimentaria y cosmética. Esto se debe a la presencia
de aceites esenciales y componentes bioactivos en los extractos crudos de estas plantas,
los cuales poseen propiedades antioxidantes y antimicrobianas. Estas propiedades
respaldan su uso tradicional como remedios caseros y justifican la necesidad de llevar a
cabo investigaciones adicionales para desarrollar métodos industriales eficaces y
ecoldgicos 1°.

El Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” es una planta herbacea de olor penetrante.
Es nativa de la region mediterranea. Ha sido introducida y cultivada en muchas partes del
mundo debido a los efectos medicinales que se le atribuyen, tales como: antiséptico,
estimulante, emenagogo, antiespasmadico, carminativo, estomaquico y su accion sobre
la fibra uterina. La hierba fresca es ampliamente utilizada en el arte culinario. Gran parte
de su uso se debe a su contenido de aceite esencial, que le brinda un aroma caracteristico®*.
Se han identificado varios compuestos activos en el perejil que le confieren una amplia
gama de actividad farmacoldgica, que incluye propiedades antioxidantes,
hepatoprotectoras, protectoras del cerebro, antidiabéticas, analgésicas, espasmoliticas,
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inmunosupresoras y antiplaquetarias*?. Sin embargo, en nuestro medio, no se tienen
muchos estudios sobre la cuantificacion de compuestos polifendlicos y evaluacion de la
actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico de Petroselinum crispum (Mill) Fuss.
Sobre esta base se decidié investigar para obtener y brindar mayor informacion para
estudios posteriores y aplicaciones que puedan considerarlo como un recurso natural
frente a productos que requieran una capacidad antioxidante para algin tratamiento
dermocosmeético.

Se ha trazado como objetivos evaluar la cuantificacion de los compuestos polifendlicos,
la actividad antioxidante del extracto hidroalcoholico del Petroselinum crispum (Mill)
Fuss y de su crema dermocosmeética. La cuantificacion de los compuestos polifenélicos
se evalud segun el método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteau
utilizando el &cido galico como estandar, la actividad antioxidante del extracto y de su
crema dermocosmética se determin6 por los métodos de DPPHe y ABTSe+.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales, equipos y reactivos

1. Materiales

Baguetas, beakers de 5 ml, 10 ml, 50 ml, 100 ml, 250 ml, probetas de 10 ml y 50 ml,
cubetas de cuarzo para espectrofotdmetro, embudo simple, frascos &mbar de 1 L, fiolas
de 25 ml, 100 ml, matraz Erlenmeyer 250 mL, micropipetas, papel filtro Whatman N° 42,
soporte universal, gradillas, algodon, mortero y pilén, pipetas de 1 ml, 5 ml y 10 ml,
puntas sueltas de (20 — 200 ul) y (100-1000 ul), tubos de ensayos, guantes de latex y papel
aluminio.

2. Equipos

Balanza analitica electronica modelo Ohaus® Pioneer Chaus Corporation USA, estufa
modelo Barnstead Lab-Line, espectrofotdometro Thermo Scientific TM GENESYS 10S
UV-Vis, refrigeradora Samsung Modelo ES21HKLMR, molino de discos, cronémetro,
cocinilla eléctrica, evaporador rotatorio de marca DLAB RE100-Pro, centrifuga SMART
R17, micropipetas marca ISOLAB y BOECO.

3. Reactivos y materias primas

Alcohol etilico 96%, agua bidestilada, agua destilada, carbonato de sodio anhydro
(Na2C03), metanol absoluto (Sigma), metanol al 70%, é&cido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromo-2-carboxilico Trolox® (Aldrich), B, B’- azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonico (ABTS) (Sigma), persulfato potasico (Sigma-Aldrich), 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe) (Aldrich), reactivo Shinoda, tricloruro férrico (FeCl3), gelatina,
reactivo de Bertrand, reactivo de Mayer, reactivo de Dragendorff, reactivo de Wagner,
reactivo de Liebermann/Burchard, reactivo de Borntrager (Krauss), reactivo Baljet,
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reactivo Folin-Ciocalteu (Sigma- Aldrich) 0,2 N, carbonato de sodio 7,5%, acido galico
(Sigma-Aldrich), N-Butanol, éter etilico, 1,2-diclorometano.

Metodologia

1. Colectay preparacion de la muestra

La muestra de estudio, Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” fue colectada en
diciembre del 2019 en la provincia de Huaral del departamento de Lima cuya superficie
es de 64 500 kmz?, la altitud es de 186 msnm y las coordenadas geograficas son: UTM
WG S 84 E:258717.9464 N: 872854.1858%. Se utiliz6 solo partes aéreas, se separaron
las hojas del tallo y se pesaron para ser sometidas a la maceracién durante 7 dias en etanol
96°agua (7:3).

2. Clasificacion taxonémica

La clasificacion del material bioldgico se realizé en el Museo de Historia Natural de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos a cargo de la Dra. Joaquina Alban Castillo,
siendo la especie identificada Petroselinum crispum (Mill) Fuss.

3. Obtencion del extracto hidroalcoholico

Se pesd 1 Kg de hojas y tallos de Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” y se puso a
secar en una estufa a temperatura de 42 °C, obteniéndose un peso de 280 g de hojas secas
que fueron tratadas con 1,5 L de una mezcla hidroalcohélica (7:3) realizando un proceso
de maceracion en un frasco de color &mbar durante siete dias con agitacion diaria.
Posteriormente se realizé una filtracion con papel Whatman N° 42 empleando un equipo
de destilacion al vacio, obteniéndose un peso de 18,79 g de extracto hidroalcohdlico.

4. Marcha fitoquimica
El andlisis fitoquimico consistio en realizar un andlisis cualitativo de los metabolitos
secundarios presentes en el extracto, utilizando reactivos de coloracion y precipitacion®®.

5. Prueba de Solubilidad

El extracto se sometié a ensayos de solubilidad con solventes de polaridad creciente,
empleando éter etilico, 1,2-diclorometano, n-butanol, alcohol etilico absoluto y agua
destilada.

6. Determinacion del contenido de polifenoles totales por el método de Folin-
Ciocalteu

Fundamento: Es un método espectrofotométrico que utiliza el reactivo de Folin-

Ciocalteu, el cual contiene molibdato y tungstato sédico que al reaccionar con los fenoles

forma el complejo fosfomolibdico-fosfotlingstico. La transferencia de electrones a pH

basico reduce los complejos fosfomolibdico-fosfotingstico en 6xidos, visualizandose una
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coloracion azul intensa de tungsteno (Wg0O23) y molibdeno (MogO-3) que tiene un maximo
de absorcion a 765 nm?*°,

Preparacion de la muestra: Se trato 0,2 g del extracto en 5 ml de metanol 70% a 70 °C.
Se agitd por 10 minutos, se enfrié a temperatura ambiente y se centrifugd a 350 rpm por
10 minutos. Luego, se separd el sobrenadante en un tubo graduado. Se ajust6 el volumen
a 10 ml con metanol 70% frio, y se diluy6 con agua hasta 100 miI*°.

