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Resumen

El uso de cremas cosméticas con componentes naturales es cada vez mas valorado por sus beneficios para la piel y menor impacto
ambiental. En este estudio se desarroll6 una crema cosmeética utilizando materias primas de la Amazonia ecuatoriana (aceites de
ungurahua, atamuyo y morete) como base emulsionable, enriquecida con una mezcla conservante de Sharomix y aceites esen-
ciales de jengibre, hierbaluisa y canela amazdnica. Se evalu6 el crecimiento de mesofilos totales, mohos y levaduras. Mediante
un disefio experimental de mezclas, se optimizaron dos formulaciones: una para control de mesofilos (0,248 g Sharomix + 0,103
g hierbaluisa + 0,242 g jengibre + 0,407 g canela) y otra para mohos y levaduras (0,435 g Sharomix + 0,125 g hierbaluisa +
0,017 g jengibre + 0,423 g canela). Los ensayos durante 90 dias demostraron que estos compuestos naturales poseen propiedades
conservantes efectivas, manteniendo la estabilidad microbiol6gica del producto en este periodo de tiempo.

Palabras claves: Atamuyo; base emulsionada; canela amazénica; disefio de mezclas; morete; ungurahua.
Abstract

Microbiological stability of a cosmetic cream based on Amazonian oils. The use of cosmetic creams with natural ingredients
is increasingly valued for their benefits to the skin and lower environmental impact. In this study, a cosmetic cream was devel-
oped using raw materials from the Ecuadorian Amazon (ungurahua, atamuyo, and morete oils) as an emulsifiable base, enriched
with a preservative mixture of Sharomix and essential oils of ginger, lemongrass, and Amazonian cinnamon. The growth of total
mesophiles, molds, and yeasts was evaluated. Through an experimental mixture design, two formulations were optimized: one
for mesophile control (0.248 g Sharomix + 0.103 g lemongrass + 0.242 g ginger + 0.407 g cinnamon) and another for molds and
yeasts (0.435 g Sharomix + 0.125 g lemongrass + 0.017 g ginger + 0.423 g cinnamon). The 90-day trials demonstrated that these
natural compounds have effective preservative properties, maintaining the microbiological stability of the product over this pe-

riod of time.

Keywords: Atamuyo; Emulsified base; Amazonian cinnamon; Mix design; Morete; Ungurahua

Introduccién

Las plantas han sido siempre un elemento fundamental en la
elaboracion de productos de gran beneficio, mientras que los
aceites esenciales se destacan como auténticos tesoros, ofre-
ciendo una riqueza de beneficios para la salud. A lo largo de la
historia, los seres humanos han descubierto y aprovechado las
propiedades terapéuticas y aromaticas de estos aceites. Los
aceites esenciales exhiben una potente actividad antimicro-
biana y antioxidante, lo que los convierte en una alternativa na-
tural eficaz para controlar una amplia variedad de patégenos
bacterianos y flingicos?. Estas sustancias naturales han sido em-
pleadas para combatir bacterias, virus y hongos, debido a la va-
riedad de beneficios ofrecidos que abarcan desde el cuidado cu-
taneo hasta el apoyo emocional, brindan una experiencia de

bienestar que trasciende lo fisico para nutrir el cuerpo, la mente
y el alma3“, Los aceites esenciales de Mespilodaphne quixos
(canela amazonica), Cymbopogon citratus (hierbaluisa) y Zin-
giber officinale (jengibre) no solo ofrecen una experiencia aro-
matica agradable, sino que también aportan beneficios para la
salud, lo que incluye propiedades antibacterianas que pueden
ser valiosas en la prevencion de enfermedades y el manteni-
miento del bienestar general.

En la busqueda continua de productos de cuidado de la piel que
sean eficaces y respetuosos con el entorno, el interés en el uso
de las cremas faciales organicas ha experimentado un auge im-
portante. A medida que la conciencia sobre los riesgos de utili-
zar ingredientes artificiales o sintéticos crecen, los consumido-
res buscan alternativas que ofrezcan beneficios reales sin com-
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prometer la salud de su piel ni el ambiente. En este contexto,
los aceites esenciales han surgido como una alternativa natural
y desempefian un papel destacado como conservantes natura-
les®.

Entre los diversos conservantes que se utilizan en la industria
cosmética, los parabenos, el fenoxietanol y el alcohol bencilico
han sido tradicionalmente opciones comunes. Sin embargo, la
creciente demanda de alternativas naturales y la basqueda de
ingredientes eficaces y seguros dan lugar al desarrollo de con-
servantes innovadores. Sharomix se destaca como una solucion
confiable y eficiente en el campo de conservantes para produc-
tos cosméticos con certificacion organica®. Estos conservantes
se desarrollan con precision, ofrecen una proteccion robusta
contra el crecimiento de microorganismos no deseados y ase-
guran la integridad del producto.

El jengibre, conocido por su componente activo zingibereno,
demuestra actividades antimicrobianas contra diversos patdge-
nos entre los que se incluyen bacterias y hongos, lo que sugiere
su capacidad para inhibir el crecimiento microbiano’. Por otro
lado, la hierbaluisa, rica en compuestos como el geranial, ha
exhibido propiedades antimicrobianas que pueden contribuir a
la proteccién contra microorganismos indeseados®. La canela
amazonica, reconocida por su contenido de cinamaldehido,
también ha demostrado tener actividad antimicrobiana, mos-
trando potencial contra bacterias y levaduras®.

Los aceites fijos de morete (Mauritia flexuosa), atamuyo (Fe-
villea cordifolia) y ungurahua (Oenocarpus bataua) provienen
de especies nativas de la Amazonia reconocidas por su alto va-
lor nutricional y funcional. EI morete y el ungurahua, en parti-
cular, son palmas cuyas frutas se utilizan tradicionalmente para
la extraccion de aceites ricos en acidos grasos insaturados, ca-
rotenoides, tocoferoles y compuestos antioxidantes, lo que les
confiere propiedades beneficiosas para la alimentacion y apli-
caciones cosméticas y farmacéuticas®®. Ademas, la utilizacion
de estos aceites contribuye a la valorizacion de la biodiversidad
amazonica y promueve practicas de manejo sostenible que pue-
den beneficiar tanto a las comunidades locales como a la con-
servacion del ecosistematt. Aunque la informacién sobre el ata-
muyo es mas limitada, su inclusién en formulaciones cosméti-
cas responde al interés creciente por explorar nuevas fuentes
amazonicas de compuestos bioactivos.

Los cosméticos al estar elaborados con ingredientes naturales
pueden ser mas propensos a la proliferacion de microorganis-
mos. Por ello, el analisis microbioldgico resulta esencial para
garantizar tanto la calidad de estas cremas como la capacidad
antioxidante y antibacteriana de los aceites esenciales que con-
tienen. Esto contribuye a preservar la integridad del producto
durante toda su vida Util. Ademas, este analisis es esencial para

cumplir con las normativas regulatorias y para generar con-
fianza en los consumidores respecto a la seguridad y la calidad
de los productos cosméticos®.

El objetivo del estudio fue determinar la capacidad conservante
de los aceites esenciales de hierbaluisa (Cymbopogon citratus),
canela amazdnica (Mespilodaphne quixos) y jengibre (Zingiber
officinale), en combinacion con Sharomix, al ser agregados so-
los 0 mezclados en diferentes proporciones a las cremas cos-
méticas de base emulsionada preparadas a partir de aceites
amazénicos fijos de morete (Mauritia flexuosa), atamuyo (Fe-
villea cordifolia) y ungurahua (Oenocarpus bataua).

Parte experimental
Materias primas y obtencion de los aceites

Los aceites esenciales de hierbaluisa (Cymbopogon citratus),
canela amazdnica (Mespilodaphne quixos) y jengibre (Zingiber
officinale), asi como los aceites fijos de morete (Mauritia fle-
xuosa), atamuyo (Fevillea cordifolia) y ungurahua (Oenocar-
pus bataua) se adquirieron en el mercado “Los platanos” de la
ciudad de Puyo, Amazonia ecuatoriana. Los aceites esenciales
(AEs) se extrajeron por arrastre de vapor en un equipo semiin-
dustrial durante 2,5 h, separandose luego del hidrolato me-
diante decantacién, mientras que los aceites fijos se obtuvieron
por prensado en frio a 40 °C usando una prensa CGOLDEN-
WALL (1500 W). Todos los aceites se envasaron en recipientes
oscuros y se almacenaron a 5 = 1 °C hasta su uso posterior.

Elaboracioén de la crema base

Se formuld segun las proporciones indicadas en la tabla 1, to-
mando como referencia 100 g de producto final. El preservante
consistié en Sharomix en combinacién con aceites esenciales,
asegurando que la suma total de ambos siempre fuera 1 g por
cada 100 g de crema. Esta proporcion se mantuvo constante
para garantizar la estabilidad microbiolégica del producto sin
modificar el balance total de la formulacion.

El proceso de elaboracion de la crema se llevo a cabo combi-
nando los componentes en dos fases distintas, en la fase acuosa
se utilizé agua destilada, mientras que en la fase oleosa se in-
corporaron los emulsificantes, manteca de cacao y los aceites
fijos de atamuyo, morete y ungurahua. Ambas fases se calenta-
ron por separado en vasos de precipitacion a bafio Maria hasta
alcanzar 70 °C%. Una vez homogenizadas térmicamente, se
combinaron mediante un emulsionador (SilentCrusher) con
agitacion constante hasta obtener una emulsién homogénea y
estable. Posteriormente, una vez obtenida la emulsion y durante
la fase de enfriamiento (36-38°C), se afiadieron los aceites
esenciales y el Sharomix a la formulacion base bajo agitacion
constante para garantizar una distribucion homogénea. La cre-

Tabla 1. Formulacion base de la crema cosmética elaborada con aceites fijos y esenciales amazénicos.

Emulsificante Manteca de cacao Agua purificada Atamuyo  Morete Ungurahua Preservante
()] ()] @ @ @ @ @
44 15 64,6 0,45 4,35 10,2 1




77 LM Vera, JL Rivera, A Bermidez, JA Cadena, SB Luna Fox, LR Bravo / Avances en Quimica, 20(3), 75-82 (2025)

ma obtenida fue envasada en recipientes de plastico con tapa
hermética, asegurando su estabilidad durante los posteriores
analisis.

Disefio experimental para optimizar la adicion de preser-
vantes a las cremas cosméticas

Se plante6 un disefio de mezclas con 23 formulaciones (tabla
2). Se aplico un andlisis de varianza (p<0,05) para evaluar el
efecto de la adicion de AEs y Sharomix sobre el crecimiento
de aerobios mesofilos totales y el desarrollo de mohos y le-
vaduras en las cremas. La validacion del modelo se realizé
mediante el anélisis de los coeficientes R?, R? ajustado, R2
predicho, y se analiz6 la falta de ajuste del valor p del mo-
delo. Las condiciones Optimas se determinaron aplicando la
ecuacién generada por el disefio de mezclas, verificando
posteriormente la concordancia entre los valores experimen-
tales y los predichos. En todos los anélisis se empled el soft-
ware Design Expert version 10 (version de prueba, Stat-Ease
Inc., Minneanopolis, MN, EE. UU.).

Tabla 2. Disefio de mezclas para optimizar la adicion del Sharomix y
aceites esenciales (hierba luisa, jengibre y canela amazénica) como
conservantes en las cremas cosméticas.

Experimento A: Sh B: HL C:J D: CA
() () (@) (@)

1 0 0 1 0
2 0,25 0,25 0,25 0,25
3 0,125 0,125 0,125 0,625
4 0,5 0,5 0 0
5 0 0 0,5 05
6 0,5 0 0,5 0
7 0,5 0 0,5 0
8 0,5 0 0 05
9 0,25 0,25 0,25 0,25
10 0,5 0,5 0 0
11 0,125 0,625 0,125 0,125
12 0 0,5 0 05
13 0 0,5 0 0,5
14 0,625 0,125 0,125 0,125
15 0 0 0 1
16 0 0 0,5 05
17 0,125 0,125 0,625 0,125
18 0,333 0 0,333 0,333
19 1 0 0 0
20 0 1 0 0
21 0 0,5 05 0
22 0 0,5 0,5 0
23 0,25 0,25 0,25 0,25

Sh-Sharomix, HL-hierba luisa, J-jengibre, CA-canela amazonica.

Analisis de aerobios mesofilos totales

Previo al proceso de siembra, se esterilizaron los tubos de
ensayo y puntas de micropipeta en autoclave (HMC Hira-
yama) mediante tratamiento a 121°C y 15 psi durante 20

min. Para la preparacion de muestras, se realiz6 una dilucion
inicial 1:10 (p/v) homogenizando 1 g de cada formulacion
de crema con 9 mL de agua estéril.

La siembra microbiolégica se realizé en camara de flujo la-
minar (marca Biomedis® ESCO) mediante inoculacion de 1
mL de la dilucién 1:10 (p/v) de cada formulacion en placas
Compact dry TCR, las cuales contienen un medio de cultivo
cromogénico deshidratado que permite el recuento de micro-
organismos mesofilos aerobios sin requerir preparacion adi-
cional. Posteriormente, las placas se colocaron en una incu-
badora (marca Memmert) a 35 £2°C durante 48 h. Finali-
zado el periodo de incubacion, se realizo el recuento de uni-
dades formadoras de colonias (UFC).

Analisis de mohos y levaduras

La siembra se realiz6 en placas Compact Dry YM y se sigui6
el mismo protocolo de descrito anteriormente. Las muestras
se incubaron a 25 + 2°C en un periodo de 3 a 7 dias, regis-
trandose las UFC al finalizar el periodo de incubacidn.

Conteo de UFC en las placas Compact dry

Los analisis de aerobios mesdfilos totales, mohos y levadu-
ras en las cremas se midieron a los 7, 30 y 90 dias después
de haber sido envasados en su recipiente final. Las UFC se
calcularon mediante la siguiente ecuacion:

ufc _ A

5 —v*Df 1)

donde A = recuento promedio de colonias dentro de la
misma dilucién y muestra; V = volumen colocado en placa
y Df = factor de dilucién

Resultados y discusion

Efecto de la adicion de Sharomix y AEs sobre el crecimiento
de aerobios mesofilos totales

Para la optimizacion de las variables de respuesta, se com-
pararon cuatro modelos matematicos (tabla 3) generados por
el software Design Expert. Los resultados mostraron que el
modelo cubico fue el mas adecuado para describir el com-
portamiento de los datos en todos los tiempos de evaluacién
(7, 30 y 90 dias), como lo indican los resultados de p-valor
los cuales fueron altamente significativos (p < 0,0001). Ade-
mas, este modelo presentd los mejores indicadores de ajuste,
con valores de R?, R2-ajustado y R2-predicho cercanos a
0,99.

Los resultados del ANOVA (tabla 4) confirmaron el efecto
significativo (p < 0,0001) del Sharomix y los AEs de hierba-
luisa, jengibre y canela amazonica sobre el crecimiento de
aerobios mesofilos totales en las cremas a los 7, 30 y 90 dias
de evaluacidn. La falta de ajuste no result6 significativa en
ningun tiempo de evaluacién (p > 0,05), lo que respalda la
adecuacion del modelo para explicar la variabilidad en los
datos.
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Tabla 3. Efecto de la adicion de Sharomix y aceites esenciales sobre
el crecimiento de aerobios mesofilos totales: Comparacion de mode-
los matematicos generados para la optimizacién de una formulacion
cosmética, mostrando los valores p secuenciales y de falta de ajuste, y
los coeficientes de determinacion (R? ajustado y R? predicho) para
cada modelo (lineal, 2FI, cuadratico y cubico) en los tiempos de eva-
luacién de 7, 30 y 90 dias.

7 Secuencial Falta de ajuste R? R?
dias p-valor p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,1457 0,0025 0,3774 0,1424
2FI 0,0274 0,0067 0,8144 0,1225
Cuadrético  0,1784 0,0078 0,3874 0,2141
Clbico  <0,0001 0,0548 0,9930 0,9881  Sugerido
30 dias Secuencial Falta de ajuste _ R? R_2
p-valor p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,1654 0,0024 0,3747 0,1778
2FI 0,2470 0,0077 0,2615 0,2084
Cuadratico  0,1754 0,0068 0,4548 0,3126
Clbico  <0.0001 0,1073 0,9971 0,9946  Sugerido
90 dias Secuencial Falta de ajuste _ R? R_2
p-valor p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,1644 0,0029 0,3751 0,1974
2FI 0,0107 0,0098 0,2212 0,3230
Cuadratico  0,1901 0,0021 0,5512 0,2148
Cubico  <0.0001 0,0757 0,9942 0,9937  Sugerido

La figura 1 muestra una comparacion entre los valores experi-
mentales y los predichos por el modelo cubico, demostrando un
alto grado de concordancia entre ambos conjuntos de datos. Los
recuentos microbianos mostraron un incremento a lo largo del
tiempo, registrandose valores entre 10-430 UFC/g a los 7 dias,
10-520 UFC/qg al dia 30, y 10-890 UFC/g al dia 90. Mediante el
modelo de optimizacion, se identificé la combinacion dptima de
ingredientes para garantizar la estabilidad microbioldgica de la
crema, minimizando significativamente el recuento de aerobios
mesofilos totales. La formulacion mas efectiva consistio en:
0,248 g de Sharomix, 0,103 g de AE de hierbaluisa, 0,242 g de
AE de jengibre y 0,407 g de AE de canela amazonica. En estas
condiciones se demostro el mejor efecto inhibitorio, logrando
reducir hasta en un 89,76% el crecimiento microbiano.

Efecto de la adicion de Sharomix y AEs sobre el creci-
miento de mohos y levaduras en las cremas formuladas

El modelo de interaccion bifactorial (2FI) demostro ser el méas
adecuado para evaluar el efecto inhibitorio del Sharomix y los
AESs sobre el crecimiento de mohos y levaduras durante los pe-
riodos de estudio (tabla 5). Este modelo present6 una buena ca-
pacidad predictiva, con valores de R?, R%-ajustado y R?-predicho
superiores a 0,83 en todos los tiempos evaluados junto con p-

Tabla 4. ANOVA para el efecto de la adicion de Sharomix y aceites esenciales (hierbaluisa, jengibre y canela amazénica) sobre el crecimiento

de aerobios mesofilos totales en cremas cosmeéticas a los 7, 30 y 90 dias.

7 dias SC CM F-value p-value

Modelo 3,212E+05 22944,19 261,08 <0,0001 significativo
A-Sh 7323,41 732341 83,33 <0,0001

B-HL 7329,79 7329,79 83,40 <0,0001

C-J 7345,53 7345,53 83,58 <0,0001

D-CA 7321,12 7321,12 83,31 <0,0001

Falta de ajuste 303,06 303,06 5,30 0,0548 no significativa
30 dias SC CM F-value p-value

Modelo 5,639E+05 40280,93 309,58 <0,0001 significativo
A-Sh 20238,07 20238,07 155,54 <0,0001

B-HL 20249,89 20249,89 155,63 <0,0001

C-J 20276,77 20276,77 155,84 <0,0001

D-CA 20238,99 20238,99 155,55 <0,0001

Falta de ajuste 340,91 340,91 3,41 0,1073 no significativa
90 dias SC CM F-value p-value

Modelo 1,901E+06 1,358E+05 116,27 <0,0001 significativo
A-Sh 76014,47 76014,47 65,10 <0,0001

B-HL 76035,60 76035,60 65,12 <0,0001

C-J 76091,47 76091,47 65,17 <0,0001

D-CA 75961,83 75961,83 65,06 <0,0001

Falta de ajuste 3574,52 3574,52 4,34 0,0757 no significativa

Sh-Sharomix, HL-Hierbaluisa, J-Jengibre, CA-canela amazénica, SC-suma de cuadrados, CM-cuadrados
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Fig. 1: Correlacion entre los valores experimentales y predichos de aerobios mesdfilos totales en las cremas formuladas. Resultados a los 7

(A), 30 (B) y 90 (C) dias de almacenamiento
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Tabla 5. Efecto de la adicion de Sharomix y aceites esenciales sobre
el crecimiento de mohos y levaduras: Comparacion de modelos mate-
méticos generados para la optimizacion de una formulacion cosmética,
mostrando los valores p secuenciales y de falta de ajuste, y los coefi-
cientes de determinacién (R2 ajustado y R2 predicho) para cada modelo
(lineal, 2FI, cuadratico y clbico) en los tiempos de evaluacién de 7, 30
y 90 dias.