Procedimiento: Para la reaccion de cuantificacion, en un tubo de ensayo se colocé 100 pl
de la dilucién, 500 pl del reactivo Folin-Ciocalteu 0,2 N, se agit6 y se dejo en reposo por
3 minutos, posteriormente, se agreg6 400 ul de carbonato de sodio 7,5% w/v, se agitd y
dejo en reposo durante una hora en oscuridad. Se realizé el mismo procedimiento para las
concentraciones del estandar de acido galico (5-50 pg/ml). Se leyeron las absorbancias a
765 nm y el valor de polifenoles totales se expresdé como equivalentes de acido galico/g
de muestra®®.,

7. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de 2,2- difenil-1-
picrilhidrazil (DPPHe)
Fundamento: El radical libre estable 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH¢) es de coloracion
violeta y en presencia de sustancias captadoras de radicales libres el compuesto reacciona
y se decolora a amarillo palido. La reduccion del reactivo es seguida midiendo la
disminucion de la absorbancia espectrofotométricamente a 517 nm. El IC50 define la
concentracion minima necesaria para inhibir en un 50% al DPPHe y la actividad
antioxidante se expresa en TEAC (capacidad antioxidante equivalente a Trolox®)?®.
Preparacion de la muestra: A partir de una concentracion de 12 mg/ml se realizaron
diluciones de la muestra a 100, 200, 300 y 400 pg/ml, haciendo uso del solvente
hidroalcohélico en proporcién 7:31.
Preparacion de la solucién de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH): Se pes6 20 mg de
DPPH y se disolvié en 50 ml de metanol para obtener una solucidn stock, posteriormente,
se prepar0 la solucién de trabajo de DPPH, midiéndose 1,7 ml de la solucidn stock de
DPPH para llevarlo a un volumen final de 20 ml con metanol con una absorbancia final
entre 0,600 — 0,700 + 0,02 a una longitud de 517 nm?,
Procedimiento: Luego de la obtencion de la solucion de trabajo DPPH, se calibro el
espectrofotémetro con un blanco que contiene 400 pl del solvente de la muestra problema
y 800 pl de metanol. En un tubo de ensayo se coloc6 400 pl de cada dilucion y 800 pL
de la solucién de trabajo de DPPH, luego se agitd y dejé en reposo durante 30 minutos
alejado de la luz. Se leyo las absorbancias a 517 nmy se realiz6 el mismo procedimiento
para el control de DPPH en donde se reemplaza la muestra problema por su solvente y
para la sustancia patron Trolox®?.
Se calculd el porcentaje de inhibicion de acuerdo a la siguiente formula®e:
%Inhibicion = (Abs. DPPH-Abs. muestra)/(Abs. DPPH)x100
Se determind el valor TEAC segun la siguiente formula:
TEAC= IC 50 Trolox® pg/ml/1IC 50 DPPH muestra mg/ml
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8. Determinacion de la actividad antioxidante por el método de f, p’-azinobis-(3
etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTSe+)
Fundamento: El radical cationico ABTSe+ es un cromoforo verde azulado que absorbe a
una longitud de onda de 734 nm y se genera por una reaccion de oxidacion del B,B’-
azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS) con persulfato de potasio. En
presencia de una sustancia captadora de radicales libres el compuesto reacciona y se
decolora. La reduccidn del reactivo es seguida midiendo la disminucion de la absorbancia
espectrofotométricamente a 734 nm. La actividad antioxidante de la muestra se expresa
en IC50 (concentracién minima necesaria para inhibir en un 50% el ABTSe+)"’,
Preparacion de la solucidén stock de f,B’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico)
(ABTSe+): Se prepar6 una solucion stock de ABTSe+ 7 mM, y para su activacion se
afiadid persulfato de potasio para una concentracion final de 2,45 mM y se dejo reaccionar
por 16 horas a temperatura ambiente y alejado de la luz. La solucion stock de ABTSe+
se diluy6 en agua bidestilada hasta obtener una absorbancia de 0,7 + 0,02 a 734 nm*’.
Preparacion de la muestra: A partir de una concentracion de 10 mg/ml se realizaron
diluciones de la muestra a 25, 100 y 150 pg/ml, haciendo uso del solvente
hidroalcohodlico®’.
Procedimiento: Luego de obtener la solucion de trabajo ABTSe+, se calibro el
espectrofotdmetro con un blanco que contenia 20 ul del solvente de la muestra problema
y 980 pul de agua bidestilada. En un tubo de ensayo se coloco 20 pl de cada dilucion y 980
I de la solucion de trabajo de ABTSe+. Posteriormente se agit6 y dejo en reposo durante
7 minutos alejado de la luz. Las absorbancias fueron medidas a 734 nm, realizando el
mismo procedimiento para el control de ABTSe+ en donde se reemplaza la muestra
problema por su solvente. Se realiz6 el mismo procedimiento para el estindar Trolox®.
En ambos métodos, DPPH y ABTSe+, las soluciones de trabajo se prepararon y se
cubrieron con papel aluminio para evitar su degradacion®’,
Se efectuo el calculo del % de inhibicion de acuerdo con la siguiente formulal’:
% Inhibicion = (Abs. Radical libre-Abs. muestra) / (Abs. Radical libre) x 100
Se determind el valor TEAC segun la siguiente formula:
TEAC = IC 50 Trolox® pg/ml / 1C 50 muestra mg/ml
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9. Formulacién de la crema dermocosmética

Tabla 1. Formulacion de crema dermocosmeética a base del extracto hidroalcohdlico de
Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil”.

Crema | Crema | Crema
al 1% al 2% al 4%
Fase | Componente Nombre/INCI % % %
A) Agua desionizada Water 71.11 70.11 68.11
Carbopol® Ultrez 21 Acrylates/C10-30  Alkyl 0.14 0.14 0.14
polymer Acrylate Crosspolymer
Edeta BD Disodium EDTA 0.10 0.10 0.10
B) Lanette O Cetoestearyl alcohol 3.20 3.20 3.20
MONTANOV™ 202 Arachidyl Alcohol (and) 3.00 3.00 3.00
Behenyl Alcohol (and)
C) Arachidyl Glucoside
Emulgade® 1000 NI Cetearyl Alcohol (and) 3.10 3.10 3.10
Ceteareth-20
Aceite de palta Persea gratissima oil 1.70 1.70 1.70
Aceite de coco Cocos nucifera (Coconut) 1.70 1.70 1.70
Oil
D) Oliest IPM-R Isopropyl myristate 1.50 1.50 1.50
Cetiol® Ultimate Undecane (and) Tridecane 1.50 1.50 1.50
E) Gransil PSQ Polymethylsilsesquioxane 0.80 0.80 0.80
XIAMETER™  PMX- Cyclopentasiloxane (and) 1.00 1.00 1.00
1501 Fluid Dimethiconol
F) iMoist HU 50 Hydroxyethyl Urea 4.50 4.50 4.50
Glicerina 99.5% Glycerin 3.00 3.00 3.00
G) Vitamin E Acetate Tocopheryl Acetate 0.50 0.50 0.50
H) Extracto de  Perejil Petrosilenum crispum leaf 1.00 2.00 4.00
hidroalcoholico 7:3 extract
)] Saliguard® EHGP Ethylhexylglycerin  (and) 1.00 1.00 1.00
Phenoxyethanol
J) Trietanolamina 88% Triethanolamine 0.15 0.15 0.15
K) Rheosol AVC Acrylamide/Sodium 1.00 1.00 1.00
Acrylate Copolymer (and)
Paraffinum Liquidum
(and) Trideceth-6
100.00 100.00  100.00
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10. Caracterizacion de la crema dermocosmética

Una vez formulada y preparada la crema antiarrugas a base del extracto hidroalcoholico
de perejil al 4%, se valoraron las siguientes propiedades organolépticas: aspecto, color,
olor. En cuanto a las propiedades fisicoquimicas consideradas fueron: pH, gravedad
especifica y viscosidad?®.

También se efectuaron las pruebas de estabilidad, que nos indican la preservacion de sus
propiedades fisicas y quimicas a través del tiempo. Para ello se realizaron dos pruebas:
estrés térmico y centrifugacion, las cuales también se efectan en el laboratorio cosmético
SKIN CLEAN S.R.L. Durante el estrés térmico, se tomaron tres muestras del producto y
se sometieron a distintas temperaturas, una muestra se llevo a la estufa a 40 °C, la segunda
muestra se refriger6 a -5 °C y la tercera muestra se dejé a temperatura ambiente 18 — 25°
C. Este ensayo se realiz6 por 30 dias, verificando las muestras diariamente para observar
si se produce separacion de fases y/o algun cambio desfavorable en cuanto a; olor, color,
pH y viscosidad®. Posteriormente, se colocaron dos muestras del producto en una
centrifuga a una velocidad angular de 3000 rpm por un tiempo de 20 minutos y se observé
si se llevaba a cabo la separacion de fases®.

RESULTADOS Y DISCUSION

Por el método de maceracion hidroalcoholica se obtuvo el extracto del Petroselinum
crispum (Mill) Fuss “perejil” con un rendimiento de 3,94%.

En la marcha fitoquimica se confirmd la presencia con mediana evidencia de flavonoides,
compuestos fenolicos, triterpenoides, antraquinonas y lactonas. Con poca evidencia se
confirmé la presencia de taninos y saponinas. Finalmente, sin ningun tipo de evidencia
los alcaloides (Tabla 2.).

Tabla 2. Marcha fitoquimica del extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss “perejil”.

Metabolitos Reaccién de Resultados en el extracto Calificacion
Secundarios identificacion etanol/agua  (7:3) de
Petroselinum crispum

(Mill) Fuss “perejil”

Flavonoides Shinoda Coloracién rojo intenso ++
Compuestos Tricloruro  Férrico Coloracion azul verdoso ++
Fenolicos (FeCly)
Taninos Gelatina Coloracion ligeramente +
blanca
Dragendorff - -
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Bertrand - -
Wagner - -
Alcaloides Mayer - -
Saponinas Prueba de Espuma 1 cm persistente +
Triterpenoides Liebermann - Coloracion pardo rojiza ++
Burchard
Antraquinonas Borntrager (Krauss)  Coloracion rojiza ++
Lactonas Baljet Coloracion naranja rojiza  ++

Leyenda: (+++) Alta evidencia, (++) Mediana evidencia, (+) Poca evidencia, (-)
Negativo.

Con respecto a la prueba de solubilidad, el extracto hidroalcoholico del Petroselinum
crispum (Mill) Fuss “perejil” es altamente soluble en alcohol etilico absoluto. Es
medianamente soluble en agua destilada y poco soluble en en n-butanol, 1,2-
diclorometano y éter etilico (Tabla 3.).

Tabla 3. Prueba de solubilidad del extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss “perejil”.

Solvente Solubilidad
Alcohol etilico absoluto (C2HeO) (polar | +++
prético)

n-butanol (C4H100) +

(polar protico)

Eter etilico (C2Hs)20 (no polar) +
1,2-diclorometano (CH2Cl>) +

(polar prético)

Agua destilada (H20) ++

(polar protico)

Leyenda: (+++) Alta evidencia, (++) Mediana evidencia, (+) Poca evidencia, (-)
Negativo.

La muestra obtuvo un promedio de absorbancia de: 0,2958 y un valor de 4,33 £ 0,0162

mg EAG/g de extracto hidroalcohodlico de Petroselinum crispum (Mill) Fuss. (Tabla 4,
Figura 1.).
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Tabla 4. Concentracion de &cido galico (pug/ml) vs. absorbancia.

Concentracion de &cido galico | Absorbancias
(Hg/ml)

5 0,0611

10 0,1223

20 0,2364

30 0,3371

40 0,4453

50 0,5655

Curva de calibracion de acido galico

0.60

0.50
® 040
(%)
% -
£ 030
b >
2 0.20

0.10 e y =0.011x+0.0094

o R? = 0.9994
0.00
0 10 20 30 40 50 60
Concentraciones de dcido gélico (ug/mL)

Figura 1. Curva de calibracion de acido galico

En la Tabla 5 y Figura 2 se observa una relacion dependiente entre la concentracion de
extracto y porcentaje (%) de inhibicion del radical DPPHe. A mayor aumento de
concentracion, la inhibicién aumenta.

Las medias diferentes indican que existen diferencias significativas entre si, usando el
método de Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05).

La muestra obtuvo un IC 50 = 396,2740 ug/ml, que en comparacion con el estandar de
Trolox® (1C50=2,5487 ug/ml) su actividad antioxidante es baja; el estandar con una
concentracion menor inhibe el 50 % del radical DPPH.
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Tabla 5. Concentracién del extracto, absorbancia, desviacion estandar y porcentaje (%)
de inhibicion del radical DPPHe

Concentracion del | Absorbancia = DE  Inhibicidon (%) 1C 50 (ug/ml)
extracto (ug/ml) DPPH-

0 0,4306 + 0,0041 0,0000 396,2740 pg/ml
100 0,3641 + 0,0173 15,4486

200 0,3321 + 0,0025 22,8691

300 0,2663 + 0,0062 38,1513

400 0,2108 + 0,0002 51,0413

% de Inhibicion DPPHe vs Concentracion
del extracto

60.00
50.00
40.00
30.00
20.00
10.00

0.00

% de inhibicién

y =0.1248x+0.545
R*=0.9914

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Concentracion del extracto (ug/mL)

TEAC =6,4322 mg Trolox®/g muestra
Figura 2. Porcentaje de Inhibicion DPPHe vs. Concentracion del extracto.

En la Tabla 6 y Figura 3 se observa una relacion dependiente entre la concentracion de
extracto y el porcentaje (%) de inhibicion del radical ABTSe+. A mayor aumento de

concentracion la inhibicion aumenta.
Las medias diferentes indican que existen diferencias significativas entre si, usando el
método de Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05).
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La muestra obtuvo un IC 50 = 111.53 ug/mL, que en comparacion con el estdndar de
Trolox® (IC50 = 4.5549 ug/mL) su actividad antioxidante es baja, el estandar con una
concentracion menor inhibe 50 % del radical ABTSe+.

Tabla 6. Concentracion del extracto, absorbancia, desviacion estandar y porcentaje (%)
de inhibicién del radical ABTS**

Concentracion Absorbancia + (%) Inhibicion IC 50 (png/ml)

del extracto DE ABTS**

(Hg/ml)

0 0,7844 + 0,0001 0 IC 50 = 111,53
25 0,6589 £ 0,0172 15,9941 pg/mi

100 0,4123 £0,0123 47,4342

% de Inhibicion ABTS** vs Concentracion
del extracto

70
60
50 o
40
30
20 y =0.4224x+2.8882
10 R?=0.9906
0@
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Concentracién del extracto (ug/mL)

% de inhibicion

TEAC = 40,8511 mg Trolox®/g muestra
Figura 3. Porcentaje de Inhibicion ABTS™" vs. Concentracion del extracto

Se realiz6 la preparacion y caracterizacion de una crema dermocosmetica a base de
extracto hidroalcohdlico de Petroselinum crispum (Mill) Fuss en concentraciones de 1%,
2%y 4%, se observo que la formulacion de mayor concentracion de extracto presentaba
aspecto de emulsion viscosa de color ligeramente marron suave y de olor caracteristico,
con pH 5,8 - 6,5 y una viscosidad 35,000 - 150,000 cps.