7 dias Secuencial _ Falta de _ R? R.2
p-valor  ajuste p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,0141 0,0011 0,1862 0,0371
2FI1 0,0006 0,3593 0,8714 0,8641  Sugerido
Cuadréatico 0,3141 0,0022 0,2952 0,0192
Cubico 0,1545 0,014 0,0142 0,0121
0dias  Stcuencial  Faltade _ R? R.2
p-valor  ajuste p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,4128 0,0121 05455  0,0254
2FI1 <0,0001 0,0077 0,8875 0,8781  Sugerido
Cuadréatico 0,325 0,0052 0,3225 0,3359
Cubico 0,3871 0,0047 0,3942 0,0158
60 dias Secuencial ~ Falta de _ R? R.2
p-valor  ajuste p-valor Ajustado Predicho
Lineal 0,3717 0,0837 0,4482 0,5489
2FI 0,0017 0,4307 0,8341 0,8329  Sugerido
Cuadrdtico ~ 0,0782 0,0005 0,0489 0,4498
Cubico 0,0847 0,7012 0,1003 0,2591

Tabla 6. ANOVA para el efecto de la adicién de Sharomix y aceites
esenciales (hierbaluisa, jengibre y canela amazonica) sobre el creci-
miento de mohos y levaduras en cremas cosméticas a los 7, 30 y 90

dias.

7 dias SC CM F-value  p-value
Modelo 2,850E+05  28592,02 8,85 0,0006  Significativo
A-Sh 2121539 2121539 6,57 0,0264
B-HL 21051,73  21051,73 6,52 0,0269
CJ 21082,41 2108241 6,53 0,0268
D-CA 21089,14  21089,14 6,53 0,0268
Falta de ajuste  15088,86 3772,22 1,29 0,3593  no significativa
30 dias sC CM F-value  p-value
Modelo 4,860E+05  48599,46 32,04 <0,0001 Significativo
A-Sh 11703,66  11703,66 7,72 0,0180
B-HL 11543,47 11543,47 7,61 0,0186
C-J 11565,16 11565,16 7,63 0,0185
D-CA 1157244 1157244 7,63 0,0185
Falta de ajuste 9132,71 2283,18 2,12 0,1818 no significativa
90 dias SC CM F-value  p-value
Modelo 1,147E+09 1,147E+08 7,01 0,0017  significativo
A-Sh 5,508E+06 5,508E+06  0,3367 0,5734
B-HL 5,538E+06 5,538E+06  0,3385 0,5724
CJ 5557E+06 5557E+06 0,3397  0,5718
D-CA 5580E+06 5580E+06 0,3411  0,5710
Falta de ajuste  6,903E+07  1,726E+07 1,09 0,4307  no significativa

los AEs tuvieron un efecto significativo en la inhibicion del cre-
cimiento de mohos y levaduras en las cremas formuladas. El
modelo mostrd valores de p significativos (p<0,05) y estadisti-
cos F elevados en todos los tiempos de evaluacién. La falta de
ajuste no fue significativa (p>0,05) en todos los casos, lo que
valida la adecuacion del modelo seleccionado para representar
los datos experimentales.

La figura 2 muestra una correlacion significativa entre los va-
lores experimentales y los predichos por el modelo 2FI. Los re-
cuentos de mohos y levaduras variaron entre 20-450 UFC/g a
los 7 dias, 60-570 UFC al dia 30 y 200-26000 UFC/g a los 90
dias. El analisis de mezclas identific6 como formulacién ép-
tima la combinacion de 0,435 g de Sharomix, 0,125 g de hier-
baluisa, 0,017 g de jengibre y 0,423 g de canela amazonica, la
cual demostré una inhibicién de hasta el 92,47% contra mohos
y levaduras. Estos resultados confirman que el modelo 2FI es
una herramienta confiable para optimizar formulaciones cos-
méticas con aceites amazonicos, equilibrando precision estadis-
tica y aplicabilidad practica.

s00-(A)

400

100

T T T T T
(4] 100 200 300 400 500

Experimental

T T T T T
o 100 200 300 400 500 600
Experimental

30000+

Sh-Sharomix, HL-Hierbaluisa, J-Jengibre, CA-canela amazonica, SC-suma de cuadra-

dos, CM-cuadrados medios -10000

T T T T T
-10000 0 10000 20000 30000

Experimental
Fig. 2: Correlacién entre los valores experimentales y predichos de
mohos y levaduras en las cremas formuladas. Resultados a los 7 (A), 30
(B) y 90 (C) dias de almacenamiento.

valores significativos (p<0,002) que validan su robustez estadis-
tica.

El ANOVA (tabla 6) demostrd que la adicion de Sharomix y
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Discusion

La evidencia cientifica sustenta las propiedades antimicrobia-
nas de los AEs', hallazgo que se confirma en el presente estu-
dio al observar que la incorporacion de AEs de hierbaluisa, jen-
gibre y canela amazdnica ejercieron un efecto inhibitorio signi-
ficativo sobre el desarrollo de microorganismos mesofilos tota-
les, hongos y levaduras en las formulaciones cosméticas eva-
luadas.

Las cremas desarrolladas cumplieron con los pardmetros mi-
crobiologicos establecidos en el “Reglamento Técnico Andino
sobre Especificaciones Técnicas Microbiolégicas de Productos
Cosméticos™®, manteniendo los recuentos de microorganismos
aerobios totales por debajo del limite maximo permitido (5x10°
UFC/g). Este efecto inhibitorio puede atribuirse principalmente
a la accién sinérgica de los componentes mayoritarios de los
AEs, especialmente terpenos y compuestos fendlicos los cuales
interfieren con procesos metabolicos esenciales de los microor-
ganismos en las formulaciones®®.

En estudios previos'’!® se ha identificado al geranial como
compuesto mayoritario en el AE de hierbaluisa con concentra-
ciones que varian entre 18,7 y 37,22%. Este monoterpeno al-
dehido ha demostrado actividad inhibitoria frente a bacterias
(Bacillus cereus, Propionibacterium acnés, Streptococcus pyo-
genes) y hongos (Aspergillus niger, Candida albicans, Asper-
gillus fumigatus), debido a su capacidad para desestabilizar
membranas celulares y alterar la permeabilidad de la pared mi-
crobiana®®®®, Su mecanismo de accion tiene diferentes aspec-
tos, primero interrumpe la integridad de la membrana celular
microbiana al unirse a fosfolipidos y aumenta la permeabilidad,
provocando la lisis celular. Ademas, inhibe la sintesis de ergos-
terol en hongos, componente critico para su pared celular; y ac-
ta como prooxidante, generando estrés oxidativo en microor-
ganismos sensibles®?!, Ademas, el geranial exhibe un efecto
sinérgico con otros componentes minoritarios del aceite, como
el citral, potenciando su espectro antimicrobiano?’. Esta siner-
gia es relevante en formulaciones cosméticas, donde la combi-
nacion de metabolitos secundarios puede superar la resistencia
microbiana. De hecho, un estudio reciente demostré que mez-
clas de geranial y citral proporcionaron evidencia s6lida de que
la actividad fungicida aguda de estos compuestos contra las cé-
lulas de Saccharomyces implica la pérdida de la integridad de
la membrana y la pared celular, lo que resulta en una muerte
celular apoptética/necrética dependiente de la dosis?.

El AE de jengibre ha demostrado actividad antimicrobiana en
diversos estudios cientificos. En la investigacion realizada por
Alberca-Torres & Dilas-Castillo confirmaron su eficacia an-
timicotica contra Candida albicans, mientras que otros trabajos
han documentado su capacidad para inhibir el crecimiento de
Colletotrichum sp.%. Adicionalmente, se ha reportado su efecto
inhibitorio contra bacterias patégenas como Staphylococcus
aureus?, destacando su amplio espectro de accién. Diversos
estudios han demostrado que el AE de jengibre presenta una
composicion quimica compleja y variable, donde se han iden-
tificado diferencias significativas en sus componentes mayori-

tarios dependiendo de factores como la variedad botéanica, con-
diciones de cultivo y método de extraccion. Los analisis me-
diante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de ma-
sas (GC-MS) han reportado al zingibereno como componente
principal en concentraciones que varian entre 8,6 y 24,1%%2,
Sin embargo, otras investigaciones han encontrado al f-pineno
como metabolito dominante (44,9%) en ciertos ecotipos, lo que
muestra una notable variabilidad quimiotipica®. Esta diversi-
dad composicional podria explicar las diferencias en la activi-
dad antimicrobiana reportada en la literatura, aunque en todos
los casos se mantiene un efecto inhibitorio contra microorga-
nismos contaminantes. Los sesquiterpenos como el zingibe-
reno, monoterpenos y el B-pineno han demostrado capacidad
para interactuar con las membranas celulares microbianas, aun-
gue sus mecanismos especificos de accidn aln requieren mayor
caracterizacion?®,

La actividad antimicrobiana del AE de canela amazénica tam-
bién ha sido validada en estudios previos, destacando su efica-
cia contra diversos microorganismos®?’. Ademas, investiga-
ciones recientes han demostrado su particular efectividad con-
tra hongos fitopatdgenos de importancia agroindustrial, mos-
trando una inhibicion superior al 90% en el crecimiento de Rhi-
zopus stolonifer y Aspergillus niger?. La accién antiflingica
observada se atribuye fundamentalmente a la presencia del ci-
namaldehido, compuesto mayoritario que constituye entre el
16,62% y 30,69% de la composicion del aceite esencial?®®,
Este aldehido aromatico ha demostrado en multiples estudios
una buena capacidad antimicrobiana, particularmente contra
cepas fungicas de importancia industrial y cosmética®-*2*, Su
mecanismo de accién implica la desnaturalizacion de proteinas
de membrana la peroxidacion lipidica y la inhibicion de la bio-
sintesis de ergosterol, generando un efecto biocida de amplio
espectro. La estabilidad quimica de este compuesto en emulsio-
nes, sumada a su baja toxicidad dérmica reportada, lo posicio-
nan como un activo ideal para garantizar la integridad micro-
biolédgica de productos de cuidado personal durante su vida Util.

Conclusiones

Los aceites esenciales estudiados demostraron un potente
efecto antimicrobiano, inhibiendo eficazmente el creci-
miento de microorganismos mesofilos, hongos y levaduras
en las cremas cosméticas formuladas. Este hallazgo no solo
valida su uso como conservantes naturales, sino que abre
nuevas posibilidades para el desarrollo de cosméticos més
seguros y sostenibles.

Referencias

1. N Gupta, H Patelet, J Taylor, J Borin, K Jacobsohn, S Kenfield, et
al. Systematic review of the impact of a plant-based diet on
prostate cancer incidence and outcomes. Prostate Cancer
Prostatic Dis, 25, 444-452 (2022). https://doi.org/10.1038/
541391-022-00553-2

2. D Sousa, R Oliveira, R Amorati, H Elshabrawy, R Castro, D
Bezerra, et al. Essential Oils: Chemistry and Pharmacological



https://doi.org/10.1038/%20s41391-022-00553-2
https://doi.org/10.1038/%20s41391-022-00553-2

81 LM Vera, JL Rivera, A Bermidez, JA Cadena, SB Luna Fox, LR Bravo / Avances en Quimica, 20(3), 75-82 (2025)

Activities. Biomolecules, 13, 1144 (2023). https://doi.org/
10.3390/biom13071144

3.V Kumar, R Islam, R Shams, A Dar. A comprehensive review on
the application of essential oils as bioactive compounds in Nano-
emulsion based edible coatings of fruits and vegetables. Appl.
Food Res, 2, 100042 (2022). https://doi.org/10.1016/j.afres.
2022.100042

4. R Matera, E Lucchi, L Valgimigli. Plant Essential Oils as Healthy
Functional Ingredients of Nutraceuticals and Diet Supplements: A
Review. Molecules, 28, 901 (2023). https://doi.org/10.3390/
molecules28020901

5. F Islam, F Saeed, A Imran, U Shehzadi, R Ali, F Nosheen, et al.
Bio-preservatives and essential oils as an alternative to chemical
preservatives in the baking industry: a concurrent review. J. Food
Sci. Technol, 61, 609-620 (2024). https://doi.org/10.1007/
513197-023-05762-8

6. M Sayasneh, A Ruban, O Kovalevska, N Khokhlenkova.
Selection of antimicrobial substances in the rectal cream
composition containing thick extract of carrot and rutin. Ann.
Mechnikov’s Inst, 13, 13-17 (2024). https://doi.org/10.5281/
zenodo.10838408

7. A Khan, S Ullah, M Khalid, B Uzair, F Menaa, V Braga.
Fabrication, Physical Characterizations, and In Vitro, In Vivo
Evaluation of Ginger Extract-Loaded Gelatin/Poly(Vinyl
Alcohol) Hydrogel Films Against Burn Wound Healing in Animal
Model. AAPS PharmSciTech, 21, 1-10 (2020). https://doi.org/
10.1208/s12249-020-01866-y

8. R Falcon, S Fahrenbach, J Feliciano, B Micah, A Dida, E
Domingo, et al. Antifungal properties of Cymbopogon citratus
(DC.) Stapf—A scoping review. South African J. Bot, 170, 425—
442 (2024). https://doi.org/10.1016/j.sajb.2024.05.042

9. N, Rasool, Z Saeed, M Pervaiz, F Ali, U Younas, R Bashir, et al.
Evaluation of essential oil extracted from ginger, cinnamon and
lemon for therapeutic and biological activities. Biocatal. Agric.
Biotechnol, 44, 102470 (2022). https://doi.org/10.1016/j.bcab.
2022.102470

10. A Ibiapina, L da Silva, B Barros, B Catarina, G Aparecida, A
Alves. Essential and fixed oils from Amazonian fruits: proprieties
and applications. Crit. Rev. Food Sci. Nutr, 62, 88428854
(2022). https://doi.org/10.1080/10408398.2021.1935702

11. M Gongcalves, D Goncalves, O Sampaio, A Meirelles, E Batista,
C Sampaio, et al. Valorization of Amazonian buriti (Mauritia
flexuosa) semi-defatted residual cake as a circular economy
strategy: A techno-economical analysis. Ind. Crops Prod, 226,
120629 (2025). https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2025.120629

12. M Alshehrei. Microbiological Quality Assessment of Skin and
Body care Cosmetics by using Challenge test. Saudi J. Biol. Sci,
31, 103965 (2024). https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2024.103965

13.N Thuy, H Ha, N Tai. Effect of emulsifiers on viscosity and
emulsion stability of the cocoa powder mixture. Food Res, 4,
2306 - 2312 (2020). https://doi.org/10.26656/fr.2017.4(6).377

14.B Soulaimani. Comprehensive Review of the Combined
Antimicrobial Activity of Essential Oil Mixtures and Synergism
with Conventional Antimicrobials. Nat. Prod. Commun, 20, 1-
22 (2025). https://doi.org/10.1177/1934578X251328241

15. Reglamento Técnico Andino sobre Especificaciones Técnicas

Microbioldgicas de Productos Cosméticos. https://www.mincetur.
gob.pe/reglamentostecnicos/inventario_reglamentos _tecnicos/inv
entario.html?c=I_reglamentos_tecnicos_andinos. Archivado:
21/10/2022

16. S Dangol, D Kumar, P Kumar, S Maharjan, A Poudel, R Satyal,
et al. Essential Oil Composition Analysis of Cymbopogon Species
from Eastern Nepal by GC-MS and Chiral GC-MS, and
Antimicrobial Activity of Some Major Compounds. Molecules,
28, 543 (2023). https://doi.org/10.3390/molecules28020543

17. R Sprea, L Fernandes, T Pires, R Calhelha, P Rodrigues, J Amaral.
Volatile Compounds and Biological Activity of the Essential Oil
of Aloysia citrodora Palau: Comparison of Hydrodistillation and
Microwave-Assisted Hydrodistillation. Molecules, 28, 4528
(2023). https://doi.org/10.3390/molecules28114528

18. N Al-Maharik, Y Salama, N Al-Hajj, N Jaradat, N Thaer, | Warad,
et al. Chemical composition, anticancer, antimicrobial activity of
Aloysia citriodora Palau essential oils from four different
locations in Palestine. BMC Complement. Med. Ther, 24, 1-13
(2024). https://doi.org/10.1186/s12906-024-04390-9

19. M Maleki, Z Hadian, K Abdi, P Koohy-Kamaly, F Bahmanyar.
Study of the Physicochemical Properties and Antimicrobial
Activities of Nanoparticles Containing p-Cyclodextrin and
Geranial. J. Nanostructures, 11, 189-201 (2021). https://doi.org/
10.22052/JNS.2021.01.020

20. J Scariot, M Pansera, A Delamare, S Echeverrigaray. Citral and
geraniol induce necrotic and apoptotic cell death on
Saccharomyces cerevisiae. World J. Microbiol. Biotechnol, 37,
1-10 (2021). https://doi.org/10.1007/s11274-021-03011-8

21. P Gupta, H Gupta, K Poluri. Geraniol eradicates Candida glabrata
biofilm by targeting multiple cellular pathways. Appl. Microbiol.
Biotechnol, 105, 5589-5605 (2021). https://doi.org/10.1007/
s00253-021-11397-6

22.E Alberca-Torres, R Dilas-Castillo. Evaluacion del Potencial
Antimicético del Aceite Esencial de Zingiber Officinale frente a
cepas de Candida albicans. Estudio in Vitro. Rev. Cientifica
Epistemia, 8, 1-12 (2024). https://doi.org/10.26495/erc.2785

23. A Cordero, L Anaya, J Gomez. Inhibicién de Colletotrichum
gloeosporioides en cultivos de nafie en el Caribe colombiano
usando aceites esenciales de Curcuma longa y Zingiber officinale.
Cienc. en Desarro, 12, 1-12 (2021). https://doi.org/10.19053/
01217488.v12.n1.2021.10510

24. K Ahdn-Rios, S Iglesias-Osores. Efecto antibacteriano del aceite
esencial de Zingiber officinale sobre Staphylococcus aureus
ATCC 25923 MRSA. Med. Natur, 15, 23-26 (2021).
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=7998124

25. S Zhang, L Zhang, M Yu, D Luo, S Chen, W Liu, et al. Essential
oils of Zingiber officinale: Chemical composition, in vivo
alleviation effects on TPA induced ear swelling in mice and in
vitro  bioactivities. Front. Nutr, 9, 1043175 (2022).
https://doi.org/10.3389/fnut.2022.1043175

26. D Kumar, S Dangol, A Rokaya, S Maharjan, P Kumar, J Rana, et
al. Quality Assessment of Zingiber officinale Roscoe Essential Oil
from Nepal. Nat. Prod. Commun, 17, (2022). https://doi.org/
10.1177/1934578X221080322