Mientras que las pruebas de estabilidad evidenciaron que las propiedades fisicas y

quimicas se mantuvieron constantes a lo largo del tiempo y bajo las condiciones a las que
se sometid. Estos resultados sugieren que la crema desarrollada tiene una buena
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estabilidad, lo que la convierte en una opcion prometedora para su aplicacion
dermocosmética.

Para el método ABTSe+ se prepar6 una concentracion de 10 mg/ml de crema y se
hicieron diluciones equivalentes a las obtenidas en el extracto hidroalcohdlico de
Petroselinum crispum (Mill) Fuss (Tabla 7.).

Tabla 7. Concentracién de la crema, absorbancia, desviacion estandar y porcentaje (%)
de inhibicion del radical ABTS®".

Concentracion | Absorbancia + DE (%) Inhibicion 1C 50 (pg/ml)

de la crema al ABTS**

2% (pg/ml)

0 0,7584 + 0,0519 0,0000 IC 50 = 2427,4822 pg/mi
1000 0,5688 £ 0,0109 24,9923

2000 0,4404 £ 0,0222 41,9344

3000 0,3029 £ 0,0160 60,0589

Las medias diferentes indican que existen diferencias significativas entre si, usando el
método de Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05) (Figura 4.).

Se confirm¢ la actividad antioxidante en la crema dermocosmetica elaborada a base del
extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum (Mill) Fuss (perejil), la actividad se
mantuvo en la crema.

% de Inhibicion ABTS** vs Concentracion
delacremaal2%

80
5
S 60 L
2
E 40 -
[+1]
= 20 =
) y=0.0197x+2.1786

0@ R®=0.9918

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Concentracion de la crema al 2 % (pg/mL)

TEAC = 1,0499 mg Trolox®/g crema 2%
Figura 4. Porcentaje de Inhibicion ABTS"" vs. Concentracion de la crema al 2%

Rev Soc Quim Perd. 89(1) 2023



Polyphenols and antioxidant activity of the hydroalcoholic... 63

Se ha demostrado en diversos materiales bibliograficos que los radicales libres tienen una
estrecha relacion con diversas enfermedades en el ser humano, es por ello que se dispone
de sistemas destinados a neutralizar el efecto nocivo que ejercen estos compuestos,
aunque al parecer, no son lo suficientemente eficientes, por lo que se recomienda ingerir
compuestos con propiedades antioxidantes como las vitaminas, betacaroteno y
ascorbatos, muchos de los cuales se encuentran en los vegetales, describiendo el efecto
beneficioso que podrian ejercer los flavonoides?.

En el presente trabajo se utiliz el método de maceracion hidroalcohdlica, obteniéndose
el extracto del Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” con un rendimiento de 3,94%.
Asimismo, la marcha fitoquimica evidencid la presencia de flavonoides y compuestos
fenolicos, asi como también lactonas y triterpenoides, indicando que hay evidencia de
metabolitos secundarios con funcion antioxidante, mientras que la prueba de solubilidad
evidencio su afinidad por los solventes polares proticos frente a los no polares.

Entre los metabolitos secundarios que presenta el extracto hidroalcoholico del perejil
estan los flavonoides y los compuestos fendlicos que le confieren una accién antioxidante.
Ademas, el perejil tiene diversas propiedades entre las que se mencionan: antiulcerosa??,
antihepatotdxica®, hipoglucemiante?*, antioxidante® y actividad estrogénica®.

Se ha descrito que ciertos flavonoles como la rutina o la miricetina, inhiben
especificamente a la xantina oxidasa, enzima que presenta afinidad por producir especies
reactivas de oxigeno, fenémeno implicado en varios estados patolégicos?’. En la marcha
fitoquimica, se evidencia la presencia de polifenoles, por lo cual, se realizé la prueba in
vitro de Folin-Ciocalteau obteniéndose una absorbancia de 0,2958 y un valor de 4,33
0,0162 mg EAG/g de extracto hidroalcoholico de Petroselinum crispum (Mill) Fuss. En
otro estudio, se identificaron veintinueve glucésidos flavonoides en el extracto acuoso
(PC) de Petroselinum crispum var. crispum y apiina, el compuesto principal, se aisl6 de
las mismas. Se obtuvo apigenina (90% de pureza) por hidrolisis de apiina?®.

Se cuantificd un alto contenido de fenoles (12,49 + 1,70 mg EAG por gramo del extracto
acuoso de perejil) por el método de Folin-Ciocalteu y flavonoides totales (15,05 + 2,20
mg de equivalentes de quercetina por gramo de extracto acuoso de perejil) por el método
de cloruro de aluminio en P. crispum. En comparacion con nuestro resultado la cantidad
de polifenoles totales presentes en el extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss es menor con respecto a la cuantificacion del extracto acuoso del Petroselinum
crispum var. crispum reportados por Neide Mara®.

Con respecto a la capacidad antioxidante se midieron mediante dos métodos muy
utilizados: DPPHe y ABTS<+, dando como valores TEAC-DPPHe, ABTSe+ de 6,4322
mg Trolox®/g y 40,8511 mg Trolox®/gde extracto, respectivamente. En los métodos
DPPHe y ABTSe++ los valores de IC50 de 396,2740 pg/ml y 111,53 pg/ml presentaron
diferencia significativa (p < 0,05). Se concluy6 que el extracto hidroalcohdlico posee
actividad antioxidante baja en comparacién con el estandar Trolox®.

Mortada et al.?* evalud la actividad antioxidante del extracto metanélico de Petroselinum
crispum (Mill) Fuss por el ensayo del radical 1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPHe) y 2,2'-
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azino- bis (3-etilbenzotiazolina-6-ensayo de acido sulfonico (ABTSe+). Los resultados
obtenidos fueron que la fraccion de acetato de etilo derivada del extracto metanolico
demostré la actividad de DPPHe (Sc50= 44,51+£2,06 pg/ml) y la actividad de ABTSe+
(69,82+3,07 mg Trolox® eq./10 g extracto). En comparacion con nuestro resultado el
extracto metandlico posee una mayor capacidad antioxidante.

Con respecto a la actividad antioxidante de la crema de perejil al 2%, se obtuvé un TEAC
= 1,0499 mg Trolox®/g crema 2% el cual no supera al Trolox®, debido a los diferentes
componentes, aditivos y excipientes presentes en su formulacion; sin embargo, con los
valores obtenidos se puede afirmar que la crema de perejil al 2% ejerce efecto antiarrugas.
Por otro lado, se debe tomar en cuenta que el uso de distintos sustratos lipidicos tendria
un impacto significativo en la actividad de diversos antioxidantes segin su naturaleza
hidrofila o lipofila, debido a que la distribucion y las caracteristicas de solubilidad afectan
la actividad de los antioxidantes en un sistema heterogéneo donde se distribuyen de
manera diferente entre las fases acuosa y lipidica®. Asimismo, el mecanismo de
oxidacion y descomposicion del hidroperdxido varia con la temperatura, por lo que se
pueden obtener diferentes resultados a diferentes temperaturas; y los distintos métodos
utilizados para seguir la oxidacion pueden dar resultados variables segun los diferentes
efectos de los antioxidantes en la formacion de hidroperoxidos y su descomposicion. Las
eficiencias de antioxidantes relativas cambian significativamente de un sustrato lipidico
oxidante a otro. En el mismo sustrato lipidico, la actividad relativa de los antioxidantes
generalmente depende de la concentracion de los antioxidantes®?.