27.D Tuan, D Dinh, T Nam, T Viet, D viet, N Trong, et al. Chemical
Composition of Essential Oil from the Zingiber monophyllum
(Zingiberaceae) from Vietnam. J. Essent. Oil Bear. Plants, 25,



https://doi.org/%2010.3390/biom13071144
https://doi.org/%2010.3390/biom13071144
https://doi.org/10.1016/j.afres.%202022.100042
https://doi.org/10.1016/j.afres.%202022.100042
https://doi.org/10.3390/%20molecules28020901
https://doi.org/10.3390/%20molecules28020901
https://doi.org/10.1007/%20s13197-023-05762-8
https://doi.org/10.1007/%20s13197-023-05762-8
https://doi.org/10.5281/%20zenodo.10838408
https://doi.org/10.5281/%20zenodo.10838408
https://doi.org/%2010.1208/s12249-020-01866-y
https://doi.org/%2010.1208/s12249-020-01866-y
https://doi.org/10.1016/j.sajb.2024.05.042
https://doi.org/10.1016/j.bcab.%202022.102470
https://doi.org/10.1016/j.bcab.%202022.102470
https://doi.org/10.1080/10408398.2021.1935702
https://doi.org/10.1016/j.indcrop.2025.120629
https://doi.org/10.1016/j.sjbs.2024.103965
https://doi.org/10.26656/fr.2017.4(6).377
https://doi.org/10.1177/1934578X251328241
https://doi.org/10.3390/molecules28020543
https://doi.org/10.3390/molecules28114528
https://doi.org/10.1186/s12906-024-04390-9
https://doi.org/%2010.22052/JNS.2021.01.020
https://doi.org/%2010.22052/JNS.2021.01.020
https://doi.org/10.1007/s11274-021-03011-8
https://doi.org/10.1007/%20s00253-021-11397-6
https://doi.org/10.1007/%20s00253-021-11397-6
https://doi.org/10.26495/erc.2785
https://doi.org/10.19053/%2001217488.v12.n1.2021.10510
https://doi.org/10.19053/%2001217488.v12.n1.2021.10510
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=7998124
https://doi.org/10.3389/fnut.2022.1043175
https://doi.org/%2010.1177/1934578X221080322
https://doi.org/%2010.1177/1934578X221080322

82 LM Vera, JL Rivera, A Bermidez, JA Cadena, SB Luna Fox, LR Bravo / Avances en Quimica, 20(3), 75-82 (2025)

987-993 (2022). https:/doi.org/10.1080/0972060X.2022.2132
835

28.H Li, X Song, H Li, L Zhu, S Cao, J Liu. Sesquiterpenes and
Monoterpenes from the Leaves and Stems of Illicium simonsii and
Their Antibacterial Activity. Moleculesn, 27, 1115 (2022).
https://doi.org/10.3390/molecules27031115

29. L Sosa, Therapeutic Applications of Essential Oils from Native
and Cultivated Ecuadorian Plants: Cutaneous Candidiasis and
Dermal Anti-Inflammatory Activity. Mol, 28, 5903 (2023).
https://doi.org/10.3390/molecules28155903

30. M Rambo, K Daian, L Jacobi, D Flores, S Augusto, A
Meneguello, et al. Biological activities of essential oils from six
genotypes of four Ocotea species. Brazilian J. Pharm. Sci, 58,
€181097 (2022). https://doi.org/10.1590/s2175-97902022e181
097

31.L Scalvenzi, B Yaguache-Camacho, P Cabrera- Martinez, A
Guerrini. Actividad antiflngica in vitro de aceites esenciales de
Ocotea quixos (Lam.) Kosterm. y Piper aduncum L. Bioagro, 28,
039-046 (2016). https://ve.scielo.org/scielo.php?pid=S1316-
33612016000100005&script=sci_abstract&ting=pt

32. P Noriega, T Mosquera, E Paredes, M Parra, M Zappia M Herrera,
etal. Antimicrobial and antioxidant bioautography activity of bark
essential oil from Ocotea quixos (Lam.) kosterm. JPC - J. Planar
Chromatogr. - Mod. TLC, 31, 163-168 (2018). https://doi.org/
10.1556/1006.2018.31.2.11

33.M Friedman. Chemistry, Antimicrobial Mechanisms, and
Antibiotic Activities of Cinnamaldehyde against Pathogenic
Bacteria in Animal Feeds and Human Foods. J. Agric. Food
Chem, 65, 10406-10423 (2017). https://doi.org/10.1021/acs.jafc.
7b04344

34.) Sim, M. Khazandi, H Pi, H Venter, D Trott, P Deo.
Antimicrobial effects of cinnamon essential oil and
cinnamaldehyde combined with EDTA against canine otitis
externa pathogens. J. Appl. Microbiol, 127, 99-108 (2019).
https://doi.org/10.1111/jam.14298



https://doi.org/10.1080/0972060X.2022.2132%20835
https://doi.org/10.1080/0972060X.2022.2132%20835
https://doi.org/10.3390/molecules27031115
https://doi.org/10.3390/molecules28155903
https://doi.org/10.1590/s2175-97902022e181%20097
https://doi.org/10.1590/s2175-97902022e181%20097
https://ve.scielo.org/scielo.php?pid=S1316-33612016000100005&script=sci_abstract&tlng=pt
https://ve.scielo.org/scielo.php?pid=S1316-33612016000100005&script=sci_abstract&tlng=pt
https://doi.org/%2010.1556/1006.2018.31.2.11
https://doi.org/%2010.1556/1006.2018.31.2.11
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.%207b04344
https://doi.org/10.1021/acs.jafc.%207b04344
https://doi.org/10.1111/jam.14298

www.saber.ula.ve/avancesenquimica

Avances en Quimica, 20(3), 83-95 (2025)

Articulo de investigacion

ROAMCES

N

SN QUIMICA ™
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Resumen

Se sintetizaron cinco heterochalconas (P1-1 a P1-5) mediante reaccion de Claisen-Schmidt “sobre-agua”, un sistema heterogéneo
con sustratos insolubles y base miscible, alcanzando rendimientos de 67 a 79%. La elucidacion estructural se realizé por RMN
'Hy 3C. Laactividad antimicrobiana se evalué frente a Staphylococcus aureus, Candida albicans y Escherichia coli, observan-
dose inhibicion solo en las dos primeras. Los halos de inhibicion fueron mayores en C. albicans (12,2 + 0,3 a 23,4 = 0,6 mm)
que en S. aureus (10,2 £ 0,6 a 16,7 £ 0,9 mm). Los bioisosteros clasicos (sustitucion de hidrogeno por fllor) aumentaron la
eficiencia farmacoldgica, mientras que los no clasicos (fenil por pirrol) la redujeron.

Palabras claves: Antibacteriano; Antifungico; Bioisosterismo; Heterochalconas; Sobre-agua.
Abstract

Pirazine’s heterochalcones “On water”: bioisosteric approach and their in vitro antimicrobial activity. Five heterochal-
cones (P1-1 to PI-5) were synthesized through the “on-water” Claisen-Schmidt condensation, a heterogeneous system with in-
soluble substrates and a miscible organic base, achieving a yield of 67 to 79%. Structural elucidation was performed by'H and
13C NMR spectroscopy. Antimicrobial activity was evaluated against Staphylococcus aureus, Candida albicans, and Escherichia
coli with inhibition observed only for the first two microorganisms. Inhibition halos were greater against C. albicans (12,2 £0,3
to 23,4 £ 0,6 mm) compared to S. aureus (10,2 + 0,6 to 16,7 + 0,9 mm). Pharmacological efficiency increased with classical
bioisosteres (hydrogen to fluorine substitution), whereas non-classical replacements (pheny! to pyrrole) resulted in reduced ac-

tivity.

Keywords: Antibacterial; Antifungal; Bioisosterism; Heterochalcones; On-water.

Introduccion

En las Gltimas décadas, la sintesis organica ha sido objeto de
una profunda autor revision, especialmente en lo que respecta
al impacto ambiental de sus metodologias tradicionales que,
sue-len implicar el uso intensivo de disolventes organicos vo-
latiles, toxicos o de origen fosil y bases inorganicas corrosivas,
asi como la generacion de grandes volimenes de residuos. Es-
tos procesos no solo incrementan los costos operativos debido
al tratamiento y disposicion de los desechos, sino que también
contribuyen significativamente a la huella ambiental de la acti-
vidad quimical.

Las condiciones tipicas de reaccion, donde se utilizan, altas
temperatura, tiempos prolongados, catalizadores costosos, di-
solventes cancerigenos o toxicos implican riesgos, tanto para el
entorno como para la seguridad del personal en el laboratorio?.
Como repuesta a todas las probleméticas planteadas anterior-
mente, se propuso el modelo de la quimica verde, que emergio

COMo una estrategia integral orientada a redisefiar los procesos
sintéticos mediante la aplicacion de doce principios fundamen-
tales. Entre ellos, destacaremos el reemplazo de disolventes t6-
xicos, minimizar los residuos y el disefio de reacciones en con-
diciones suaves, preferentemente a temperatura ambiente y pre-
sion atmosférica®. Este enfoque ha impulsado el desarrollo de
rutas sintéticas mas sostenibles, promoviendo la busqueda ac-
tiva de alternativas al uso de disolventes orgénicos convencio-
nales y bases inorganicas, a fin de reducir el impacto ambiental
sin comprometer la eficacia ni la viabilidad del proceso®.

En los Gltimos afios, se han desarrollado diversos procedimien-
tos de sintesis para la obtencion de (E)-1,3-difenilprop-2-en-1-
ona (chalcona), los cuales cominmente requieren el uso de un
disolvente organico y una base inorganica, tales como hidro-
xido de potasio (KOH), hidroxido de sodio (NaOH) o hidro-
xido de bario [Ba(OH)], bajo condiciones de condensacion de
Claisen-Schmidt®. Las chalconas son ampliamente investiga-
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das en el campo de la quimica medicinal debido a su destacada
y diversa actividad farmacoldgica, especialmente por sus pro-
piedades antibacterianas, antifungicas, antiinflamatorias, anti-
tumorales, antiparasitarios, por mencionar algunos®’. Estas
propiedades se atribuyen al sistema o,3-insaturado, cuyo poten-
cial farmacologico pueden modificarse mediante la introduc-
cidn de distintos sustituyentes en los anillos aromaticos, permi-
tiendo dirigir hacia un actividad farmacoldgica especifica, lo
que puede resultar en el descubrimiento de compuestos con un
potencial farmacoldgico que pueda ser usado como tratamiento
alterno sustituyendo a los actuales que han presentado inefi-
ciencia o que pueden ocasionar un efecto secundario indesea-
bled.

Diversos estudios han demostrado que las modificaciones es-
tructurales permiten optimizar su perfil farmacol6gico y am-
pliar su espectro de accion bioldgica. Algunos ejemplos con
propiedades relevantes se muestran en la figura 1.

0
OO
0
2
0 N Y N Y
H\ ‘\
7 N
=
7o !

o
\o .
0 sw/ 0 0
O - O \N/L\N i “A‘O/O
5 oH 0 0 4

Fig. 1: Compuesto de tipo chalconas con actividades bioldgicas.

De los compuestos mostrados en la figura, el compuesto 1 mos-
tro actividad citotoxica frente a células MDA-MB-213, con un
valor de ICsp= 11,07 + 0,04 uM°. Por su parte, el compuesto 2
actué como inhibidor de la acetilcolinesterasa (AChE), con un
ICso = 7,50 + 0,011 pM*°, mientras que el compuesto 3 exhi-
bié una inhibicién significativa de la aldosa reductasa (ALR2),
con un ICsp = 18,59 + 1,81 uM™. En cuanto al compuesto 4,
present6 actividad antibacteriana frente a Staphylococcus au-
reus, inhibiendo su crecimiento a una dosis de 5,8 pg/mL*?, y
el compuesto 5 inhibi6 a una dosis de 31,25 pg/mL. Todos los
ensayos fueron realizados mediante estudios in vitro®®,

En conjunto, estas investigaciones destacan la relevancia es-
tructural y farmacoldgica de las chalconas como andamiajes
versatiles en el disefio de nuevos agentes terapéuticos. Su capa-
cidad de interactuar con distintos blancos biolégicos refuerza
su valor en la quimica medicinal. No obstante, la optimizacion
de las condiciones de sintesis sigue siendo un desafio funda-
mental para mejorar los rendimientos y favorecer su aplicacion
a nivel experimental y farmacoldgico.

En este contexto, en 2005, Chlupacova et al.* reportaron la sin-
tesis de derivados nitrados de chalconas con anillos de pirazina
(pirachalcona) utilizando piridina como solvente y dietilamina
como base orgénica, a temperaturas entre 80 y 120 °C, obte-

niendo rendimientos inferiores al 43%. Afios mas tarde, en
2016%y 2018, Opletalové et al.’®, prepararon seis analogos adi-
cionales a partir de 2-acetilpirazina y diferentes benzaldehidos,
empleando las mismas condiciones descritas previamente, sin
lograr superar el 50% de rendimiento (véase en la figura 2).

Segun los criterios establecidos por las farmacéuticas Pfizer y
GlaxoSmithKline (GSK), la piridina se clasifica como solvente
indeseable debido a sus efectos adversos sobre la salud humana
y el medio ambiente, lo cual limita significativamente su apli-
cacion en procesos quimicos sostenibles’. En contraste, la
dietilamina ha sido evaluada como una base organica aceptable
bajo los pardmetros de quimica limpia (Clean Chemistry, por
su nombre en inglés) y por valoraciones ambientales, de acuer-
do con el enfoque propuesto por Henderson en el 2015,
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Fig. 2: Ruta sintética para la obtencion de analogos de chalcona a par-
tir de 2-acetilpirazina.

En este trabajo se plantea como objetivo, proponer y evaluar
una ruta sintética sostenible para la obtencion de una serie de
derivados de chalcona:
(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (P1-1),
(E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (PI1-2),
(E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (PI-3),
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona (P1-4) y
(E)-1-(2-pirazinil)-3-(1H-pirrol-2-il)-prop-2-en-1-ona (PI-5),
mediante un procedimiento que cumpla con los principios de
quimica verde. Asimismo, se busca evaluar la relacion estruc-
tura-actividad (SAR) de los compuestos obtenidos, a través de
la determinacion de los halos de inhibicion (expresados en mi-
limetros) frente a Candida albicans (C. albicans), Staphyloco-
ccus aureus (S. aureus, gram positiva) y Escherichia coli (E.
coli, gram negativa), utilizando el método de difusion en disco
de Kirby-Bauer, con el propdsito de establecer correlaciones
entre las modificaciones estructurales y los efectos inhibitorios
observados®®.
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Metodologia experimental

Sintesis de (E)-3-fenil-1-(pirazinil)-prop-2-en-1-ona PI-1y de-
rivados

Los reactivos 2-acetilpirazina, benzaldehido, 2-fluorobenzal-
dehido, 4-fluorobenzaldehido, 4-metoxibenzal-dehido, pirrol-
2-carboxaldehido y trietilamina, fueron obtenidos comercial-
mente de Sigma-Aldrich (Toluca, México).

El seguimiento de las reacciones se realizd por cromatografia
en capa fina (CCF) sobre cromatofolios Merck de gel de silice
60 (254 nm y espesor de 0,2 mm), visualizando la placa me-
diante la desactivacién de la fluorescencia bajo luz ultravioleta
y como agente revelador se utiliz6 permanganato de potasio
(KMnOy). La cromatografia en columna se realiz6 con gel de
silice 60 de alto grado de pureza (malla 70-230). Los compues-
tos fueron secados en una estufa marca RIOSSA (Ecatepec, Es-
tado de México). Los puntos de fusion fueron determinados
mediante un equipo Fisher-Jhons (Scorpion Scientific, Massa-
chusetts, Estados Unidos) y no estan corregidos.

Los espectros de RMN *H y RMN *3C, se registraron a 25 °C
en un espectrémetro Bruker Ascend™ 600 (Massachusetts, Es-
tados Unidos) a 600 MHz para RMN H y 150 MHz para car-
bono-13. Los desplazamientos quimicos (d) estan expresa-dos
en partes por millén (ppm) en relacion con el tetrametil-silano
(TMS) utilizando como estandar interno (0,00 ppm), los valo-
res de constantes de acoplamiento (J) se expresan en Hertz. Las
multiplicidades de las sefiales se describen como s (singu-lete),
d (doblete), dd (doblete de dobletes), dt (doblete de tripletes), t
(triplete), g (cuarteto) o m (multiplete)?.

En un matraz redondo de 5 mL se colocé 2-acetilpirazina (0,5
mmol) y el correspondiente benzaldehido (0,5 mmol) en 3 mL
de agua destilada. Esta mezcla se agité por cinco minutos v,
posteriormente, se adiciond trietilamina (0,55 mmol) por goteo.
Al finalizar la adicion, la mezcla se mantuvo en agitacion vigo-
rosa por 20 h. El consumo de la materia se comprob6 por CCF
utilizando 20% de acetato de etilo en hexano como fase movil.
El compuesto se purific6 mediante cromatografia en columna
(10% acetato de etilo en hexano)? (Fig. 3).

Célculo computacional de energia relativa de los compuestos
Pl-1aPI-5

El andlisis conformacional y el calculo de energia relativa entre
los isbmeros geomeétricos E y Z se realizaron empleando el soft-
ware Chem3D (PerkinElmer, version 20,0,0,41).

Las estructuras moleculares correspondiente a cada isdémero
fueron construidas en el entorno gréafico del programa, asegu-
rando la correcta asignacion de la estereoquimica (E o Z) en el
doble enlace. Posteriormente, se efectud una minimi-zacion de
energia molecular utilizando el campo de fuerza MM2 (Mole-
cular Mechanics 2), incorporado en el software, hasta alcanzar
el criterio de convergencia por defecto (rms gradient <0,01
kcal/mol.A).

Una vez obtenidas las geometrias optimizadas, se registraron
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Fig. 3: Procedimiento general para la obtencion de PI-1 a PI-5.
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las energias potenciales totales de cada conformacién. La dife-
rencia entre estos valores permitié determinar las energias rela-
tivas de estabilidad entre los isdbmeros E y Z, expresadas en
kcal/mol.

Este procedimiento, de caracter semi empirico y basado en me-
canica molecular, permite una estimacién comparativa de la es-
tabilidad termodindmica entre estereoisdmeros, aportando in-
formacién complementaria a los estudios espectroscépicos y
experimentales?.

Célculo computacional de lipofilicidad (ClogP) de los com-
puestos P1-1 a PI-5

El célculo de los valores de lipofilicidad expresados como
ClogP se realizd mediante el software ChemDraw (Perkin-El-
mer, version 20,0,0,41). Cada compuesto se representa digital-
mente utilizando las herramientas de edicion molecular asegu-
rando la correcta orientacion estereoguimica correspon-diente.
Para asegurar la correcta orientacion, se aplicaron las funciones
de “Check Structure” y “Clean Up Structure” para corregir po-
sibles errores, garantizando una representacion adecuada de los
compuestos. Después de asegurar la orientacion estructural, se
accedio6 a la opcion “show chemical properties window™ del
menu “view”.

Dentro de las propiedades, seleccionar el valor de lipofilicidad
(ClogP), estimado a partir de un algoritmo fragmental integrado
en el software.

Meétodo cualitativo de la susceptibilidad bacteriana y fangica
de los compuestos PI-1 a P1-5

Como primer paso en el analisis microbioldgico, se llevé a cabo
un ensayo in vitro mediante el método de Kirby Bauer o difu-
sion en disco, el cual es de caracter cualitativo y permite deter-
minar la susceptibilidad de S. aureus, E. coli y C. albicans
frente a los compuestos P1-1 a P1-5%,

Los compuestos evaluados presentaron solubilidad en dicloro-
mentano (DCM), acetato de etilo (AcOEt) y dimetilsulféxico
(DMSO). Considerando estudios previos sobre la actividad an-
timicrobiana de moléculas con caracteristicas similares, se se-
lecciond el DMSO como vehiculo para los compuestos PI-1 a
P1-5, debido a que este solvente no interfiere ni inhibe el creci-
miento microbiano en los ensayos en placa®.
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Los microorganismos utilizados fueron aislados de muestras
clinicas, siguiendo las recomendaciones e indicaciones del Cli-
nical and Laboratory Standards Institute (CLSI) para la reali-
zacién de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana.

Los farmacos utilizados como controles positivos fueron adqui-
ridos bajo prescripcion médica en su presentacion comercial en
capsulas, lo que permitié preparar las diluciones (ug/sensidis-
cos) correspondientes de acuerdo con las recomendaciones es-
tablecidas por CLSI para la interpretacion de la sensibilidad an-
timicrobiana?.

Bajo condiciones asépticas, se prepararon los indculos de las
cepas analizadas (S. aureus, E. coli y C. albicans), de acuerdo
con las indicaciones del CLSI?. El inéculo se prepar6 en 5 mL
de solucién salina (0,9%) vy la turbidez se cuantifico segun la
escala de McFarland en un espectrofotdmetro Genesys™ 10S
Uv-vis (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, Estados Uni-
dos) a 625 nm. Para realizar la curva de McFarland y medir la
concentracion de los in6culos preparados para los ensayos, se
tuvieron que preparar una serie de disoluciones de cloruro de
bario 0,48 M (1% p/v) y &cido sulfarico 0,18 M (1% v/v)
generando una curva de calibracion (R?= 0,996), sobre la
cual se interpol6 la absorbancia de la suspension microbiana,
procurando una densidad Optica equivalente al estandar de
McFarland 0,5. Concentracidn final de 1,5-2 x 108 UFC/mL
por indculo (tabla 1).

Tabla 1. Absorbancia obtenida de los estandares de McFarland.

BaCl 0,48 M H,S0,0,18 M Escala UCF/mL  Absorbancia
(mL) (mL) McFarland  (x10°)
0,025 4,975 0,5 15 0,146
0,5 4,95 1,0 3,0 0,312
0,1 49 2,0 6,0 0,502
0,15 4,85 3,0 9,0 0,627
0,2 4.8 4,0 12,0 0,814
0,25 4,75 5,0 15,0 0,961
0,3 4,7 6,0 18,0 1,124
0,35 4,65 7,0 21,0 1,282
0,4 4,6 8,0 24,0 1,420
0,45 4,55 9,0 27,0 1,570
Inéculo bacteria 0,218
(S. aureus)
In6culo bacteria 0,359
(E. coli)
Inéculo hongo 0,38
(C. albicans)

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton BD Bioxon deshidratado como
medio de cultivo para los antibiogramas de bacterias preparado
de acuerdo con las indicaciones del fabricante.

La cepa bacteriana de S. aureus y E. coli fueron tomadas con
un asa bacteriolégica y suspendidas en 4 mL de solucion salina
al 0,9%, ajustando la densidad a una concentracion final de 1,5-
3x108 UFC/mL.

Los ensayos se realizaron siguiendo el método de difusién en
disco. Como controles positivos se emplearon amoxicilina para

S. aureus (gram positiva), mientras que para E. coli (gram -ne-
gativa) se utilizé amikacina. El agua destilada (H20) se utilizd
como vehiculo para los farmacos de referencia, mientras que el
dimetilsulféxido (DMSQ) se empled como solvente para las di-
luciones de los compuestos PI-1 a PI-5 a 25, 50, 100, 200 y
400 pg/10 pL?’,

Evaluacion de la actividad antifingica

Se utiliz6 agar Mueller-Hinton BD Bioxon suplementado con
2% plv de glucosa (Meyer) y 0,01% v/v de azul de metileno (5
mg/mL, Meyer) como medio de cultivo para los antibiogramas
de hongos?.

Bajo condiciones de esterilidad, la cepa de C. albicans fue ac-
tivada en agar dextrosa y papa DIBICO®, mediante siembra por
estria simple. Posteriormente, un raspado de la cepa activada se
tomé con un asa bacterioldgica, y suspendida en 4 mL de solu-
cion salina al 0,9%, ajustando la concentracion final a 3 x 108
UFC/mL. Los ensayos se llevaron a cabo siguiendo el método
de difusion en disco. Como control positivo se empled flucona-
zol (25 pg), mientras que los compuestos PI-1 a P1-5 fueron
preparados como se describe anteriormente.

En cada placa, previamente sembrada por el método de triple
estria con el indculo de la cepa estudiada, se colocaron ocho
sensidiscos de 6 mm de diametro. Cada sensidisco fue impreg-
nado con 10 pL. de agua destilada (control negativo), DMSO
(control negativo), solucion del farmaco (control positivo) y las
diferentes disoluciones de P1-1 a PI-5. Posteriormente, los sen-
sidiscos se distribuyeron uniformemente sobre la superficie de
la placa. Todos los ensayos se realizaron por triplicado (véase
figura 4)%.
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Fig. 4: Esquema general de la distribucion de los sensidiscos.

Todas las placas fueron incubadas a 37 + 1 °C durante 48 h para
C. albicans y 24 h para las bacterias (S. aureus y E. coli), en
una estufa de cultivo RIOS ROCHA® S.A (RiosSA). Los re-
sultados de los antibiogramas fueron registrados como inhibi-
cion del crecimiento (mm), utilizando un calibrador Haimo
D150, Vernier digital (Texas, USA)¥.

Resultados y discusion
Sintesis y caracterizacion estructural

Durante el desarrollo del presente proyecto, se establecié un
protocolo sintético para la obtencion de heterochalcona deriva-
das de 2-acetilpirazina, incorporando principios de la quimica
verde. Entre estos principios destacan la reduccion en la gene-
racion de residuos, asi como la reutilizacion tanto del medio de
dispersion como de la base empleada. Se considera este pro-
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€eso, un sistema heterogéneo en los cuales los sustratos son in-
solubles en el medio de dispersion (agua destilada), mientras
que, la base (trietilamina) es soluble, formando una interfase
entre los sustratos-agua. De este modo, se cumple con el prin-
cipio “Green Chemistry”, al aplicar una perspectiva econémica
y ecoldgica. Asi mismo, los compuestos fueron disefiados me-
diante el enfoque bioisostérico®.

El monitoreo de la reaccion reveld un consumo completo de los
sustratos a las 20 h. No obstante, el anélisis por cromatografia
en capa fina indicd la presencia de dos compuestos. EI primero,
de mayor polaridad, mostr6 un factor de retencion (Rf) de 0,1
utilizando un sistema de elucion de acetato de etilo al 10% en
hexano. El segundo compuesto se detecté con un Rf de 0,7.

Posteriormente, se realizdé una separacion mediante cromato-
grafia en columna, seguida de un analisis espectroscopico. Los
resultados permitieron confirmar que el compuesto con Rf =
0,7 correspondia a la heterochalcona P1-1. La constante de aco-
plamiento obtenida en el espectro de RMN *H de dos hidrége-
nos con una multiplicidad doble, mostr6 un valor de 16,0 Hz,
lo que sugiere la formacion de un sistema a,f3-insaturado con
configuracion geométrica trans del doble enlace.

Esta configuracion se da al final del mecanismo de la conden-
sacion Claisen-Schmidt, por un mecanismo de eliminacién uni-
molecular de base conjugada (E1cB), como parte de la forma-
cion de la respectiva heterochalcona. Esto sugiere que se forma
un carbanion intermedio con hibridacién sp? facilitando la for-
macion del doble enlace a través de la interaccion del par de
electrones con el orbital de antienlace del grupo saliente (-OH).

Esto se sustenta con los datos obtenidos del analisis de la mini-
mizacion de energia molecular (expresadas en kcal/mol) entre
los isdmeros geométricos E y Z realizados mediante el software
Chem3D (PerkinElmer, version 20,0,0,41). Dicho analisis de-
mostrd que el isdmero E es mas estable, lo cual indica que las
condiciones experimentales favorecen la formacion de un com-
puesto cinético (PI-1) (Fig. 5).

Los espectros de RMN *H y *C fueron fundamentales para la
elucidacion estructural de los compuestos obtenidos. Se anali
zaron los desplazamientos quimicos, las integraciones, las mul-
tiplicidades y las constantes de acoplamiento de las sefiales ob-
servada.
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Fig. 5: ElcB para la formacion de a,p-insaturado.

(E)-3-fenil-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-
. PO ona (PI-1). Este compuesto se purifico
E"j)%(j por cromatografia en columna (20% ace-
NZ tato de etilo en hexano) para obtener un
h sélido verde-amarillo con un rendimiento
del 75%, p.f. 106-108°C. RMN H (CDCls, 600 MHz): 5 9,38
(d, 1H,J=15Hz); 8,77 (d, 1H, J = 2,5 Hz); 8,70 (dd, 1H, J =
2,4; 1,5 Hz), 8,18 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,99 (d, 1H, J = 16,0
Hz); 7,80 — 7,67 (m, 2H); 7,46 — 7,38 (m, 3H); RMN C
(CDCls, 150 MHz): 6 188,6; 148,5; 147,5; 145,8; 144,9; 143 ,4;
134,8; 131,0; 128,99; 128.97; 120,1.
‘0: (E)-3-(2-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-
N = prop-2-en-1-ona (P1-2). Este com-puesto
E :j)‘\/j@ se purificd por cromatografia en columna
N F (20% acetato de etilo en hexano) para
obtener un sélido verde-amarillo con un rendimiento del 72%,
p.f. 108-110°C. RMN *H (CDCls, 600 MHz): 5 9,37 (d, 1H, J
=15 Hz); 8,77 (d, 1H, J = 2,5 Hz); 8,70 (dd, 1H, J=2,4; 1,5
Hz); 8,24 (d, 1H, J = 16,2 Hz); 8,12 (d, 1H, J = 16,2 Hz); 7,76
(td, 1H,J=7,6; 1,8 Hz); 7,41 (dddd, 1H,J=8,3; 7,1, 5,2; 1,8
Hz); 7,21 (td, 1H, J=7,7; 1,2 Hz); 7,14 (dd, 1H, J =8,3; 1.2
Hz). RMN C (CDCls, 151 MHz): § 189,1; 162,5 (d, J = 255,2
Hz); 148,9; 148,0; 145,4; 143,9; 138,6 (d, J = 3,2 Hz); 132,9 (d,
J=9,1Hz); 130,0 (d, J = 3,0 Hz); 125,0 (d, J = 4,0 Hz); 123,5
(d,J=11,8 Hz); 123,0 (d, J = 6,4 Hz); 116,8 (d, J = 22,1 H2).
0 (E)-3-(4-fluorofenil)-1-(2-pirazinil)-
N Z prop-2-en-1-ona (P1-3). Este compuesto
E j)‘\/\@ se purifico por cromatografia en columna
N F (20% acetato de etilo en hexano) para ob-
tener un sélido verde-amarillo con un rendimiento del 76%, p.f.
118-120°C. RMN H (CDCls, 600 MHz): § 9,37 (d, 1H, J =
1,5Hz); 8,77 (d, 1H, J=2,4 Hz); 8,68 (dd, 1H, J=2,4; 1,5 Hz);
8,10 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,94 (d, 1H, J = 16,0 Hz); 7,71 (dd,
2H,J=8,6;5,5Hz); 7,12 (t, 2H, J=8,6 Hz). RMN *C (CDCls,
151 MHz) & 188,5; 164,4 (d, J = 252,7 Hz); 148,5; 147,5;
144.9; 144,4: 143,4;131,1 (d, J = 3,5 Hz); 130,9 (d, J = 8,5 Hz);
119,9 (d, J =2,3 Hz); 116,2 (d, J = 21,8 Hz).
(E)-3-(4-metoxifenil)-1-(2-pirazinil)-prop-2-en-1-ona  (PI-
4). Este compuesto se purificd por cromatografia en columna
(20% acetato de etilo en hexano) para obtener un sélido verde-
amarillo con un rendimiento del 79%, p.f. 101-103°C. RMN
'H (CDCls, 600 MHz): § 9,36 (d, 1H, J = 1,5 Hz); 8,75 (d, 1H,
J=25Hz); 8,68 (dd, 1H,J=2,5; 1,5 Hz); 8,05 (d, 1H, J= 15,9
Hz); 7,95 (d, 1H, J = 15,9 Hz); 7,68 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 6,94
(d, 2H, J = 8,8 Hz); 3,86 (s, 3H). RMN **C (CDCls, 151 MHz):
6189,0; 162,6; 149,3; 147,7; 146,2; 145,3; 143,8; 131,3; 128,1;
118,3; 115,0; 56,0.

(E)-1-(2-pirazinil)-3-(1H-pirrol-2-il)-
N ___N prop-2-en-1-ona (PI-5). Este compuesto se
E : | p purifico por cromato-grafia en columna
N (20% acetato de etilo en hexano) para obte-
N ner un solido verde-amarillo con un rendi-

0
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miento del 67%. La siguiente informacion, se obtuvo de la si-
mulacion realizada en el software MestReNova Research, ver-
sion 14,2,0-26256. RMN *H (500 MHz, CDCl3) § 10,0 (d, J =
6,8 Hz, 1H); 9,5 (d, J = 1,3 Hz, 1H), 8,5 (dd, J = 3,5; 1,3 Hz,
1H); 8,1 (d, J = 15,9 Hz, 1H); 7,6 — 7,5 (m, 1H); 6,9 (ddd, J =
6,8; 3,3; 1,7 Hz, 1H); 6,9 — 6,8 (m, 1H); 6,3 (dd, J = 6,6; 3,1
Hz, 1H).

Cabe destacar que todos los compuestos aislados presentan un
fragmento estructural comun correspondiente al anillo hetero-
ciclico de pirazina, lo que confiere similitud en la intensidad,
integridad y multiplicidad de las sefiales en los espectros anali-
zados.

Se plantea que el mecanismo de reaccion inicia en la inter-fase
sustrato-agua, donde la trietilamina actda como base extra-
yendo un hidrogeno en posicion a al carbonilo de la 2-acetilpi-
razina, generando asi el anion enolato (I). Este intermedio se
encuentra estabilizado por interacciones de puentes de hidré-
geno por las moléculas de agua.

A continuacién, el enolato (1) realiza un ataque nucleofilico
al carbonilo del benzaldehido, originando un intermediario
de tipo alcoxido (I1). Este también es estabilizado mediante
puentes de hidrégeno con el medio acuoso. Posteriormente,
la trietilamina protonada (Et:NH™), transfiere un hidrogeno
al oxigeno del alcoxido, formando asi el producto de adicion
aldolica (111).

Finalmente, se lleva a cabo una eliminacion de tipo E1cB
(1V), donde un hidrégeno en C-a es abstraido por la base
organica, lo que conduce a la eliminacion (V) del grupo hi-
droxilo (-OH) y la formacion del sistema a,f-insaturado ca-
racteristico de las heterochalconas (compuestos PI-1 a PlI-
5). Como resultado de esta transformacion, la molécula ad-
quiere un caracter hidrofébico, provocando su precipitacion
desde la fase liquida.

En el 2019, Kobayashi et al.®, propusieron criterios para clasi-
ficar reacciones en las que el agua participa como medio de dis-
persion, considerando la compleja dindmica de las interfaces
involucradas. Durante el transcurso de la reaccion se pueden
distinguir una fase acuosa, una fase organica y una solida.
Al completarse la sintesis, s6lo permanecen visibles la fase
acuosa y la fase sélida correspondiente al producto precipi-
tado (Fig. 6).

Fig. 6: Propuesta de mecanismo de reaccion para la obtencion de
P1-14,

A partir de esta observacion, los autores definen tres tipos y
siete subtipos de reacciones en agua, tomando en cuenta para-
metros como la solubilidad de los sustratos y del catalizador, la
adicion o no de surfactantes y, en consecuencia, la interfase en
la que la reaccion se lleva a cabo. Asi, las reacciones tipo uno
corresponde a sistemas donde todos los sustratos son solubles
en agua; las de tipo dos a aquellas en las que alguno de los sus-
tratos forma micelas o se adicionan surfactantes; mientras que
las de tipo tres se asocian a suspensiones acuosas de los sustra-
tos.

Los resultados observados en este proyecto, nos indica que la
reaccion presentada puede clasificarse como una reaccion tipo
3a, también denominada “sobre-agua”. Este subtipo describe
sistemas heterogéneos en los cuales los sustratos son insolubles
en agua, pero la base orgénica es miscible con el medio, lo que
favorece la formacion de una interfase reactiva entre el sustrato,
el agua y la base. Dicho comportamiento respalda la hipotesis
de que la eficiencia de la reaccién no depende Unicamente de la
solubilidad de los componentes, sino también de la contribu-
cion catalitica de la interfase, en concordancia con lo sefialado
por Kobayashi.

Actividad antimicrobiana

Los microorganismos empleados en este estudio fueron aisla-
dos a partir de muestras clinicas. En la tabla 2, se presenta la
descripcion correspondiente de cada uno de ellos.

La cepa de S. aureus se obtuvo de un aislamiento clinico prove-
niente de una herida en el antebrazo con signos de infeccién. En
la tincion de Gram se observaron cocos violetas dispuestos en
racimos, morfologia caracteristica del género Staphylococcus.
Este resultado se explica por la estructura de su pared celular,
rica en peptidoglucano, que retiene el cristal violeta y le confiere
la coloracién tipica de las bacterias gram positivas. Para su iden-
tificacion se emplearon los medios VVogel Jonhson y Staphylo-
cocus N°110. En el medio Vogel Johnson, S. aureus fermentd
el manitol, generando una coloracién amarilla, mientras que en
Staphylococcus N°110 se observé un crecimiento abundante,
confirmando su capacidad de desarrollarse en medios selectivos
para este género. La prueba de catalasa resulté positiva, eviden-
ciada por la liberacion inmediata de burbujas tras el contacto con
peréxido de hidrégeno, lo que confirma la presencia de la en-
zima catalasa. La prueba de KOH fue negativa (sin formacion
de hilos viscosos), consistente con su naturaleza gram positiva,
y que el hidroxido de potasio no lisa la pared celular gruesa de
S. aureus®,

En el caso de E. coli, su aislamiento proviene de una muestra
de orina asociada a una infeccion urinaria. En la tincion Gram
observaron bacilos rosados, indicativos de bacterias gram ne-
gativas, cuya pared delgada de peptidoglucano se encuentra en-
tre una membrana lipidica interna y una externa, permitiendo la
pérdida del cristal violeta y la retencion del colorante de con-
traste (safranina). Como medios de identificacion se utilizaron




89

I Alvarado, MA Vilchis, J Cortez, N Romero, AY Hidalgo, Q Torres / Avances en Quimica, 20(3), 82-95 (2025)

MacConkey y Eosina Azul de Metileno (EMB). En MacCon-
key, E. coli formd colonias de color rosado intenso, demos-
Tabla 2. Descripcion microbioldgica de las cepas problema.

Prueba
catalasa

Tincién
Gram

Microorganismo
(4%)

Prueba KOH

Medios de culti-
vos selectivos*

Muestra clinica

S. aureus

E. coli

Se recibi6 una muestra clinica pro-
veniente de un paciente masculino
de 34 afios con herida en antebrazo
derecho, con signos locales de infec-
cion.

_ Vogel Johnson

Se recibi6 una muestra de orina de
chorro medio de una paciente feme-
nina de 28 afios, sexualmente activa,
con problemas urinarios.

C. albicans No aplica No aplica

Muestra ungueal proveniente de pa-
ciente femenina adulta mayor con
diagndstico clinico de onicomicosis
en el dedo pulgar de la mano

* |zquierda, control negativo; derecha, crecimiento bacteriano.

trando su capacidad para fermentar lactosa y producir acido, lo
que provoca el cambio de color del indicador de pH. En el me-
dio EMB, las colonias presentaron un brillo metalico verde, re-
sultado de la fuerte acidificacion del medio por fermentacion
de lactosa, patrén caracteristico de esta especie. Las pruebas
bioguimicas complementarias mostraron resultados concor-
dantes: la prueba de catalasa fue positiva, mientras gque en la
prueba de KOH se formd un hilo viscoso al levantar el asa bac-
terioldgica, confirmando su naturaleza gram negativa, conse-
cuencia de la lisis celula®.