Para concluir, dado que Petroselinum crispum (Mill) Fuss “perejil” es una especie vegetal
en investigacion, no fue posible encontrar otros estudios sobre la actividad antioxidante
de cremas a base de este vegetal, es por ello que con esta investigacion se pretendio afiadir
la accion antioxidante del “perejil” a formas farmacéuticas topicas, puesto que estos
preparados son facilmente utilizados por la poblacion y al ser usados por via topica mejora
sus beneficios para la piel, por lo cual, la concentracion de antioxidantes y el vehiculo
son factores importantes en su efectividad®. Por otro lado, Castafio?” afirma que, en la
actualidad, las cremas topicas son una estrategia clave para prevenir las manifestaciones
cutaneas, por lo que es la via responsable del envejecimiento celular; debido a esto se
buscan activos cosméticos que sean capaces de neutralizar su efecto, siendo fundamental
la aplicacion de activos antioxidantes que pueden minimizar los efectos del estrés
oxidativo y retrasar la muerte celular que se oculta tras el proceso de envejecimiento de
la piel.

CONCLUSIONES

El contenido de polifenoles totales del extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss (perejil) fue de 4,33 + 0,0162 mg EAG/g determinado por el método de Folin-
Ciocalteau.

La actividad antioxidante in vitro del extracto hidroalcohdlico del Petroselinum crispum
(Mill) Fuss (perejil) por el método DPPHe exhibi6 un IC50 de 396,27 pg/mL con un valor
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TEAC de 6,4322 mg Trolox/g y para el ABTSe+ su IC50 fue 111,53 pg/ml con un valor
TEAC de 40,8511 mg Trolox/g (p < 0,05).

Se elaboraron cremas dermocosmeticas con el extracto hidroalcoholico Petroselinum
crispum (Mill) Fuss “perejil” en concentraciones de 1%, 2% y 4%, las cuales presentaron
actividad antioxidante in vitro por el método ABTSe+ con un TEAC = 1,0499 mg
Trolox®/g crema 2%. Hallandose diferencias significativas entre si, mediante el método
de Tukey con un nivel de confianza del 95% (p < 0,05).

10.
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RECONOCIMIENTO MOLECULAR DE COMPLEJOS DE
DESFERRIOXAMINA CON ALUMINIO, GALIOY
HIERRO EN EL RECEPTOR FHUE: UN ESTUDIO IN
SILICO
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RESUMEN

La Organizacion Mundial de la Salud a categorizado a Acinetobacter baumannii en la
categoria de alta prioridad, debido a que urgen estrategias farmacoldgicas para combatir
su resistencia a los antibio6ticos. La maquinaria bacteriana de adquisicion de hierro ha sido
empleada exitosamente en estudios previos con diferentes bacterias Gram-negativas, para
internalizar metales abiogénicos coordinados a sideréforos mediante el efecto caballo de
Troya, sin embargo, aln no hay reportes con A. baumannii. En este trabajo se realiz6 un
estudio in silico para conocer las posibilidades de aplicacién de este efecto en A.
baumannii, especificamente analizando su receptor de hierro-sideréforo de tipo
hidroxamato (Fhug), y el reconocimiento molecular de los complejos de aluminio-
desferrioxamina (Al-DFQO) y galio-desferrioxamina (Ga-DFO). Se realizdé un analisis
estructural y energético de los complejos, incluyendo al control hierro-desferrioxamina
(Fe-DFO). Encontramos importantes diferencias en la reactividad quimica de Fe-DFO,
que parecen no influir en el reconocimiento molecular en FhuE. La energia de afinidad y
las interacciones intermoleculares fueron practicamente replicadas al intercambiar el
metal, segun el andlisis de acoplamiento. Sin embargo, segun las simulaciones de
dinamica molecular, AI-DFO se estabilizd principalmente mediante enlaces de
hidrégeno, mientras que Ga-DFO lo hizo en menor medida, asemejandose més a Fe-DFO.
Estos resultados nos permiten confirmar que FhuE presenta un reconocimiento molecular
de AI-DFO y GaDFO anélogo al Fe-DFO, por ello, el disefio de nuevos complejos metal-
sidero6foro podrian ser una via exitosa para la aplicacion del efecto caballo de Troya en A.
baumannii.

Palabras clave: Desferrioxamina, efecto caballo de Troya, aluminio, galio, in silico.
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MOLECULAR RECOGNITION OF DEFEROXAMINE
COMPLEXES WITH ALUMINUM, GALLIUM, AND IRON IN THE
FHUE RECEPTOR: AN IN SILICO STUDY

ABSTRACT

The World Health Organization has categorized Acinetobacter baumannii in the high-
priority category, due to the urgent need for pharmacological strategies to combat its
antibiotic resistance. The bacterial machinery for iron acquisition has been successfully
employed in previous studies with different Gram-negative bacteria to internalize abiotic
metals coordinated to siderophores through the Trojan horse effect. However, there are
no reports yet with A. baumannii. In this work, an in silico study was conducted to explore
the possibilities of applying this effect in A. baumannii, specifically by analyzing its
hydroxamate-type iron-siderophore receptor (Fhug), and the molecular recognition of
aluminum-desferrioxamine  (Al-DFO) and gallium-desferrioxamine  (Ga-DFO)
complexes. A structural and energetic analysis of the complexes was carried out,
including the control iron-desferrioxamine (Fe-DFO). We found significant differences
in the chemical reactivity of Fe-DFO, which seemed not to influence the molecular
recognition in FhuE. The affinity energy and intermolecular interactions were largely
replicated when exchanging the metal, as per the docking analysis. However, molecular
dynamics simulations showed that Al-DFO was primarily stabilized by hydrogen bonds,
while Ga-DFO did so to a lesser extent, resembling Fe-DFO more closely. These results
confirm that FhuE exhibits a molecular recognition of Al-DFO and Ga-DFO analogous
to Fe-DFO. Therefore, the design of new metal-siderophore complexes could be a
successful via for applying the Trojan horse effect in A. baumannii.

Keywords: Deferoxamine, trojan horse effect, aluminum, gallium, in silico.

INTRODUCCION

La estrategia farmacoldgica llamada efecto caballo de Troya (THA, por sus siglas en
inglés: Trojan Horse Approach)) alude a la Guerra de Troya para explicar como se
promueve la insercion de un agente tdxico (farmaco) en bacterias, empleando su propio
mecanismo bioquimico de adquisicion de hierro. En nuestra atmdsfera oxidante
predomina el Fe3*, sin embargo, este presenta una extremadamente baja
biodisponibilidad®. Las bacterias y otros microorganismos desarrollaron estrategias de
quelacion para favorecer la formacion de complejos de alta estabilidad con Fe3*, paraello,
sintetizan moléculas quelantes de bajo peso molecular llamadas sider6foros, como por
ejemplo, enterobactina en Escherichia coli o preacinetobactina en Acinetobacter
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baumannii?. EI complejo Fe**-siderdforo se puede acoplar en una proteina receptora de
sideroforos (enddgenos y/o exdgenos) localizada en la membrana externa del
microorganismo, mediante un conjunto de interacciones intermoleculares con algunos
residuos de aminoéacidos especificos en la cavidad del receptor que inducen un ajuste
dinamico entre el ligando y el receptor®. Esta configuracion de interacciones, permite el
reconocimiento molecular y promueve el proceso de internalizacion del hierro-
sideréforo®.

A. baumannii es un cocobacilo Gram-negativo oportunista con alta supervivencia y
resistencia a los antibidticos, en comparacion a otras especies de
Acinetobacter no baumannii. Se asocia principalmente con infecciones nosocomiales en
pacientes de cuidados intensivos e inmunocomprometidos. Lamentablemente, la falta de
tratamientos eficaces resulta en altas tasas de mortalidad, por ello, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) considera a A. baumannii resistente a carbapenémicos como
una prioridad 1 o critica, que requiere nuevos antibidticos con urgencia®®.

En nuestro organismo, el mecanismo de defensa promovido por citoquinas, hormonas y
proteinas como las lipocalinas’® restringen la disponibilidad de hierro a concentraciones
extremadamente bajas (hasta 1072* M), en consecuencia, A. baumannii, expresa
receptores de xenosideroforos tales como desferricoprogen, &cido rodotorulico y
desferrioxamina para incrementar sus posibilidades de captacion de hierro®. Los
sideroforos enddgenos identificados en A. baumannii son de tipo catecol y son la
acinetobactina, la fimsbactina y la baumannoferrina, que son transportadas por diferentes
tipos de proteinas receptoras, lo cual destaca su especificidad. En condiciones de alta
demanda de hierro, participan proteinas receptoras de sider6foros de otros tipos, como
reportaron Grinter y Lithgow en el afio 2019%°, al cristalizar por primera vez el hierro-
sideroforo hidroxamico coprogeno (HWS) en la proteina FhuE (por sus siglas en inglés
ferric hydroxamate uptake E), identificado con 6E4V en el repositorio de proteinas PDB
RSCB.

o o oH 0
)k | .
N N
T/\/\/\H R NP Ny T/\/\/\NH2
OH o o OH

Figura 1. Representacion molecular de la Desferrioxamina B.

La Desferrioxamina B (DFO, Figura 1) o N-(5-aminopentil)-N-hidroxi-N'-[5-(N-hidroxi-
3-{[5-(N-hidroxiacetamido)pentil]carbamoilo}propanamido)pentil]butanodia-mida

(C25H48NeQg), es secretada por Streptomyces pilosus, y puede ser reconocida por otros
microrganismos con receptores de sider6foros de tipo hidroxamico, como es el caso de la
proteina FhuE. DFO presenta dos constantes de acidez, 7.92 en los grupos hidroxamicos
y 10.23 en el grupo amina, que en medio neutro forma una especie catiénica. La carga
total +1 se mantiene al coordinarse con hierro y formar el compuesto Ferrioxamina (Fe-
DFO). Se han reportado casos de éxito de aplicacion de THA en algunas bacterias Gram

Rev Soc Quim Pert. 89(1) 2023



Reconocimiento molecular de complejos de Desferrioxamina... 71

negativas, empleando conjugados de DFO con farmacos o, por otro lado, complejos de
DFO coordinando con metales abiogénicos, como Cd?*, AI** (AI-DFO)!! o Ga*" (Ga-
DFO)*, sin embargo, todavia no se estudiaron contra A. baumannii.

A"y Ga®*, son parecidos con el ion férrico en el radio ionico (dependiendo de su spin),
radio covalente, producto de solubilidad de Me(OH)s (donde Me se refiere al metal) y
constante de estabilidad al coordinarse con DFO para formar Me''-DFO (Tabla 1), sin
embargo, difieren en configuracion electrdnica, estructura magnética, temperatura de
fusion, densidad y potencial de reduccién. En consecuencia, el hierro presenta una
marcada diferencia en su abundancia en el universo, en la corteza terrestre y a diferencia

de Al y Ga, es esencial su participacion en reacciones bioquimicas.

Tabla 1. Propiedades de los elementos aluminio, galio y hierro.

Aluminio Galio Hierro
Numero atdmico 13 31 26
Abundancia (%)
Universo 0,005 1x10°® 0,11
Corteza terrestre 8,1 0,0019 6,3
Humanos - - 0,006
Configuracion electronica
Neutro [Ne] 3s? 3pt [Ar] 3d1° 4s2 4p! [Ar] 3d° 4s?

Estado de oxidacion 3+ [Ne] [Ar] 3010 [Ar] 3d5
Electronegatividad de 1,61 1,81 1,83
Pauling
I1/ 12/ 13 (kJ mol-1) 57711816 /2744 579/1979/2963 762 /1562 /2957
Conductividad eléctrica 3,8x10’ 7,1x10° 1,0x10’
(S/m) (conductor) (conductor) (conductor)
Tipo magnético Paramagnético Diamagnético Ferromagnético
Temperatura de fusion 660,32 29,76 1538
(°C)
Densidad (g/cm®) 2,7 5,9 7,8
Potencial de electrodo (V) -1,66 -0,549 0,770
{E°, Me®" + 3e- — Me} (Fe3*/Fe?")
Radio idnico trivalente 0,54 0,62 0,65 d° spin alto
(A), NC=6 0,55 d® spin bajo
Radio covalente en Me3* 1,18 1,26 1,25
A)
pKal del [Me(H20)s]** 4,99 2,60 2,20
Log Kps [Me(OH)s] -33,5 -37,0 -38,0
Log p [Me''-DFO] 36,11 38,96 42,33
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De los estudios in vitro realizados empleando Al, Ga y Fe con DFO (Me-DFO),
principalmente se apoyaron de las concentraciones inhibitorias para validar la aplicacion
de THA, y no se realizé un analisis de las interacciones ligando-receptor. En este trabajo
se estudiaron las similitudes y diferencias en reactividad quimica entre Al-DFO, Ga-DFO
y Fe-DFO, y se analizaron sus interacciones intermoleculares con FhuE, empleando
calculo mecanico cuantico, docking molecular y dinamica molecular durante 50 ns, para
mejorar la comprension de los sistemas metal-DFO-FhuE.

PARTE COMPUTACIONAL

Optimizacion estructural y reactividad quimica

Las coordenadas cartesianas de los &tomos de Fe-DFO se obtuvieron de la base de datos
cristalograficos de Cambridge (CSD) con el identificador 155586. Se eliminaron las
aguas de cristalizacion y los contraiones. Se us6 Gaussian09*® para optimizar la estructura
molecular de Fe-DFO, empleando la Teoria del Funcional de la Densidad (DFT en sus
siglas en inglés) al nivel B3LYP*1/6-31G(d,p)'®" para los &tomos de C, H, Oy N, la
base SDD?'® adaptada al respectivo pseudopotencial para el atomo metalico. Las
correcciones del efecto del solvente han sido consideradas usando el modelo de
solvatacion implicita SMD?'®. Los estados estacionarios de minimo no presentaron
ninguna frecuencia imaginaria. Se usé el programa Schrodinger®®, para calcular la
desviacion cuadratica media de las estructuras superpuestas. Los calculos con Gaussian09
fueron realizados en el cluster Heimdall del Grupo de Quimica Computacional Aplicada
de la Universidade de Séo Paulo (Brasil).