Por ultimo, C. albicans, se obtuvo del aislamiento de una mues-
tra ungueal con diagnostico clinico de onicomicosis. En la ob-
servacion microscopica, las levaduras se tifieron de color violeta
en la tincion de Gram y de azul con azul de lactofenol o azul de
metileno, debido a la estructura de su pared compuesta por qui-
tina y glucanos, que facilita la retencion de los colorantes.

El aislamiento se realizd en agar Papa Dextrosa (PDA), permi-
tiendo el crecimiento de colonias con un aspecto cremosas, li-
sas y color blanco, morfologia tipica de C. albicans. En el me-
dio EMB se observaron colonias de color rosado palido, con-
cordantes con lo descrito en la ficha técnica del medio para esta
levadura. Las pruebas de catalasa y KOH no fueron aplicadas,
dado que se utilizan principalmente para la diferenciacion bac-
teriana y no para hongos levaduriformes.

Una vez aisladas e identificadas, las cepas fueron reactivadas
mediante siembre por estria triple y empleadas en la prepara-
cion de los indculos experimentales. A las suspensiones resul-
tantes se les determind la absorbancia, interpolando los valores

obtenidos en la curva patron de McFarland para estimar la con-
centracién aproximada de unidades formadoras de colonias por
mililitro (UFC/mL) (véase Gréfica 1).

El punto circular de color verde representa el valor promedio
de las dosis y absorbancias correspondientes a S. aureus; el
punto morado corresponde a E. coli; y el circulo rojo indica la
concentracién de C. albicans, obtenidas a partir del calculo me-
diante la ecuacion de la recta.

El analisis de la actividad antimicrobiana de los compuestos P1-
1 a PI-5 revel6 bio-selectividad. A continuacion, se describen
los resultados obtenidos de la actividad antibacteriana y anti-
fungica, por separados.

L6

Abs= SE-10(UCF/mL) + 0.2152
14 R*=0.9829

Absorbancia (625 nm)

0
0.00E00

5 00EH08 LOOE+09 L30E+09 200E+HY 250E+09 J00EHY

Concentracion (UFC/mL)
Gréfica 1. Curva de McFarland.
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Actividad antibacteriana

Como se puede observar en la figura 7, el efecto inhibitorio
frente a E. coli de los compuestos PI-1 a PI-5, fueron escasos,
probablemente debido a las particularidades de la membrana
celular, siendo una bacteria gram negativa. De acuerdo con
Thomas et al.*, las bacterias gram negativas presentan mem-
brana citoplasmatica interna (bicapa fosfolipidica), una capa
delgada de peptidoglucano y membrana externa. La membrana
externa estd compuesta por fosfolipidos, lo que acttia como una
barrera impermeable para las moléculas hidrofilicas e hidrofo-
bicas. Esto podria relacionarse con la falta de actividad obser-
vada en el efecto inhibitorio de los compuestos frente a la cepa.

Como comparacion, se empled amikacina como referencia,
dado que este antibidtico actGa inhibiendo el crecimiento de
bacterias gram negativas, como Escherichia coli.

En la Grafica 2, se observa que la amikacina presentd una ex-
celente actividad antibacteriana, la dosis de 25 pg, generd un
halo de inhibicion a 20 mm, incrementandose progresivamente
hasta alcanzar un halo de 30 mm a una dosis de 400 ug. Esto
indica que la amoxicilina inhibe escasamente el crecimiento de

APl b)PL2 Pl
g S
M) i) ol
[~z — c_g,_-_" o < e i‘\"—*'ﬂ" ';
K A :;’i' ) s ST AV J
._\'\—\\ v . :(// _L #
d)Pr-4 e pLs 1) Centrol

negativo

Fig. 7. (a-e) Efecto antibacteriano de los compuestos P1-1 a P1-5 frente
a E. coli, f) placa sin crecimiento.

T | | ng/ 10pL
5

|8

Halo de inhibicién (mm)

Gréfica 2: Halos de inhibicion de la Amikacina frente a E. coli. Cada
barra representa el promedio + la desviacion estandar (n=3).

E. coli

Amikacina

Halo de inhibicion (mm)

1=

Amoxicilina

E. coli

Gréfica 3: Halos de inhibicion de la Amoxicilina frente a E. coli.
Cada barra representa el promedio + la desviacion estandar (n = 3).

E. coli, mientras que la amikacina si es capaz de inhibir amplia-
mente su crecimiento.

En contraste, al evaluar la amoxicilina, antibidtico de referencia
frente a bacterias gram positivas, se observé una baja efectivi-
dad contra E. coli. A dosis de 25-100 100 pg/sensidisco, el halo
de inhibicion no superé el diametro del sensidisco (6 mm), in-
dicando ausencia de actividad inhibitoria. Solo a dosis elevadas
(200 y 400 pg) se registro inhibicion moderada, con halos de
entre 12 y 14 mm (Gréfica 3).

Por otro lado, los compuestos P1-1 — PI-4 mostraron capacidad
inhibitoria frente a S. aureus, bacteria gram positiva que carece
de membrana externa. Esta caracteristica facilita el acceso de
los compuestos lipofilicos a través de la pared celular rica en
peptidoglucano, lo que podria explicar la actividad observada
(véase figura 8).

El efecto antibacteriano que tiene los compuestos de tipo chal-
cona sobre algunas bacterias, se debe a la alteracion de la inte-
gridad de la membrana plasmatica®. En el 2019, Dieter et al.*’,
estudiaron el efecto antibacteriano de la chalcona xantoangelol
(figura 9) frente a S. aureus (gram positiva), observando una
interaccion especifica en la membrana plasmatica, inhibiendo
el crecimiento bacteriano, interaccion que no ocurre con las
bacterias gram negativas. Esta informacién coincide con nues-
tros resultados. Los compuestos PI-1 a P1-4, presentaron inhi-
bicion contra S. aureus.

a) PI-1 b) PI-2 ¢) PI-3
3 ’ld}“ £ /A
gj’—ﬁ% %%’ ‘_—k%;- |
‘/ /éfk‘\ \/{r s;’\ 4
d)PI-4 e)PI-5 1 Control
negatwo
AT 3 S : -
_\it‘% f e
4 /1\\2‘0 o e/ 8
E8 5 ok
&Y &
| e
3 l_““—] ARG E R —

Fig. 8: (a-e) Efecto antibacteriano de los compuestos PI-1 a PI-5
frente a S. aureus, ) placa sin crecimiento.
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OH O

N N i ¥ i
HO OH
Xantoangelol

ClogP: 6,72
Fig. 9: Composicidn estructural y su valor de ClogP del xantoangelol.

Estos compuestos son lipofilicos, presentando valores de ClogP
mayores a 1,90; a diferencia de PI-5 que presenta un valor de
ClogP a 0,60. Esta propiedad parece estar correlacionada con
su capacidad inhibitoria, es decir, interactuar con la membrana
plasmatica e impedir la proliferacion bacteriana. Véase en la
figura 10.

Lo BERIH :E: .0
N Y N Z N Y
E\ E\ [\
Z Z 7 .
N N N F:

*  ClogP: 1,98788 ClogP: 2,11066 ClogP: 1,878

‘0

. :0: . H
Nj)v\@ NM
EN/ o’ [N/ L

«  ClogP: 1,88666 ClogP: 0,573665

Fig. 10: Valores de ClogP de los compuestos PI-1 a PI-5, calculados
por el software ChemDraw Perkin Elmer.

En el 2023, Thebti et al.2® relacionaron el caracter lipofilico con
la actividad antimicrobiana, sugiriendo que los compuestos con
mayor valor de ClogP suelen ser capaces de atravesar la mem-
brana celular, facilitando asi su accién farmacoldgica.

En este contexto, los resultados obtenidos en el presente estudio
muestran que el compuesto PI-1 presento actividad inhibitoria
a partir de 25 pg con un halo de 9,8 £ 0,7 mm, a esa misma
dosis se observo un halo de 10,4 £ 0,1 mm para PI1-3,y 14,5 +
2,3 mm para PI-2, mientras que P1-4 y PI-5 no mostraron in-
hibicion en el crecimiento.

Al incrementar la dosis a 50 g, la efectividad aument6 de ma-
nera gradual; P1-4 generd un halo de inhibicién de 7,9 + 0,5
mm, PI-3 uno de 10,8 + 0,6 mm, PI-1 uno de 12,2 + 1,6 mm,
PI1-2 uno de 15,8 £ 1 mm, y PI-5 continud sin causar inhibicion
del crecimiento bacteriano.

A dosis de 100, 200 y 400 ug, la inhibicion del crecimiento
précticamente se mantuvo, siendo el mas efectivo P1-4 seguido
de PI-3, PI-2, PI-1. Por tltimo, PI-5 continud sin inhibicion.

Los mismos farmacos empleados como referencia frente a E.
coli se utilizaron para la evaluacion contra S. aureus. La amoxi-
cilina mostr6 una elevada efectividad, con una clara relacién
dosis-dependiente. Desde la dosis mas baja (25 pg) generd ha-
los de inhibicion considerables (aproximadamente 13-14 mm),
aumentando progresivamente hasta superar los 20 mm a una
dosis de 400 pg. De manera similar, la amikacina present6 una

actividad bacteriana favorable, con un comportamiento dosis-
dependiente bien definido, iniciando con halos cercanos a 15
mm a 25 g y alcanzando valores de 27-28 mm en la dosis més
alta.

Estos resultados concuerdan con el espectro de accién, ya que
S. aureus es una bacteria gram positiva cuya pared celular esta
compuesta principalmente por peptidoglucano y carente de
membrana externa, facilitando la difusion de los antibiéticos.
Esta caracteristica estructural podria explicar la elevada suscep-
tibilidad observada frente a amoxicilina y amikacina, incluso a
dosis bajas.

Comparativamente, los compuestos PI-1 a P1-4 mostraron una
actividad inhibitoria menor que los antibidticos de referencias;
sin embargo, su efecto fue selectivo frente a S. aureus, 1o que
sugiere un posible mecanismo de accién asociado a la natura-
leza lipofilica y a la presencia del anillo heterociclico en su es-
tructura. Este comportamiento diferencial evidencia el poten-
cial de las heterochalconas sintetizadas como andamios estruc-
turales prometedores para el disefio de nuevos agentes antimi-
crobianos con especificidad hacia microorganismos gram posi-
tivo (Gréfica 4).

Se realiz6 un andlisis de varianza de dos vias comparando el
efecto inhibitorio de los farmacos y los compuestos evaluados
a diferentes dosis (25, 50, 100, 200 y 400 pg/10uL) frente a S.
aureus, ya que los compuestos PI-1 a PI-4, solo mostraron in-
hibicion frente a esta bacteria.

El andlisis mostré diferencias altamente significativas (*p >
0,05) tanto entre los compuestos como entre las dosis. Las prue-
bas post hoc de Tukey evidencié diferentes significativas (*p >
0,05) en la mayoria de los pares de comparacion. Solo la com-
binacion Amoxicilina (X = 16,94 mm) y PI-2 (x = 15,96 mm)
no presentaron diferencia (p =0,197), lo que sugiere que ambos
tratamientos ejercen un efecto inhibitorio estadisticamente si-
milar sobre S. aureus.

30,009 %

20,009

10,00

Halo de inhibicion (mm)

Amikacina PI-1
Amoxicilina PI-2 PI-4

Gréfica 4: Halos de inhibicién de Amikacina, Amoxicilina y los com-
puestos PI-1 a PI-5 frente a S. aureus. Cada barra representa el prome-
dio * la desviacion estandar (n=3). *Diferencia estadisticamente signi-
ficativa (*p < 0,05; ANOVA-Tukey).
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La efectividad antimicrobiana sigue el siguiente orden: Amika-
cina (X = 21,86 mm) > Amoxicilina (x = 16,94 mm) > PI-2 (x
= 15,96 mm) > PI-1 (x = 14,72 mm) > PI-3 (x = 11,92 mm) >
Pl-4 (x = 8,43 mm) > PI-5 (x = 6 mm), mostrando una dismi-
nucidn progresiva en la efectividad antimicrobiana. La Amika-
cina fue el farmaco con mayor respuesta (p < 0,001), generando
halos mayores a la Amoxicilina.

Respecto al factor dosis, la prueba Tukey mostro que el halo de
inhibicion aumentd de manera significativa conforme se incre-
ment6 la dosis del producto, evidenciando una clara dosis
(ug/10pL)-dependiente (halo de inhibicién, mm) (p < 0,001).

Actividad antifingica

Los halos de inhibicion en el crecimiento de C. albicans pueden
ser visualizadas en la figura 11. Los compuestos PI-1 a PI-4
demuestran un efecto inhibitorio, sin embargo, el compuesto
PI-5, resulta incapaz de inhibir el proceso de crecimiento del
hongo estudiado.

La cuantificacion del efecto antifingico observada en la grafica
5, muestran que P1-1 present6 el mayor efecto inhibitorio frente
a C. albicans, con halos de inhibicion entre 14,6 + 05y 23,4 +
0,6 mm en el rango de dosis de 25 a 400 pg. PI-2 también es
capaz de inhibir el crecimiento en este mismo rango de dosis
con halos de inhibicion entre 13,8 + 0,3y 18,0 £ 0,2 mm, se-
guido de PI-3, con halos entre 14,4 + 0,5y 17,6 £ 0,5 mm, con-
tinuando PI-4con halos de inhibicion entre 9,0y 12,2 + 0,3 mm
y, por ultimo, PI-5, el cual no presentd la capacidad de inhibir
el crecimiento fungico. En comparacion, el farmaco de referen-
cia (Fluconazol) present6 un halo de inhibicién de 11,4 + 1,9
mm a una dosis de 25 ug (Grafica 5).

El analisis de varianza de dos factores mostrd que la dosis (F =
202,71; p <0,001) como el compuesto (F = 1999,28; p < 0,001)
gjercieron un efecto altamente significativo sobre la inhibicion
microbiana. Ademas, se detectd una interaccion significativa
entre ambos factores (F = 38,86; p < 0,001), lo que indica que
la respuesta inhibitoria depende no solo de la naturaleza del
compuesto, sino también de la dosis empleada.

b) PI-2

a) PI-1 c) PI-3

f) Control

d) PI-4 negativo

e) PI-5

Fig. 11: (a-e) Efecto antifingico de los compuestos PI-1 a PI1-5 frente
a C. albicans, f) placa sin crecimiento.
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Grafica 5: Halos de inhibicion del Fluconazol y de los compuestos
PI-1 a PI-5 frente a C. albicans. Cada barra representa el promedio +
la desviacion estandar (n = 3). *Diferencia estadisticamente significa-
tiva (*p < 0,05; ANOVA-Tukey).

Las comparaciones de la prueba Tukey revelaron diferencias
significativas entre los compuestos evaluados (p < 0,05). Mien-
tras que, el fluconazol mostré un comportamiento diferenciado:
siendo mas efectivo que PI1-4 y PI-5, pero significativamente
menos activo que PI-1, PI1-2 y PI-3. En términos de potencia
relativa, se ordena de la siguiente manera, P1-4 ~ Flucona-
z0I>P1-1>PI-2>P1-3>>P1-5.

De acuerdo con Duhitaet al.*’, la membrana celular de los hon-
gos representa un objetivo fundamental en la actividad antimi-
cética debido a su composicion y estructura. Dicha membrana
esta enriquecida por diversos lipidos, dentro de los cuales los
esteroles tienen mayor relevancia, aungque también podemos
encontrar glicerol-fosfolipidos y esfingolipidos. Por lo tanto, la
presencia de una amplia cantidad de lipidos vuelve a la mem-
brana inherentemente lipofilica, lo cual facilita la interaccion
con compuestos de naturaleza similar, de hecho, la composi-
cion lipidica explica por qué muchos farmacos antifingicos
exitosos actlian afectando la integridad de la membrana celular.
De este modo, los resultados obtenidos se encuentran relacio-
nado con los valores del ClogP, o bien, la lipofilicidad de los
compuestos mencionada anteriormente (Fig. 12).

Costa et al.® (2016) sugieren que los derivados de chalconas
ejercen su accion farmacol6gica mediante un mecanismo de ac-
cion primario, que involucra la inhibicion de enzimas clave
para el ciclo de vida de los hongos. La -(1,3)-glucano y quitina
sintasas son las mas fundamentales, ya que, al interferir con es-
tas enzimas, estos compuestos alteran decisivamente la biosin-
tesis de polimeros esenciales, debilitando la integridad celular.

Asi mismo, Mellano et al.*® sugieren que la actividad antifan-
gica de las chalconas depende de la carga electrénica del car-
bonilico, y consideran que el sistema a,f-insaturado juega un
papel significativo en el mecanismo de accion. En algunos ca-
sos, una mayor densidad electrénica en el sistema o,p-insatu-
rado induce a una mayor actividad antiflngica.
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Fig. 12. Comparacion de la actividad antifingica y antibacteriana°.

La efectividad presentada, se ve relacionado con su estructura
(relacion estructura-actividad, SAR). Asimismo, como se men-
cion6 anteriormente, la eficacia antifingica igual puede atri-
buirse a los valores de ClogP.

Conclusiones

Se sintetizaron cinco heterochalconas mediante una condensa-
cidn tipo Claisen-Schmidt en condiciones heterogéneas, clasi-
ficadas como reaccion de tipo 3a o “sobre-agua™, con rendi-
mientos que van del 67% al 79%. La elucidacion estructural se
realiz6 mediante RMN *H y RMN C, confirmando la forma-
cion del isémero trans en el sistema a,p-insaturado, conforma-
cion respaldada por simulaciones computacionales realizadas
con Chem3D y ChemDraw de la marca Perkin Elmer (version
20,0,0,41).

Desde el punto de vista bioldgico, los compuestos Pl-1 a P1-4
mostraron una tendencia decreciente en la actividad antimicro-
biana frente a S. aureus y C. albicans, lo que demuestra una
clara relacion entre la estructura molecular y la respuesta biol6-
gica. Las modificaciones estructurales introducidas influyen di-
rectamente en su perfil antimicrobiano, viendo una baja efecti-
vidad con un enfoque bioisostérico no clasico frente a un enfo-
que clasico (Fig. 12).

Bioisosterismo no clasico

Los analisis ANOVA confirmaron diferencias significativas (p
<0,001) tanto en la variable de la dosis como en el tipo de com-
puesto, evidenciando una interaccion dosis-molécula. La efecti-
vidad frente a S. aureus sigue el siguiente orden: Amikacina >
Amoxicilina > P1-2 > PI1-1 > P1-3 > PI-4 > PI-5, observandose
una disminucion progresiva en la potencia bioldgica.

Los compuestos evaluados mostraron actividad frente a S. au-
reus (gram positiva) y fueron inactivos contra E. coli (gram ne-
gativa), comportamiento coherente con los farmacos de refe-
rencia. Esta selectividad sugiere que las heterochalconas acttian
preferentemente sobre bacterias gram positivas, posiblemente
debido a la mayor permeabilidad de su pared peptidoglucénica
en comparacion con la barrera externa de las gram negativas.

En C. albicans, se observé una mayor sensibilidad antifungica,
donde PI1-4 alcanz6 una actividad similar al Fluconazol, mien-
tras que PI-1 a PI1-3 presentaron efectos intermedios y PI-5 fue
el menos activo.

En general, los compuestos PI-1 a PI-4, mostraron bioselecti-
vidad antifdingica, con halos de inhibicion de 12 mm a 23 mm,
superiores a los observados frente a S. aureus (10 a 17 mm).
PI-5, no presentd efecto farmacoldgico en diferentes dosis
frente a los microorganismos.
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En conjunto, los resultados obtenidos demuestran que la estra-
tegia sintética aplicada cumple con los principios de quimica
verde y que las modificaciones estructurales realizadas permi-
ten establecer correlaciones claras en la relacion estructura-ac-
tividad (SAR). Asimismo, respaldan el potencial de optimiza-
cion estructural de las heterochalconas como andamios mole-
culares prometedores para el disefio racional de nuevos agentes
con selectividad frente a microorganismo gram positivos y hon-
gos, aportando una base sélida para futuros estudios de deriva-
tizacion estructural y evaluacion farmacoldgica.
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Resumen

En este trabajo se presenta la sintesis y caracterizacion del complejo 5-metil-5-fenil-hidantoina-imidazol-cobre(l1) hidratado. El
material cristalizado se caracterizd por espectroscopia infrarroja, analisis termogravimétrico y difraccién de rayos-X. Se anali-
zaron las bandas de absorcion caracteristicas de los grupos funcionales presentes por espectroscopia infrarroja permitiendo ca-
racterizar tanto el ligante como el complejo. El anlisis térmico permitié confirmar la presencia de agua de red en la estructura
del complejo de Cu(ll). El patrén de difraccion en polvo confirma la formacion del complejo. La estructura cristalina del com-
plejo se determind mediante la técnica de difraccién de rayos-X en monocristal. EI complejo 5-metil-5-fenil-hidantoina-imida-
zol-cobre(11) hidratado cristaliza en el sistema monoclinico con grupo espacial P2:/c. La geometria alrededor del &tomo de Cu(ll)
es planar cuadrada. El empaquetamiento cristalino se rige por enlaces de hidrégeno del tipo O--H---O y N--H---O, en donde se
involucra la molécula de agua de red, formando patrones de enlace descritos por los grafos R%(10) y C2(6).

Palabras clave: hidantoinas; complejos de cobre(ll); difraccién de rayos-X
Abstract

Synthesis and characterization of a copper (I1) complex with hydantoin and imidazole. In this work, we present the syn-
thesis and characterization of the complex 5-methyl-5-phenyl-hydantoin-imidazole-copper(ll) hydrate. The obtained product
was characterized by IR spectroscopy, thermogravimetric analysis, and X-ray diffraction. The characteristic absorption bands of
the functional groups present were analyzed by infrared spectroscopy, allowing the characterization of both the ligand and the
complex. The thermal analysis confirmed the presence of network water in the structure of the complex. The powder X-ray
pattern confirms the complex formation. The crystalline structure of the complex was determined by the single-crystal X-ray
diffraction technique. The 5-methyl-5-phenyl-hydantoin-imidazole-copper(ll) hydrated complex crystallizes in the monoclinic
system with space group P2i1/c. The geometry around the Cu(ll) atom is square planar. The crystalline packing is ruled by hy-
drogen bonds of the type O-H---O and N-H---O, where the network water molecule is involved, forming bond patterns described
by the graphs R%(10) and C?(6).

Keywords: Hydantoins; copper (I1) complexes; X-ray diffraction

Introduccién

Los compuestos imidazolidina-2,4-diona, conocidos como hi-
dantoinas, son heterociclos de cinco miembros con un anillo
imidazol que posee grupos ceto en las posiciones 2 y 4, for-
mando un nlcleo altamente reactivo con cuatro posibles puntos
de sustitucion. ElI nimero de posibles sitios para sustituciones
conduce a una diversidad en la actividad bioldgica, lo que con-
vierte a los derivados de hidantoina en objetivos sintéticos
atractivos principalmente debido a la variedad de propiedades
bioquimicas y farmacoldgicas que poseen®2. Algunas de las hi-
dantoinas mas representativas son aquellas con disustitucion en
la posicion 5 como son la fenitoina 5,5-difenil-hidantoina, la
mefenitoina 3-metil-5-¢etil-5-fenil-hidantoina, y la fosfenitoina
acido 5,5-difenil-hidantoinametoxifosfonico. Estos compues-
tos son conocidos por sus propiedades anti convulsionantes y

otras aplicaciones en farmacologia tales como agentes antifin-
gicos, herbicidas, antiinflamatorios y anti-HIV, las cuales de-
penden de la sustitucion de la posicion 5 en el anillo hidan-
toico®*. Ademas, también han sido evaluados por sus propieda-
des anticancerigenas®.

Las hidantoinas también pueden coordinarse con metales de
transicion formando complejos metélicos con excelentes acti-
vidades bioldgicas. Los diferentes estudios sobre la quimica de
coordinacion de los derivados de hidantoina han demostrado
que pueden coordinarse con metales de transicion en forma
mono o bidentadas®®. También pueden actuar como ligante
puente entre dos iones metalicos, en los que unen varias cade-
nas y forman un polimero de coordinacién unidimensional®.
Entre los diversos compuestos con iones de metales de transi-
cion y derivados de hidantoina reportados, los complejos de
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Pd(Il) y Pt(Il) muestran actividad antitumoral contra diferentes
tumores celulares*2,

En investigaciones anteriores relacionadas con el estudio es-
tructural de pequefias moléculas biolégicamente activas con
potenciales actividades farmacéuticas, se han sintetizado y ca-
racterizado diferentes derivados hidantoinicos***°. Como con-
tinuacion de esta linea de investigacion, en este trabajo se pre-
senta la preparacion y caracterizacion de un nuevo complejo de
cobre(l) partiendo del imidazol y la 5-metil-5-fenil-hidantoina.

Parte experimental

La hidantoina 5-metil-5-fenilhidantoina se sintetiz6 utilizando
el método de Bucherer-Bergs y se recristalizd en metanol ca-
liente para su andlisis posterior®. La sintesis del compuesto de
coordinacién de cobre(ll) se realiz6 mezclando 0.50 mmol de
la hidantoina, 0.50 mmol del imidazol (Aldrich 99%), junto con
0.25 mmol de la sal metdlica Cu(CHsCOO)>H,O (Aldrich
99%), empleando como disolvente 5.0 mL de metanol (Aldrich
99,8%). A la disolucion resultante se le ajust6 el pH en 8 man-
teniendo constantes la agitacion y la temperatura de 60 °C. La
disolucion se evapord hasta la mitad del disolvente y por Gltimo
se dejo reposar a temperatura ambiente hasta la aparicién de
cristales de color azul claro y con un tamafio comprendido entre
0.3-0.5 mm para ser resueltos por cristalografia de rayos-X en
monocristal. EIl esquema 1 muestra la sintesis del compuesto I1.

i O

@ H,0
+ 2CH,COOH
; Q

(H)

chy fi
r + 2(_ 4 Cu(CH;CO0),H;0 ——
MeOH

Esquema 1: Sintesis del compuesto de cobre 11 partir de la 5-metil-5-
fenil-hidantoina I.

Las temperaturas de fusion se midieron en un aparato Electrot-
hermal modelo 9300. Los espectros infrarrojos FT-IR se midie-
ron, utilizando pastillas de KBr, en un equipo Perkin-Elmer
1600. El andlisis térmico se realizé en un equipo Perkin-Elmer
TGA-7. El termograma para el compuesto Il se obtuvo con
un programa de calentamiento de 10 °C/min, bajo un flujo de
N2 de 50 ml/min, con una masa inicial de 4.82 mg. La estructura
cristalina de 11 se determind utilizando difractometria de mo-
nocristal. La toma de datos de intensidad, a temperatura am-
biente, se realizd en un difractometro Bruker Smart Apex Il
equipado con radiacién de MoKa. (A= 0.71073 A). Los mar-
cos de difraccion se integraron utilizando el software APEX-111
y los datos se corrigieron por efectos de absorcién y polariza-
cion con SADABS. Los datos de difraccion de rayos-X en
muestra policristalina se midieron en un difractometro con go-
nidometro Philips PW1050/25 utilizando radiacion de CuKa (A=
1.5418 A). Los mismos se midieron en el rango de 5-65° en 26,
con un tamafio de paso de 0.02° y un tiempo de conteo de 10s
por paso. Se utilizo silicio como estandar externo. Las Figuras
se generaron utilizando el programa Diamond?. Para el analisis
de las interacciones intermoleculares se utiliz6 el programa Pla-
ton?,

Resultados y discusion

Las temperaturas de fusion medidas en el fusibmetro para los
reactivos fueron: 1 195-197 °C, imidazol 89-91°C, y 11 290-292
°C. Estas diferencias indican la reaccion de ambos reactivos y
la probable formacion del complejo de cobre.

Espectroscopia infrarroja

En la figura 1 se muestran los espectros infrarrojos para 1 y 1.
Se observan claramente las sefiales generadas por los grupos
funcionales presentes en ambos compuestos. En el espectro de
I se observan las bandas vibracionales que corresponden a la
tension del grupo N-H, desdoblada en dos sefiales en 3283 y
3207 cm™. También aparecen las bandas de vibracién de ten-
sion del enlace C=0 en 1771y 1717 cm™, y la sefial de flexion
débil del grupo N-H con frecuencia de 1494 cm™. En el espec-
tro de Il la principal diferencia radica en que desaparece la
banda de tension N-H del grupo imido y s6lo se observa la
banda fuerte que corresponde a la tensién del grupo N-H si-
tuada fuera de las bandas de los grupos carbonilos del anillo
hidantoico con una frecuencia de 3212 cm™. Esto indica que el
nitrégeno de imida coordina al centro metalico cobre(Il). Ade-
mas, se observa una banda en 3451 cm, solapada con la sefial
de tension del grupo N-H, que corresponde a la tension O-H de
una molécula de agua presente en el compuesto. También se
aprecian otras bandas de vibracion de tensién del enlace C=0
en 1705 y 1647 cm™, pertenecientes a los carbonilos que for-
man parte del grupo imida; asi como la sefial de flexion con
intensidad media del grupo N-H con frecuencia de 1492 cm™.
Las sefiales en 1325 y 1070 cm™ corresponden al enlace C-N
debidas a la coordinacion del metal con el ligante.
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Fig. 1: Espectros infrarrojos del ligante 1 y el complejo de cobre I1.
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Analisis térmico
El termograma medido para 11 se muestra en la figura 2. Las
curvas del andlisis termogravimétrico (ATG) y su derivada
(DATG) indican que la descomposicion térmica de 11 ocurre en
dos etapas. Se evidencia que en 176 °C se produce una pérdida
de masa de 11,6 % en peso que corresponde a una molécula de
agua producto de la deshidratacién. La segunda pérdida de
masa, 88,4 % en peso, aparece en 291 °C y se atribuye a la fu-
sién y descomposicion de 11. Este resultado concuerda con la
temperatura medida en el fusiometro. Se puede inferir que el
agua juega un papel estabilizador en la estructura cristalina del
compuesto en estudio dado que una vez desprendida la molé-
cula de agua el complejo empieza a descomponerse. Por tanto,
en el complejo de Cu(ll) existe agua incorporada a la estructura
cristalina y este resultado concuerda con el obtenido mediante
espectroscopia infrarroja.
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Fig. 2: Termogramas (ATG-DATG) del complejo 1.

0

Difraccion de rayos-X de monocristal

La estructura cristalina de 11 se determind por métodos directos
empleando el programa SHELXS? y se refind mediante calcu-
los de minimos cuadrados de matriz completa utilizando el pro-
grama SHELXLZ, Los atomos de hidrégeno unidos a los nitré-
genos Yy al oxigeno del agua se ubicaron en el mapa de diferen-
cias de Fourier. Los demés atomos unidos a los carbonos se co-
locaron en posiciones calculadas y tratados usando un modelo
rigido con distancias C-H 0.96-0.98 A y Uis(H)= 1,2 Ueg(C)].
Los datos cristalograficos aqui reportados se depositaron en la
base de datos CSD (2364604)%. En la tabla 1 se muestran los

Tabla 1. Informacidn cristalografica del complejo de cobre 11.

datos cristalograficos del complejo 11.

La figura 3 muestra la unidad asimétrica de I1. El ligante, 5-
metil-5-fenilhidantoina, cristaliza en un grupo espacial quiral
P2:%, lo cual constituye un ejemplo para el estudio de la éptica
no lineal en compuestos organicos. En este caso, el empaque-
tamiento cristalino se encuentra gobernado por enlaces inter-
moleculares tipo enlace de hidrégeno N-H---O mostrados en la
tabla 2, reforzados por enlaces intramoleculares C-H---O y C—
H---N. La estructura se encuentra estabilizada por la formacion
de anillos de 12 miembros formados por tres moléculas de hi-
dantoina (figura 4), descritos por el grafo (graph-set) R3;(12)%.
También se forman cadenas paralelas al eje b, unas cadenas li-
neales con grafos C(4) y C(5) y otras cadenas sinusoidales des-
critas por el grafo C?»(8)%.

El compuesto 11 cristaliza en el sistema monoclinico P2:/cy su
unidad asimétrica consta de una molécula de la hidantoina 5-
metil-5-fenilhidantoina, una molécula de imidazol, un atomo
de Cu(ll), y se confirma la aparicion de una molécula de agua
de cristalizacion. El atomo de cobre esté apostado sobre un cen-
tro de inversion, en una posicion especial, de manera que este
centro de inversion genera la otra mitad del complejo como se
muestra en la Figura 3. La geometria alrededor del atomo cen-
tral de Cu(ll) es planar cuadrada con una coordinacion [CuN]
formada por dos ligantes hidantéicos y dos ligantes imidazol.
Para verificar la geometria tetraédrica, se aplico la definicion
de Yang-Powell-Houser?® segun la cual se estable un para-
metro t4= 360°-(a+f3)/360°-26, donde o y 3 son los &ngulos
de mayor valor que rodean el &tomo central y 26 es el &ngulo
tetraédrico ideal (109.47°). La geometria sera tetraédrica
para valores que tiendan a 4= 1y planar cuadrada para va-
lores que tiendan a t4= 0. El valor calculado para 11 fue de
t4=0.135. En la tabla 2 se muestran las distancias y angulos
de enlace mas relevantes de I1.

Se realiz6 una bisqueda en la base de datos CSD (ConQuest,
version 6.1 noviembre 2025)%* y se encontraron 16 estructuras
reportadas de complejos con hidantoinas conteniendo Cu(ll)
como centro metalico y diferentes aminas como segundo li-
gante. En 14 de los complejos se utilizé la 5,5-difenil-hidan-
toina y en los otros dos la 5,5-dimetil-hidantoina. En todas las
estructuras la coordinaciéon del Cu(ll) es planar cuadrada, inclu-
yendo un complejo 5,5-difenil-hidantoina-Cu(ll)-imidazol hi-
dratado?’. La estructura cristalina del compuesto 11 se rige por
cuatro interacciones fuertes de enlaces de hidrégeno del tipo

Formula Quimica C26H30NsOsCu
Peso férmula 614,13
Sistema cristalino monoclinico
Grupo espacial P21/c (N°14)
a(A) 8,564(3)

b (A) 9,613(2)

c(A) 17,074(4)

B 100,76(2)

V (A3 1380,9(7)

Temperatura (K) 295

z 2
Pcale (g/cm?) 1.477
n (mm) 0.847
F(000) 638

S (GoF) 11
R(F [I > 2o(1)] 0,0844
wR(F?) [1 > 25(1)] 0,1235
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O-H:--Oy N-H---O (tabla 3), entre las moléculas que confor-
man el complejo metélico. La figura 4 muestra los enlaces de
hidrégeno con el patrdn Ow-Hw---O presente en la estructura,
descrito por el grafo de primer orden R%(10). Ademas, se puede
apreciar un patron de enlaces de hidrégeno que involucra al
grupo de atomos N1-H1---Ow, y se describe con el grafo de
segundo orden C%(6). De manera que la molécula de agua de
red esta involucrada en los cuatro enlaces de hidrogeno.

"
N g &
af
"N

Fig. 4: Empaquetamiento cristalino de 1l mostrando los grafos for-
mados.

Tabla 2. Distancias y angulos de enlaces en la estructura de I1.

Distancias (A) Angulos (9
Cu-N3 1,962(4) N3-Cu-N13 89,5(2)
Cu-N13 2,008(4) N3-Cu-N3a 180,0(2)
N3-C2 1,394(6) N3-Cu-N13a 90,5(2)
N3-C4 1,339(7) C2-N1-C5 112,3(5)
N13-C17 1,364(7) Cul-N3 -C4 127,1(3)
N13-C14 1,311(6) C2-N3-C4 108,9(4)
N15-C14 1,329(7) Cu-N3-C2 124,003)
N15-C16 1,344(8) Cu-N13-C17 127,3(3)
02-C2 1,230(7) C14-N13-C17 104,1(5)
04-C4 1,221(6) Cul-N13-C14 128,5(4)

Tabla 3. Parametros geométricos de los enlaces de hidrégeno pre-
sentesen 1.

D--H---A D-H (A) H-AA) D-AA) D-H-A©)
N3-H1..-Ow 0,86 2,08 2,917(7) 164(1)
N13-H13.--Ow 0,86 2,05 2,858 156(1)
Ow—Hwa:--O4 0,77(8) 2,03(8) 2,777(6) 165(2)
Ow—Hwb---02 0,86(7) 1,84(7) 2,691(7) 171(2)

Difraccion de rayos-X en muestras policristalinas (XRPD)

En la figura 5 se muestra el patron de difraccién de rayos-X en
muestra policristalina medido para el complejo 5-metil-5-fenil-
hidantoina-Cu(ll)-imidazol- hidratado (I1). En el difractograma
del complejo no se detectd la presencia de los reactivos de par-
tida. El patrén se indexd, utilizando el software Dicvol04%, y
cristaliza en una celda monoclinica con parametros de celda
unidad similares a los encontrados por difractometria de mono-
cristal. Con el propdsito de confirmar la simetria y los parame-
tros de celda unidad, se realiz6 un refinamiento Le Bail® utili-
zando el programa Fullprof®’. En la figura 5 se muestra el re-
sultado del refinamiento donde se observa un buen ajuste entre
los patrones observado y calculados. Las figuras de mérito del
refinamiento del complejo son Rexp = 6,5; Rp =6,9; Rup = 8,1y
S =1,3. Este resultado es un indicativo de la homogeneidad del
producto cristalizado.
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Fig. 5: Grafica del refinamiento por el método de Le Bail observan-

dose el buen ajuste entre los patrones observados y calculados en el
complejo 11.

Conclusiones

Se logro sintetizar el complejo 5-metil-5-fenilhidantoina-Cu(l1)-
imidazol hidratado a partir de la 5-metil-5-fenilhidantoina, imi-
dazol y una sal de cobre(ll). EI complejo 11 se caracterizé me-
diante espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FTIR), termogravimetria (ATG) y difraccion de rayos-X de
monocristal. Se analizaron las bandas de absorcion caracteris-
ticas de los grupos funcionales presentes por espectroscopia in-
frarroja permitiendo identificar las diferencias entre el ligante y
el complejo. Se confirmd la presencia de una molécula de agua
de red en el complejo metalico de cobre(I1) mediante el estudio
termogravimétrico. El estudio mediante difraccion de rayos-X
en monocristal permitio determinar la estructura cristalina y
molecular del complejo, confirmada por el patron de difraccion
de polvo. El complejo 5-metil-5-fenil-hidantoina-Cu(ll)-imida-
zol hidratado cristaliza en el sistema monoclinico con grupo es-
pacial P2i/c, y presenta una geometria planar cuadrada alrede-
dor del &tomo central de cobre. El empaquetamiento cristalino
se rige por interacciones intermoleculares de enlaces de hidré-
geno del tipo O—H---Oy N-H---O. El agua de red presenta una
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geometria tetraédrica, involucrada como un grupo aceptor de
hidrogeno en dos enlaces del tipo N--H---O y como donador de
hidrégeno en dos enlaces del tipo O-H---O; como consecuen-
ciade esto, el agua satisface completamente su capacidad acep-
tora y donadora de hidrégeno. Este estudio aporta la sintesis y
caracterizacion estructural de un nuevo derivado metalico con-
teniendo hidantoinas, las cuales son estudiadas por su contribu-
cion a la quimica medicinal.
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Resumen

Las leucemias mieloides afectan diferenciacién, supervivencia y muerte celular de la serie mieloide, que ocasiona el acimulo de
células indiferenciadas e hiper longevas en la médula ésea y sangre circulante. La regresién de la enfermedad con los actuales
farmacos no es eficiente, por lo que se buscan tratamientos alternos. El presente trabajo evalué mediante RT-PCR la expresion
de los genes ABCB1 y Bcl-2 a distintos tiempos de exposicion a metformina, farmaco antidiabético con antecedentes para el
tratamiento de cancer de mama, en dos lineas celulares de leucemia mieloide aguda. Los resultados mostraron que la metformina
modifico la expresion de ambos genes disminuyéndola.