Se empled la estructura de Fe-DFO como plantilla para generar las estructuras de Al-DFO
y Ga-DFO. Estas se optimizaron con el mismo nivel de célculo mencionado y se verifico
la ausencia de frecuencias imaginarias. Empleando el Teorema de Koopmans se
calcularon los indicadores de reactividad global de Me-DFO (Me: Fe**, AlI**y Ga®*). Para
el tratamiento de datos y la generacion de graficas usamos Jmol v142*, Matplotlib 3.2.2%2,
Maestro 2023%° y Chemcraft v1.8%,

Acoplamiento molecular de Me-DFO y FhuE

Empleamos las estructuras optimizadas de Me-DFO vy la proteina FhuE, disponible en el
banco de datos de proteinas (PDB RCSB) con identificador 6E4V. FhuE recibid un
pretratamiento con Wizard de la suite Schrdodinger, donde se eliminaron aguas de
cristalizacion y el ligando co-cristalizado HWS (Ferric coprogen, CssHssFeNsO13). Se
editd el estado de protonacién del sistema segun el pH 7.4 con PropKa y se minimizé la
energia del sistema empleando mecanica molecular con el campo de fuerza OPLS. Para
la configuracion del acoplamiento molecular, se genero el grid box empleando HWS
como centro de la caja clbica con 20 A de arista. El acoplamiento molecular fue realizado
con Glide de la suite Schrodinger en modo extra precision y el analisis de interacciones
en dos dimensiones fue realizado con LigPlot+24,
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Simulaciones de dindmica molecular

Empleamos las estructuras acopladas en la etapa anterior para preparar los sistemas de
dindmica molecular para cada metal-DFO-FhuE. La caja de simulacion consistio en una
caja ortorrombica con aristas que distan 10 A de la parte mas externa de la proteina, se
adicionaron moléculas de agua usando TIP3P como modelo de solvente, iones de sodio
y cloro para neutralizar el sistema y se establecié una concentracion salina de 150mM.
Con el campo de fuerza OPLS3, se equilibro el sistema usando Desmond? con los
ensambles isotérmico-isocorico e isobarico-isotérmico, a temperatura 310K con el
termostato de Nosé-Hoover y una presion de 1.01325 bar con el bardstato de Martyna-
Tobias-Klein, por 10 y 20 ps, respectivamente. Con este sistema equilibrado se realiz6 la
etapa de produccion de 50 ns para cada metal-DFO-FhuE, manteniendo constante el
namero de particulas, la temperatura (310K) y la presion (1.0 bar) (NPT), con la
configuracion predeterminada de relajacion antes de la simulacion?®.

La animacion de la trayectoria fue generada con 1000 frames por sistema y se
disponibilizé en nuestro repositorio de Github. Se usé el médulo SID (Simulation
interactions diagram) para la generacion de la desviaciéon cuadratica media (RMSD),
fluctuacion cuadratica media de la proteina (RMSF) y del ligando (L-RMSF), diagrama
de interacciones intermoleculares y porcentajes, diagrama de barras de la fraccion de
interacciones, diagrama de contactos ligando-proteina y propiedades del ligando (Ligand-
RMSD, radio de giro, interacciones intramoleculares, area de superficie molecular, area
de la superficie accesible al solvente y area de la superficie polar). Los calculos con el
programa Schrodinger fueron realizados en LIBIPMET, de la Universidad Nacional de
Ingenieria.

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion estructural y reactividad quimica

Se obtuvo un RMSD de 0.8 A entre la estructura cristalizada y la optimizada de Fe-DFO
(Figura 2). Esto nos permitié validar el nivel calculo para usarlo posteriormente en las
moléculas de Al-DFO y Ga-DFO.

Las distancias promedio de Fe3*-O(C), Fe**-O(N) y N-C(hidroxamato) fueron de 2.12,
2.00 y 1.33 A respectivamente, con similitud a lo reportado en la literatura?”. Las
frecuencias promedio de estiramiento de los grupos amida e hidroxamato fueron 1678 y
1505 cm™?, respectivamente, que son valores aproximados a los reportados por Edwards
y colaboradores®. Se observan magnitudes analogas en las cargas de Mulliken de casi
todos los atomos, siendo mas marcada la diferencia en los atomos de N y O en el
hidroxamato (&tomos 1, 2, 5, 6, 9 y 10 de la Figura 3) y principalmente, en los a&tomos
metalicos, donde observamos 1.6, 1.2 y 0.7 para Al, Ga y Fe, respectivamente. El vector
momento dipolar de los complejos no es paralelo, sin embargo, presenta una
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direccionalidad aproximada al grupo amina y un médulo mayor en Al-DFO, que en Ga-
DFO y Fe-DFO, que son mas cercanos en magnitud (Figura 4).

Figura 2. Superposicion de la estructura optimizada y cristalizada (verde) de Fe-DFO.

Fe-DFO, presentd una menor barrera energética entre sus orbitales frontera HOMO y
LUMO (Egsp) en comparacion con los otros complejos (Tabla 2). Aunque los orbitales
HOMO, son analogos en magnitud, LUMO es -2.47 eV para el Fe-DFO mientras que
para Al-DFO y Ga-DFO es positivo, con 0.13 y 0.09, respectivamente. De acuerdo con
el Teorema de Koopmans, encontramos que la reactividad quimica de los complejos es
muy distinta (Figura 5). En comparacién con los complejos de aluminio y galio,
encontramos que Fe-DFO presenta una menor energia de ionizacion, mayor potencial
quimico electrénico, mayor energia de afinidad, menor dureza, mayor blandura y mayor
indice de electrofilicidad.

Este mayor grado de polarizabilidad y afinidad por regiones apolares, es favorable en el
reconocimiento molecular de Fe-DFO, ya que las cavidades de interaccion son
predominantemente hidrofdébicas en las proteinas receptoras de membrana, como por
ejemplo, en FoxA de Pseudomonas aeruginosa* o en FhuA de Escherichia coli®.
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Figura 3. Cargas de Mulliken de los atomos en Me-DFO (Me=AI**, Ga** o Fe*"). Se
suprimieron los hidrégenos para mejorar la visualizacion.
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Figura 4. Médulo y direccion del momento dipolar en Me-DFO (Me=AIP*, Ga®* o Fe**)
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Tabla 2. Reactividad global de los complejos Me-DFO.

Compuesto HOMO LUMO  Energia Energia de Afinidad
/ eV / eV gap ionizacion Electrénica
/ eV
Al-DFO -5.83  0.13 5.96 5.83 -0.13
Ga-DFO -5.87  0.09 5.96 5.87 -0.09
Fe-DFO -5.62 -2.47 3.15 5.62 2.47

Continuacién de la Tabla 2.

Compuesto  Potencial  Electronegatividad Dureza Blandura indice de
quimico electrofilicidad
Al-DFO -2.85 285 298 0.17 1.37
Ga-DFO -2.89 289 298 0.17 1.4
Fe-DFO -4.04 404 157 0.32 5.19

Egap E. lonizacion

HOMQ 4

KDureza

Electronegatiyittad

—— AlDFO
Ga_DFO

Fe_DFO E. Afinidad

Indice de electrofilicidad

Figura 5. Diagrama de radar de la reactividad global normalizada.

Acoplamiento molecular de Me-DFO y FhuE

Aunque hay una marcada diferencia en la reactividad quimica de los iones metélicos en
estudio y también de sus complejos con DFO, estas propiedades parecen no influir en el
reconocimiento molecular en el receptor FhuE, ya que en las poses de acoplamiento con
mayor afinidad entre Me-DFO y FhuE, encontramos ligeras diferencias energéticas y
estructurales. Como, por ejemplo, 5.880 kcal/mol de Fe-DFO frente a -5.772 y -5.926
kcal/mol para AI-DFO y GaDFO, respectivamente (Tabla 3). Y en cuanto a la estructura
ligando-receptor (Figura 6), se tienen practicamente los mismos aminoacidos
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interactuando, incluso considerando al coprogeno (HWS) cocristalizado en FhuE:
Argll17, Argl42, Trp275, Asn303, Ser337 y Met339 por enlaces de hidrégeno; y Trpl143
y Trp416, por interacciones lipofilicas.

Tabla 3. Docking score e interacciones intermoleculares de Me-DFO con FhuE.