Palabras clave: leucemia mieloide aguda; metformina; ABCB1; Bcl-2; ROS
Abstract

Metformin reduces the expression of the ABCBL1 and Bcl-2 genes in leukemia-derived cells. Myeloid leukemias affect the
differentiation, survival, and cell death of the myeloid line, leading to the accumulation of undifferentiated and hyper-long-lived
cells in the bone marrow and circulating blood. The regression of the disease with current drugs is not efficient, which is why
alternative treatments are being sought. The present work evaluated the expression of the ABCB1 and Bcl-2 genes at different
exposure times to metformin, an antidiabetic drug with a history of use in breast cancer treatment, in two cell lines of acute
myeloid leukemia, using RT-PCR. The results showed that metformin modified the expression of both genes by decreasing it.

Keywords: Acute myeloid leukemias; Metformin; ABCBL1; Bcl-2; ROS

Introduccién

Los actuales tratamientos para la leucemia incluyen una varie-
dad de estrategias para controlar la enfermedad. De manera ge-
neral, el tratamiento de la leucemia mieloide aguda (LMA)
tiene dos fases: 1) La primera fase consiste en el tratamiento
terapéutico de induccion de la remision. El propdsito de esta
estrategia es eliminar las células leucémicas de la sangre y la
meédula 6sea para llevar a la remision de la enfermedad. 2) La
segunda fase del tratamiento consiste en la terapia de consoli-
dacion. Una vez que la leucemia estd en remision, comienza
esta segunda fase que tiene el propdsito de eliminar cualquier
célula leucémica restante, incluso que tal vez podria no estar
activa, pero, sin embargo, podria volver a multiplicarse y causar
una recaida. A esta fase también se conoce como terapia de
continuacion de la remision®. Estos tratamientos muchas veces
resultan ser contraproducentes para la salud de los pacientes,
algunos de ellos pueden provocar, incluso, alteraciones fisiol6-
gicas como caida del cabello, lesiones en la piel e infecciones®>.

Estos efectos secundarios en muchos casos suelen ser desmoti-
vantes para los pacientes que requieren dichos tratamientos.
Particularmente, el tratamiento para la LMA depende de dife-
rentes factores como el subtipo de la enfermedad, la edad, el
estado de salud y estos factores influyen en el prondstico y las
opciones més viables para llevar acabo un tratamiento. El obje-
tivo principal de un tratamiento para la LMA, ademas de indu-
cir la regresion de la enfermedad, con el propdésito de restaurar
la hematopoyesis normal, debe ser evitar que la salud del pa-
ciente se deteriore y que se produzcan futuras recaidas. Por lo
anterior, se busca emplear farmacos que no causen efectos t6-
xicos secundarios en el paciente. Interesantemente, desde
inicios de la década de 1970, Dilman y Anisimov®® del Instituto
de Oncologia Petrov, en San Petersburgo, Rusia, desarrollaron
la hipdtesis de que las biguanidas antidiabéticas poseian efectos
protectores antienvejecimiento y anticancerosos por medio de
una "rehabilitacion metabdlica". Con dicha hipotesis, a princi-
pios de la década del 2000, Anisimov!®t! demostré experimen-
talmente que el tratamiento crénico de ratones transgénicos
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hembra HER2-/neu con metformina tiene un efecto significa-
tivo en la incidencia y la disminucién del tamafio de los adeno-
carcinomas mamarios y ademas aumentd la latencia media de
los tumores'%22,

Uno de los farmacos que se ha observado que tiene un efecto
positivo en el empleo de quimioterapias contra el cancer de
mama, es la metformina, una biguanida que principalmente es
utilizada como un anti hiperglucemiante. Estudios realizados in
vitro, han mostrado que este farmaco actla deteniendo el creci-
miento de tumores de mama, por medio de la activacién de pro-
teinas cinasas®. La actividad de la metformina dentro de la cé-
lula es la activacion de la proteina cinasa activada por AMP
(AMPK), un complejo que tiene entre sus acciones, la induc-
cion a la apoptosis, ya que dentro de las células ocurre una re-
modelacion metabélica, la cual favoreceria diferentes mecanis-
mos que permiten la regresion del cancer. Una segunda diana
molecular de la metformina en las mitocondrias es la enzima
glicerol-3-fosfato deshidrogenasa mitocondrial (nGPDH), la
cual juega un papel clave en el transporte de glicerofosfato. Este
transporte de oxidorreduccion entre el citosol y la mitocondria
es necesario para la produccion de la forma oxidada de las
coenzimas necesarias para las reacciones bioquimicas, como la
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) en las reacciones
gluconeogénicas. La metformina inhibe la actividad de la
MGPDH, lo que provoca la supresion de las reacciones gluco-
neogénicas, incluida la conversion de lactato en piruvato®.
Siendo la metformina un farmaco con menores riesgos a la sa-
lud y un efecto promisorio para el tratamiento sobre células
neopléasicas, por lo que se piensa que seria un buen inductor
para la regresion de las leucemias, en combinacion con los far-
macos descritos actualmente para quimioterapias de LMA, ta-
les como ciclofosfamida, daunorrubicina, doxorrubicina, vin-
cristina, citarabina, metotrexato, etopdsido, 6-mercaptopurina,
entre otros®®. Los oncogenes son genes relacionados con el cre-
cimiento de células malignas, por lo que cuando se sobreexpre-
san, causan enfermedades como diversos tipos de cancer. Las
proteinas nucleares, que regulan las vias de sefializacion cito-
plasmaticas, los receptores de membrana y otras proteinas, son
codificadas por protooncogenes. En condiciones normales, es-
tas proteinas participan en la homeostasis celular, que significa
mantener las funciones celulares en equilibrio, por lo que su ni-
vel de expresion esta estrictamente regulado. Por lo anterior, se
estudiaran dos protooncogenes que codifican para proteinas de
membrana, las cuales son responsables de alteraciones que dan
lugar a las células neoplasicas y estan relacionadas con el desa-
rrollo de las leucemias. Tanto Bcl-2 y ABCBL1 son genes que
tiene relacion en la expresion de proteinas que permiten la su-
pervivencia de las células neoplasicas, ya que las proteinas anti
apoptdticas BCL-2 desempefian un papel fundamental en la
proteccion celular en los canceres humanos, impidiendo que se
comprometan a procesos de muerte celular irreversible, ya que
dichas células suelen estar marcadas para activar la apoptosis.
Por lo anterior, Bcl-2 se clasifica como oncogén y de hecho la
FDA (USA) aprobd inhibidores selectivos de estas proteinas,
como venetoclax (ABT-199), para tratar ciertas leucemias

como la leucemia linfocitica cronica (LLC)™. Adicionalmente,
se ha descrito que BCL-2 participa en el desarrollo de resisten-
cia a los agentes quimioterapeuticos, lo que ha motivado es-
fuerzos para orientar terapias para el tratamiento del cancer di-
rigidas contra dicho gen. En ese sentido, se han desarrollado
enfoques para bloquear o modular la produccion del mMARN a
partir del gen Bcl-2 mediante oligonucle6tidos anti sentido o a
nivel de proteina con inhibidores de BCL-2, como el novedoso
ABT-737%. Por su parte, el gen ABCB1 (MDR1) codifica una
proteina transportadora multi-farmacos transmembrana deno-
minada glicoproteina P (P-gp) que constituye uno de los prin-
cipales mecanismos de resistencia a maltiples farmacos (MDR)
en los canceres humanos y que se expresa, por lo tanto, en mu-
chos tejidos cancerosos y en normales. Adicionalmente, se ha
asociado a estas proteinas con la inestabilidad gendémica de las
células cancerosas. Dado que P-gp desempefia un papel muy
importante en la distribucion y excrecién de medicamentos,
también esta involucrada en la resistencia intrinseca y adquirida
a los farmacos quimioterapéuticos contra algunos canceres®.
Por lo anterior, en el presente trabajo se estudio la expresion de
estos genes en un modelo celular de leucemia mieloide aguda
(Kasumi-1) y leucemia promielocitica (HL-60), bajo la exposi-
cion de metformina a distintas dosis y tiempos. En ese contexto,
se analizo la expresion de dichos genes mediante la técnica de
Reaccién en Cadena de Polimerasa en Tiempo Real (RT-
gPCR), lo que nos permiti6 cuantificar los cambios bajo dichos
esquemas de tratamientos.

Parte experimental
Cultivo de células Kasumi-1y HL-60

Los medios RPMI-1640, Dulbecco modificado por Iscove y la
metformina (clorhidrato de metformina) se adquirieron de
Merck KGaA, (Darmstadt, Alemania). El suero fetal bovino
(FBS) se compro en Gibco (Grand Island, EE. UU.).

Se realizaron los cultivos celulares siguiendo las indicaciones
del proveedor (ATCC). Para el caso de las células HL-60, las
cuales son promielocitos obtenidos de una leucemia promielo-
citica aguda, se cultivaron en medio Dulbecco modificado por
Iscove. Los cultivos de células Kasumi-1; las cuales son mielo-
blastos aislados de sangre periférica de un paciente asiatico con
leucemia mieloblastica aguda, se cultivaron en medio RPMI-
1640 modificado. Ambos cultivos fueron realizados en cajas
desechables para cultivo celular p100 (Corning, NY, EE. UU.)
y ambos medios fueron suplementados con suero fetal bovino
(SFB) inactivado por calor al 10 %, piruvato de sodio 1 mM,
100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 0,3
mg/ml de glutamina. siguiendo las indicaciones ATCC (Ame-
rican Type Culture Collection) (Manassas, VA) en atmosfera
himeda a 37 °C con 5 % de CO,. Con dichas condiciones, se
realizaron ensayos de curvas dosis-respuesta para evaluar via-
bilidad celular con las siguientes concentraciones: Control (0
mM) (solo PBS); metformina (MF) 1, 5,y 10 mM, a 24y 48 h.
con el propdsito de seleccionar condiciones con viabilidades >
90% para realizar los ensayos de exposicion para evaluaciones
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por RT-qPCR. El analisis se realiz6 por duplicado.
Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA, después de las exposiciones a MF,
se empled la técnica basada en el uso del reactivo TRIzol™ (In-
vitrogen™). Las muestras se precipitaron afiadiendo 150 pL de
acetato de sodio, 400 pL de fenol y 200 uL de cloroformo; las
muestras se incubaron 4° C durante 15 min y posteriormente se
centrifugaron a 12000 rpm x 15 min en una microcentrifuga re-
frigerada a 4° C para separar el sobrenadante y decantar. Sepa-
rada la fase acuosa se agregaron 700 L de isopropanol al 100
%. Las muestras se incubaron a 4° C durante 30 — 60 min y a
continuacion se centrifugd a 12000 RPM por 15 min para de-
cantar el sobrenadante. Se realizaron dos lavados mas con iso-
propanol al 100 %. Se desechd el isopropanol y se secaron du-
rante 5a 8 min. Se agregaron de 10 a 15 pL de agua MiliQ libre
de nucleasas. Obtenidas las muestras se cuantificaron en un
equipo Nano-drop 2000 para determinar la pureza (ratio 260 /
280 nm) y concentracion (abs 260 nm) y se realizaron electro-
foresis para evaluar la integridad.

Técnica de PCR cuantitativa de transcripcion inversa de dos
pasos (two-step RT-gPCR)

Se aisld el ARN celular total de las muestras crio-preservadas,
por medio del método de Trizol, cloroformo, alcohol isoamilico.
A partir de 1 ug de ARN se sintetizd el ADN complementario
(cADN) por adicion de 1 ul de oligo dT, buffer de reaccion (200
mM Tris HCI, pH 8,4, 500 mM KCI, 25 mM MgCl,), 1 ul de la
mezcla de dNTP, 10 mM y 1 ul de enzima super-transcriptasa
(200 U/ul) (Gibco BRL). Los perfiles térmicos de la reaccion
fueron 37 °C por 50 min para la realizacion de cADN y 70 °C
por 10 min para desactivar la enzima super transcriptasa. El
cADN se almacen6 a —20 °C hasta su uso.

La amplificacion de los genes se realizé mediante la técnica de
RT-qPCR utilizando 2 pl de cADN, 20 mM Tris-HCI, pH 8,3,
50 mM KCI, 2 mM MgClz, 200 uM dNTP, 1 uM de cada oligo
para MDR-2 Forward Sequence: AAACTCGAGCCCAGTG-
AAAAATGTTGCCAT vy Reverse Sequence: GCCAGGA-
GAAATCAAACAGAGGC y BCL-2 Forward Sequence: AT-
CGCCCTGTGGATGACTGAGT y Reverse Sequence: GCC-
AGGAGAAATCAAACAGAGGCYy 1,25 unidades de polime-
rasa de ADN Gold Amplitag (Roche, Branchburg, NJ, EE.
UU.), 10 nM de fluoresceinay SYBR Green-I 1:50000 (Roche,
Indianapolis, IN, EE. UU.) en una reaccion de 25 pl. La mezcla
se calent6 a 95 °C durante 7 min; Posteriormente, se realizé la
amplificacion en un sistema de deteccion Step One (Applied
Biosystems) durante 50 ciclos (1 mina 94 °C, 1 mina 60 °Cy
una extension de 4 min a 72 °C). Todas las reacciones se reali-
zaron por triplicado y se establecié un rango dinamico con cada
gen. Para el control positivo se utilizd la linea celular HeLa, la
cual presenta los genes a estudiar dentro de su genoma.

Pruebas estadisticas

El analisis estadistico de los valores obtenidos para la expresion
de los genes Bcl-2 y ABCB1, comparados con los valores del

gen constitutivo GUSB utilizando el método AACT, fueron rea-
lizados mediante el programa IBM SPSS Statistics utilizando
la prueba de t de dos colas. Los valores considerados p < 0,01
fueron considerados significativos.

Resultados y discusion

El andlisis de los efectos de la metformina sobre la expresion
génica, utilizando el método AACT, para caso del gen Bcl-2, du-
rante una exposicion del farmaco a 24 h mostré cambios en la
expresion en células HL-60 de manera dependiente de la con-
centracion. Los resultados mostraron que la exposicion en tal
periodo de tiempo con una concentracion de 1 mM, indujo una
disminucion de la expresion de dicho gen de un 43 % aprox.
Mientras que la exposicidn a concentraciones de 5 mM provoco
una disminucion en la expresion del mismo gen de aproximada-
mente un 94 %, y concentraciones de 10 mM indujeron una dis-
minucién en la expresion de un 97 %, lo cual result6 estadisti-
camente significativo (p<0,01) para todos los casos (Gréfica 1).
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Grafica 1. Expresion del gen Bcl-2 en células HL-60 expuestas a met-
formina. La grafica muestra los cambios en la expresion relativa del
gen Bcl-2 en células expuestas a 1, 5y 10 mM durante 24 h. Para las
tres concentraciones se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p< 0,01).

Para el caso de la exposicion de células HL-60 a metformina
(1, 5y 10 mM) durante 48 h., los resultados mostraron también
cambios en la expresién del gen Bcl-2. Sin embargo, bajo estas
condiciones experimentales la exposicion a concentraciones de
1 mM promovi6 un aumento de 2,45 veces con respecto al gen
constitutivo GUSB, mientras que las concentraciones de 5y 10
mM indujeron la disminucion de la expresién génica en un 73
y 79 % respectivamente. En todos los casos las diferencias re-
sultaron estadisticamente significativas (p< 0,01) (Grafica 2).

Con base en los resultados anteriores, se decidid realizar el
mismo esquema de exposicion a 24 hrs con las células Kasumi-
1, ya que con dichas condiciones se observo el mayor efecto
inhibitorio de la expresion génica de Bcl-2. Adicionalmente,
dadas las implicaciones de la inhibicion en los niveles de ex-
presion de un gen regulador negativo de los procesos de muerte
celular apoptoética, se decidio también explorar los niveles de
expresion de un gen que se ha implicado en procesos de resis-
tencia farmacolGgica, asi como también de muerte celular
apoptatica, como es el gen ABCBL.
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Gréfica 2. Expresion del gen Bcl-2 en células HL-60 expuestas a met-
formina. La grafica muestra los cambios en la expresion relativa del
gen Bcl-2 en células expuestas a 1, 5y 10 mM durante 48 h. Para las
tres concentraciones se observaron diferencias estadisticamente signi-
ficativas (p< 0,01).

Los resultados de dicho esquema de exposicion (1,5y 10 mM
durante 24 h) en células Kasumi-1 mostraron también efectos
inhibitorios de la metformina sobre el gen Bcl-2 del 50 % al ser
expuestas a 1 mM, de un 92 % con 5 mM vy del 77 % con 10
mM, mostrando significancia estadistica en su conjunto (p<
0,01) (Grafica 3). Por otro lado, el mismo esquema de exposi-
cion para la evaluacion de la expresion del gen ABCB1 permitio
observar que la concentracion de metformina 1 mM promovid
un efecto inhibitorio de un 77 %, mientras que la exposicién a
5 mM inhibié la expresion génica en un 76 %, y finalmente,
concentraciones de 10 mM indujeron una disminucion en los
niveles de expresion de un 22 %, resultando todas ellas estadis-
ticamente significativas (p< 0,01) (Gréfica 3).
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Grafica 3. Expresion de los genes Bcl-2 y ABCB1 en células Kasumi-
1 expuestas a metformina. La grafica muestra los cambios en la ex-
presion relativa de los genes Bel-2 y ABCB1 en células expuestas a 1,
5y 10 mM durante 24 h. Para ambos genes y para las tres concentra-
ciones se observaron diferencias estadisticamente significativas (p<
0,01).

Los cambios en la expresion del protooncogén humano Bcl-2,
observados como una regulacion negativa, tanto en células HL-
60 (promielocitos), como Kasumi-1 (mieloblastos), sugieren

que la metformina podria tener potencial farmacoldgico en pa-
cientes que padecen LMA, ya que este gen codifica una pro-
teina crucial de la membrana de la envoltura nuclear, de las
membranas del reticulo endoplasmico y membrana externa mi-
tocondrial que bloquea una via final comdn que conduce a la
muerte celular apoptética, por lo que un aumento en su expre-
sion impide que ciertas células, como los linfocitos, monocitos
y diversos tipos celulares, activen mecanismos de muerte apop-
tética. Dado que se ha descrito que este gen sobreexpresado en
neoplasias reduce la liberacion de calcio mitocondrial, lo que la
vuelve impermeable, ademas que, a nivel lisosomal, la proteina
Bcl-2 evita que la membrana de este organelo se lise, impi-
diendo también la liberacién mitocondrial de peroxidos y del
citocromo ¢, lo cual, a su vez, inhibe la activacion de caspasas
y por lo tanto, la activacion de la cascada apoptdtica'®. Por lo
anterior, este protooncogén se expresa en méas de la mitad de
los canceres humanos de mamay asi mismo, su expresion cons-
titutiva, como en el caso de su translocacion al locus de la ca-
dena pesada de IgG, se cree que es la razon por la que se pro-
duce el linfoma folicular, de tal forma que se ha reportado una
reduccion en la inmunotincion de Bcl-2 en el cancer invasivo
de mama vy las lesiones mamarias pre invasivas, en compara-
cion con los epitelios de mama normales y debido a la principal
caracteristica de la proteina Bcl-2, como inhibidor de la muerte
celular por apoptosis, ésta se relaciona con caracteristicas tu-
morales altamente agresivas y con resistencia a la terapia hor-
monal/citotoxica.