Compuesto Docking score Enlace de hidrégeno Lipofilico
/ kcal.mol*

HWS -5.814 Argll7, Argl4a2, Trp275, Serldl, Trpld3, Ser337,
Asn373 Met339, Gly371, Trp4l6
Al-DFO -5.772 Argll7, Argl42, Trp275, Trpl43, Phe335, Met339,
Asn303, Ser337 Trp4l6
Ga-DFO -5.926 Argll7, Argl42, Trp275, Serl4l, Trpl43, Phe335,
Asn303, Ser337, Met339, Trp4l6
Fe-DFO -5.880 Argl17, Argl42, Trp275, Serl4l, Trpl43, Phe335,
Asn303, Ser337, Met339 Trp4dl6
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Figura 6. Diagrama de interacciones intermoleculares entre Me-DFO (Me=Al**, Ga®** o
Fe3*) y FhuE.

Simulaciones de dinamica molecular
La Figura 7 muestra que los carbonos o en el receptor evolucionan hacia 2.0-2.5 A de
RMSD en los 3 casos. No se observan grandes diferencias entre los sistemas evaluados.
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Figura 7. Desviacion cuadratica media (RMSD) de los carbonos o para los complejos
Me-DFO.
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La desviacion cuadratica media de las fluctuaciones de los residuos (RMSF) permitieron
reconocer un perfil andlogo entre Me-DFO (Figura 8), y coincidencias en los puntos de
contacto (linea vertical de color verde). No se observaron cambios conformacionales
(celeste: hoja beta y anaranjado: alfa) durante los 50 ns.
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Figura 8. RMSF de los residuos de aminoacidos en FhuE.
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Identificamos interacciones intermoleculares destacadas durante la simulacion. La Figura
9, muestra Unicamente las mayores al 30%. A continuacion, se analizan las interacciones
con aminodcidos que se han conservado o no de acuerdo con la informacién proveniente
del docking molecular, empleando las Figuras 9 y 10.

Interacciones intermoleculares recurrentes conservadas:

Argl117: Se ha mantenido con interaccion de tipo idnica, debido a su naturaleza cationica,
dirigida hacia los &tomos negativos en los hidroxamatos y también mediante enlace de
hidrégeno directamente a un oxigeno hidroxamico en Al-DFO, mientras que en Ga-DFO
y Fe-DFO, a través de una molécula de agua como intermediaria (puente de agua).
Argl142: Altamente relevante en Al-DFO, mediante enlace de hidrégeno con el oxigeno
neutro de dos hidroxamatos, en 44y 99% (Figura 9). En Ga-DFO y Fe-DFO no hay enlace
de hidrogeno, encontramos interacciones menores a 30% empleando aguas como
intermediarios, como se observa en color azul en la Figura 10.

Trpl43: Interacciones lipofilicas en los tres casos (Me-DFQ), incluso también en HWS.
Trp275: En Al-DFO ocurre apilamiento © en un 73% y enlace de hidrogeno en 31%. Esto
se intensifica en Ga-DFO: 87 y 89%; y Fe-DFO con 91 y 94%, respectivamente.
Trp416: No aparece en Al-DFO, pero si en los complejos de Ga y Fe, mediante
interacciones hidrofobicas.

Interacciones intermoleculares recurrentes no conservadas:
Ser141, Asn303, Phe335, Ser337 y Met339 aparecen en el acoplamiento en la Tabla 3 de
Me-DFO, sin embargo, no durante la dindmica molecular.

Otras Interacciones intermoleculares recurrentes:

Asn373: Mediante enlace de hidrdgeno, con 99% en Al-DFO, 61% en Ga-DFO y 44% en
Fe-DFO, dependiente de una molécula de agua en los complejos de Ga y Fe.

Aspl14: Enlace de hidrogeno con la amina de Al-DFO (75%).

Aspl116: Con Al-DFO (98%) y Ga-DFO (40%) mediante enlace de hidrogeno.
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Figura 9. Diagrama de interacciones intermoleculares y porcentajes.

En la Figura 10, en general, observamos un perfil de la fraccion de interacciones méas

parecido entre Ga-DFOy Fe-DFO. En Al-DFO se observa como principal aporte el enlace
de hidrogeno (barras verdes).
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Figura 10. Diagrama de barras de la fraccion de interacciones. Paleta de colores usadas
en las interacciones: enlace de hidrdgeno (verde), puente de agua (azul),
iénicas (rojo) e hidrofébicas (morado).

La Figura 11 muestra los momentos (o frames) en que ocurren las interacciones y en
asociacion con el nimero de contactos entre Me-DFO y la cavidad de FhuE, se observa
como Al-DFO presenta un perfil mas distante respecto de Ga-DFO y Fe-DFO.

La Figura 12 muestra que los &tomos 19, 25, 26 y 39 en Me-DFO tienen mayor movilidad
durante la dinamica molecular, mientras que el metal (atomo 1) y su esfera de
coordinacion (atomos 2, 5, 6, 9, 10 y 13) son los de menor fluctuacion.
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El comportamiento de los ligandos a través de los frames nos permite evaluar qué tantas
diferencias presentan entre ellos cuando se encuentran en el sistema de simulacion. De
esta manera, se observa en los boxplots mostrados en la Figura 13, que presentan ligeras
diferencias. Practicamente no hay interacciones intramoleculares (intraHB), el RMSD de
Me-DFO se encuentra en torno de 1 A, el radio de giro se encuentra alrededor de 4.65-
4.85 A, el area de la superficie molecular (MolSA) alrededor de 520 A? considerando el
radio de van der Waals, el area superficial de una molécula accesible por una molécula
de agua (SASA) entre 300 a 320 A? y finalmente, el area de la superficie accesible al
solvente en una molécula aportada solo por &tomos de oxigeno y nitrégeno (PSA), en
torno de 200 A2,

En general, nuevamente encontramos que estos se comportan de manera analoga, a pesar
de presentar interacciones intermoleculares diferentes como se observé en la Figura 10.
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Figura 13. Propiedades de Me-DFO: Ligand-RMSD, radio de giro, interacciones
intramoleculares, area de superficie molecular, area de la superficie accesible
al solvente y area de la superficie polar.

CONCLUSIONES

Los célculos realizados con DFT nos han permitido obtener una estructura con RMSD
0.8 A con respecto del cristal de Fe-DFO, de esta manera, el nivel de calculo adoptado ha
sido suficiente y nos sirvieron en la optimizacion de las estructuras de Al-DFO y Ga-
DFO. Encontramos que los complejos de aluminio y galio presentan diferencias en
reactividad quimica con Fe-DFO, sin embargo, obtenemos energias de afinidad analogas
con la proteina FhuE, esto parece indicar que el sider6foro DFO logra apantallar el
intercambio de Fe** por AI** 0 Ga®**. Descubrimos que durante la simulacion de dinamica
molecular los complejos Al-DFO y Ga-DFO se comportan de forma anéloga con el Fe-
DFO, como se puede observar en las fluctuaciones de los &tomos del ligando (L-RMSF)
o0 en las interacciones intermoleculares con los residuos de aminoacidos, sin embargo, el
tiempo de interaccion es diferente y en el caso de Al-DFO, se hace predominante el enlace
de hidrégeno, mientas que en Ga-DFO ocurre en menor magnitud, asemejandose mas al
caso de Fe-DFO. En conclusion, estos resultados nos permiten confirmar que FhuE
presenta un reconocimiento molecular de AI-DFO y GaDFO analogo al Fe-DFO, por ello,
el disefio de nuevos complejos metal-sideroforo podrian ser una via exitosa para la
aplicacion del efecto caballo de Troya en A. baumannii.
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