Debido a que la metformina inhibe la gluconeogénesis, es po-
sible también considerar sus efectos directos sobre la activacion
de la cinasa responsiva a la 5'-adenosina monofosfato (AMPK)
en las células tumorales, ya que esta cinasa de serina/treonina
se encuentra cascada abajo como sustrato del supresor tumoral
LKB1, lo que a su vez inhibe a la molécula diana de rapamicina
en células de mamifero 1 (MTORC1), misma que actia como
un importante regulador del crecimiento y de la divisién celu-
lar?2, Particularmente, en células tumorales, el complejo
mTOR se encuentra activo de manera anémala y acttia promo-
viendo su crecimiento, aunque también se ha observado que la
desregulacion de la via de sefializacion mTOR esta implicada
en otras patologias humanas, tales como la diabetes mellitus, e
incluso en enfermedades neurodegenerativas?®?. Por lo ante-
rior, el tratamiento de dichas células con metformina puede fa-
vorecer una disminucion de la sintesis proteica. Sin embargo, a
pesar de que la metformina inhibe mecanismos de crecimiento,
invasivos y metastasicos tumorales, tanto en modelos in vitro
como in vivo, como se ha observado y reportado en modelos
tumorales de raton para carcinoma hepatocelular, melanoma
ocular, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello, asi
como de cancer de mama, entre otros. No obstante, actualmente
se sigue considerado que todos los estudios existentes no han
son suficientes para establecer de manera clara y formal que la
metformina pueda ser considerada como un agente anticance-
rigeno®. Por lo anterior, los resultados presentados en el pre-
sente trabajo sugieren que la metformina tiene un efecto impor-
tante sobre mecanismos que le confieren supervivencia a las
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células al verse disminuidos, lo cual puede constituir un efecto
positivo en la terapia contra la LMA, e incluso contra varios
tipos de cancer.

Adicionalmente, los cambios en los niveles de expresion del
gen ABCAL observados en células Kasumi-1, también pueden
contribuir notablemente a los efectos farmacoldgicos en contra
de la LMA, ya que dicho gen codifica para una proteina AT-
Pasa gue funciona como una bomba de eflujo de xenobidticos
que depende de ATP y que forma parte de la superfamilia de
transportadores del casete de unién a ATP (ABC), que se loca-
lizan en la membrana celular. Las proteinas ABC transportan
varias moléculas a través de las membranas extracelulares e in-
tracelulares, de manera unidireccional y en contra de gradientes
de concentracidn, tales como aminoécidos, péptidos, proteinas,
iones metalicos, varios lipidos, sales biliares y muchos com-
puestos hidrofébicos, y de manera particular a muchos farma-
cos. No obstante, de igual manera se relaciona con el transporte
de sustancias hacia el interior de compartimentos intracelulares
como peroxisomas, mitocondrias o reticulo endoplasmé-
tico?®2’ por lo que estas moléculas son responsables también de
reducir la acumulacién de farmacos en células que adquieren
resistencia a multiples moléculas con actividad téxica o farma-
coldgica y con frecuencia, median el desarrollo de resistencia a
los farmacos anticancerigenos. Por lo anterior, estas proteinas
sirven como transportadores y se expresan ampliamente en mu-
chos tejidos sanos, como la barrera hematoencefalica, el hi-
gado, los rifiones y el tracto gastrointestinal y, precisamente por
dicha funcién de eliminacion de xenobi6ticos, que incluyen far-
macos y toxinas, también les confiere a las células resistencia a
la colchicina, doxorubicina y vinblastina, entre otros. Por otra
parte, las mutaciones en estos genes estan relacionadas con di-
versas enfermedades, tales como la enfermedad inflamatoria
intestinal, la fibrosis quistica, la enfermedad de Tangier, el sin-
drome de linfocitos desnudos tipo | y la anemia sideroblastica
con ataxia ligada a X son algunos de los trastornos genéticos
que pueden ser causados por mutaciones en al menos 13 de es-
tos genes, de tal forma que se ha encontrado una correlacion
entre la sobreexpresién de ABCB1 y el desarrollo de resistencia
ala quimioterapia en estos canceres®=!. No obstante, que se ha
reportados que ABCB1 puede inducir resistencia a las antraci-
clinas utilizadas como terapia de primera linea en la mayoria de
los protocolos de tratamiento actuales en casos de LMA en todo
el mundo, Boyer et al. (2019)% mostraron resultados que im-
plican que evaluar el nivel de expresion de ABCB1 puede
ser relevante, ya que aunque reportaron en una cohorte de
161 pacientes adultos con LMA que ABCB1 no medid di-
rectamente en la resistencia a la quimioterapia ex vivo e in
vivo, ellos demostraron que la actividad y expresion de
ABCBL se relaciond con un peor pronostico y, por lo tanto,
concluyen que evaluar su actividad o expresion en el mo-
mento del diagndstico aln puede ser importante, ya que la
adicion de Gemtuzumab ozogamicina mostrd un beneficio
clinico en la baja expresion de ABCBL1. No obstante, los au-
tores también concluyeron que se requieren mas estudios
para comprender mejor la relacion especifica entre los trans-

portadores ABC y los fenotipos de células madre y que la
evaluacion del fenotipo ABCB1 puede ayudar a refinar el
tratamiento de la LMA.

Otros mecanismos importantes en los que participan estos
transportadores son los procesos de apoptosis. Dicha funcion la
logran a través de la presentacion de la molécula de sefiali-za-
cién fosfatidilserina por parte de las células apoptdticas. Esta
fosfatidilserina transferida a la cara externa de la membrana
plasmatica se considera uno de los mecanismos universales de
reconocimiento. En los Ultimos afios, ha habido un creciente in-
terés en otro miembro de la subfamilia, la proteina ABCA7, que
es el homodlogo mas cercano de ABCAL1 y tiene algunas simili-
tudes en sus funciones, ya que realiza el transporte de lipidos y
participa en la formacion de HDL®. Adicionalmente, la pro-
teina CED-7 en el neméatodo Caenorhabditis elegans, funciona
tanto en células fagociticas como apoptéticas y es necesaria
para la agrupacién de CED-1, un receptor transmembranal fa-
gocitico que reconoce las células apoptéticas e inicia su endo-
citosis. Se ha demostrado que CED-7 participa en la exposicion
de ligandos fosfolipidos en la superficie de las células apopté-
ticas y sorprendentemente se demostré que ABCAY tiene una
alta similitud de secuencias con CED-7 y es necesario para una
fagocitosis efectiva de las células apoptéticas® *. Basados en
lo anterior, los resultados observados con respecto a la aparente
regulacion negativa del gen ABCBL en células Kasumi-1, po-
dria sugerir que el tratamiento con metformina podria jugar un
papel importante ya que la sobreexpresion del gen y de las pro-
teinas codificadas por el mismo, confieren resistencia a la ac-
cion de maltiples farmacos y a la muerte celular apoptdtica,
mientras que su regulacion negativa, como la observada du-
rante la exposicién evaluada, estaria relacionada con los even-
tos contrarios y con un efecto sinérgico en la respuesta farma-
colégica. Adicional-mente, los resultados observados para la
regulacion de la expresién de ABCBL1 son consistentes con los
resultados obtenidos para la expresion del gen anti apopt6tico
Bcl-2, considerando que una regulacion negativa de estos genes
estaria relacionada con un desbalance entre proteinas pro apop-
téticas y anti apopt6ticas, mismo que favoreceria el proceso de
muerte celular apoptética. Se ha demostrado que la metformina
tiene actividad citostatica que puede fortalecer el efecto qui-
mioterapéutico. Ademas, se ha utilizado como terapia sinérgica
para el cancer, ya que mejora la sensibilidad a la radioterapia,
la quimioterapia y la inmunoterapia, ademas de que disminuye
los efectos secundarios a dosis terapéuticas méas bajas de trata-
mientos contra el cancer®®*”. También induce la generacién de
ROS en células de cancer de mama y de osteosarcoma, en parte
provocando su efecto anti carcinogénico a través de la remode-
lacion redox. Con respecto a la investigacion de la leucemia, se
ha demostrado que también sensibiliza las lineas celulares de
LMA a la citarabina y venetoclax, inhibiendo ligeramente la
proliferacion celular de los pacientes y reduciendo la tasa de
fosforilacién oxidativa ex vivo, a través de la inhibicion del
complejo respiratorio mitocondrial 1, lo cual provoca una re-
duccidn de la eficiencia de la produccion de ATP30,
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Conclusiones

Los resultados reportados en el presente trabajo muestran cam-
bios significativos en los niveles de expresion de los genes Bcl-
2y ABCBL, los cuales juegan un papel relevante en mecanis-
mos de muerte celular apoptdtica, pero también, en el caso de
este ultimo, de resistencia farmacoldgica. Dichos cambios ob-
servados con diferentes dosis de metformina (1-10 mM), mos-
traron significancia estadistica a 24 h de exposicion, lo cual su-
guiere que este farmaco puede tener potencial terapéutico en el
tratamiento de las leucemias. Evidencias de trabajos previos
han mostrados su potencial farmacolégico en el tratamiento del
sindrome de ovario poliquistico, pero también de algunos tipos
de céncer, ya que se ha descrito que este farmaco actlia como
inhibidor de la proteina anti apoptética MCL1 y tiene poder ci-
tostatico, de esta manera puede fortalecer también el efecto qui-
mioterapéutico. Adicionalmente, estudios previos, realizados
en células humanas de cancer de mamay osteosarcoma demos-
traron que la metformina induce la generacidn de especies reac-
tivas de oxigeno (ROS), por lo que se considera que éste con-
tribuye con su efecto anti carcinogénico al promover la remo-
delacién redox. Ademas, se ha demostrado también que la met-
formina sensibiliza las lineas celulares de LMA a la citarabina,
lo cual tuvo un efecto inhibitorio en la proliferacion celular,
ademas que se redujo la fosforilacion oxidativa de estas lineas
celulares. Con base en lo anterior, los resultados obtenidos su-
gieren que la metformina tiene un efecto regulador negativo so-
bre la expresion de los genes BCL-2 y ABCBL; no obstante, es
necesario realizar mas estudios que incluyan otras concentra-
ciones y tiempos de exposicion, asi como otros modelos celu-
lares, incluso modelos in vivo, ya que las evidencias actuales
sugieren que este farmaco puede ser utilizado para controlar y
erradicar el cancer.
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Resumen

Los sesquiterpenos constituyen una clase diversa de terpenoides de 15 atomos de carbono con relevancia bioldgica y farmacol6-
gica. El objetivo de esta revision es analizar de manera critica la clasificacion estructural, las rutas biosintéticas y los mecanismos
celulares de accion de sesquiterpenos halogenados aislados de algas rojas del género Laurencia. Se integran evidencias experi-
mentales que describen la induccion de apoptosis dependiente de p53, la inhibicion de angiogénesis mediada por VEGF, la
supresion de migracion e invasion celular asociada a MMPs e IL-8, asi como la alteracion del metabolismo energético y el estrés
oxidante. En particular, compuestos como el laurinterol muestran perfiles bioactivos consistentes, aunque dependientes del mo-
delo experimental. En conjunto, estos hallazgos posicionan a los sesquiterpenos de Laurencia como candidatos relevantes para
el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en productos naturales marinos, destacando la necesidad de estudios preclinicos
que validen sus mecanismos de accion y seguridad.

Palabras clave: Laurencia; laurinterol; sesquiterpenos; mecanismos celulares; productos naturales marinos.
Abstract

Halogenated sesquiterpenes in algae of the genus Laurencia: diversity, biosynthesis, and therapeutic applications. Ses-
quiterpenes constitute a diverse class of terpenoids containing 15 carbon atoms with significant biological and pharmacological
relevance. The aim of this review is to critically analyze the structural classification, biosynthetic pathways, and cellular mecha-
nisms of action of sesquiterpenes halogenated compounds isolated from red algae of the genus Laurencia. Experimental evidence
describing p53-dependent apoptosis induction, VEGF-mediated angiogenesis inhibition, suppression of cell migration and inva-
sion associated with MMPs and IL-8, as well as alterations in energy metabolism and oxidative stress, is integrated. Notably,
compounds such as laurinterol exhibit consistent bioactive profiles, although these effects are dependent on the experimental
model. Overall, these findings position Laurencia-derived sesquiterpenes as relevant candidates for the development of marine-
based therapeutic strategies, underscoring the need for further preclinical studies to validate their mechanisms of action and safety.

Keywords: Laurencia; Laurinterol; Sesquiterpenes; Cellular mechanisms; Marine natural product

Introduccién

Los productos naturales han sido una fuente clave en la identi-
ficacion de nuevas moléculas con aplicaciones biomédicas.
Dentro de estos, los terpenos constituyen una de las familias
mas diversas, con méas de 70,000 compuestos identificados, de
los cuales aproximadamente 7,000 corresponden a sesquiterpe-
nos. Estas moléculas, formadas por tres unidades de isopreno,
exhiben una notable diversidad estructural y funcional, con ac-
tividades bioldgicas que incluyen efectos antibacterianos, anti-
fungicos, antivirales, insecticidas, citotoxicos, antitumorales e
inmunosupresores™.

Si bien, las plantas terrestres han sido ampliamente estudiadas,
los organismos marinos representan una fuente igualmente re-
levante de metabolitos con propiedades bioactivas, lo que ha

permitido el descubrimiento de nuevas estrategias terapéuti-
cas?. Esto se refleja en los mas de 36,000 compuestos aislados
a partir de microorganismos y macroorganismos marinos. Ade-
mas, entre 2010 y 2020, se desarrollaron y comercializaron 10
nuevos productos naturales de origen marino con aplicaciones
en el tratamiento de distintos tipos de cancer, lo que subraya el
potencial terapéutico de estos compuestos frente a enfermeda-
des oncolégicas®. De acuerdo con la base de datos Comprehen-
sive Marine Natural Products Database, se han descrito mas
de 6,000 terpenoides de origen marino, de los cuales méas de
2,400 corresponden a sesquiterpenoides®.

En particular, las algas rojas del género Laurencia se han ca-
racterizado como una fuente prolifica de estos compuestos, con
575 sesquiterpenos aislados para el 2023, distribuidos en méas
de 50 esqueletos de carbono distintos>®. Estos compuestos han

Citar como: C Serrano-Salas, S Garcia-Davis, R Rodriguez-Garza, V Gonzalez-Villasana, E Viveros-Valdez. Sesquiterpenos halogenados en algas del género Laurencia:
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sido objeto de especial interés debido a su capacidad para bio-
sintetizar sesquiterpenos halogenados, predominantemente
bromados y clorados, los cuales exhiben estructuras quimicas
Unicas y una amplia gama de actividades bioldgicas’.

En la presente revision, se discute la diversidad estructural, bio-
sintesis y propiedades farmacoldgicas de los sesquiterpenos
marinos, con especial énfasis en aquellos aislados del género
Laurencia. Se analizan sus potenciales aplicaciones terapéuti-
cas, particularmente en el tratamiento del cancer.

Aspectos fundamentales
Definicion y clasificacion de los sesquiterpenos

Los sesquiterpenos constituyen el grupo méas abundante de me-
tabolitos secundarios presentes en las plantas. Estan formados
por tres unidades de isopreno y corresponden estructuralmente
a terpenoides de 15 &tomos de carbono. Se encuentran tanto en
forma de hidrocarburos como en derivados oxigenados, inclu-
yendo alcoholes, cetonas, aldehidos, acidos y lactonas. Son
constituyentes clave de los aceites esenciales, los cuales poseen
aplicaciones en formulaciones terapéuticas. Segln su estruc-
tura, los sesquiterpenos se clasifican en diferentes tipos, depen-
diendo de si presentan una configuracion lineal o ciclica. Aun-
gue existen formas aciclicas como el farneseno y algunos ses-
quiterpenoides irregulares, la mayoria de los sesquiterpenos po-
seen estructuras ciclicas®. Dado que los océanos cubren aproxi-
madamente el 70 % de la superficie terrestre, presentan una
gran biodiversidad y, por ende, una notable quimiodiversidad.
Esta riqueza gquimica se refleja en la amplia variedad de meta-
bolitos secundarios, incluidos los sesquiterpenos marinos, cuya
clasificacién comprende diversos tipos estructurales con poten-
cial bioactivo relevante (ver figura 1,2y 3).

Importancia de los sesquiterpenos en la naturaleza

En la naturaleza, la sintesis de metabolitos secundarios como
los sesquiterpenos se desencadena frecuentemente como res-
puesta adaptativa a condiciones biéticas y abioticas. Entre las
condiciones bidticas se incluyen interacciones con otros orga-
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nismos como patdgenos, bacterias, hongos, etc. Por otro lado,
las condiciones abi6ticas abarcan factores fisicos y quimicos
pertenecientes al ambiente, como lo son la radiacion UV, tem-
peraturas extremas 0 cambiantes y estrés salino. La capacidad
para producir estos metabolitos representa una ventaja, ya que
le permiten sobrevivir, competir y reproducirse en entornos
cambiantes™.

Fuentes de obtencidn de sesquiterpenos

Los sesquiterpenos constituyen un amplio y estructuralmente
diverso grupo de metabolitos secundarios que se encuentran en
organismos terrestres y marinos. A continuacion, se describen
algunos ejemplos de organismos de que producen sesquiterpe-
nos (figura 4).

Fuentes terrestres: Las plantas son la principal fuente terrestre
de sesquiterpenos, entre las que destacan algunas especies de
Asteraceae y Myrtaceae. Este grupo de plantas presenta una
distribucion global, importancia ecoldgica y medicinal. Ade-
mas, son ricas en metabolitos secundarios, entre los que desta-
can los sesquiterpenos que se caracterizan por presentar activi-
dades bioldgicas como la antiplasmaodica presentada por la ar-
temisinina que corresponde a un endoperdxido de lactona ses-
quiterpénica extraida de Artemisia annua (Asteraceae)™.

Asi como los sesquiterpenos con estructuras triciclicas de Me-
lampodium leucanthum que presentan citotoxicidad significa-
tiva frente a lineas celulares tumorales como PC-3 y DU 145
(prostata), asi como HelLa (cérvicouterino), con valores de con-
centracion inhibitoria media (ICso) en el rango micromolar?,
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Por su parte, la familia Myrtaceae, ampliamente distribuida en
regiones tropicales y subtropicales del mundo, posee gran rele-
vancia ecoldgica, econdémica y medicinal, atribuida principal-
mente al potencial bioldgico de sus aceites esenciales. En espe-
cies de Psidium se han reportado monoterpenos y sesquiterpe-
nos con esqueletos aciclicos (C-10 y C-15), destacando p-men-
tano, pinano, bisabolano, germacrano, cariofilano, cadinano y
aromadendrano, con actividades antioxidantes, antifungicas,
antibacterianas, fitotoxicas, larvicidas, antiinflamatorias y ci-
totoxicas®,

Fuentes marinas: Las principales fuentes marinas de sesquiter-
penos corresponden a esponjas, algas y corales. Entre las que
destacan las algas rojas del género Laurencia (Rhodomelaceae)
gue pertenecen al orden Ceramiales como fuente mas prolifica
y estudiada de sesquiterpenos marinos. Este género es recono-
cido por su capacidad para biosintetizar sesquiterpenos haloge-
nados con gran diversidad estructural, incluyendo esqueletos de
tipo laurano, ciclolaurano, cuparano y chamigrano.

Entre los sesquiterpenos mas representativos de Laurencia se
encuentran dos sesquiterpenos bromados tales como el laurin-
terol y aplysina con actividad antibacteriana’. Asi como laure-
quinona, debromolaurinterol e isolaurinterol, con efecto sobre-
saliente sobre parasitos cinetoplastidos, lo que los posiciona
como promisorios agentes terapéuticos®.

Ademas de Laurencia, otros géneros de algas rojas son capaces
de producir sesquiterpenos, aungue con menor frecuencia o di-
versidad. Mientras que, en algas pardas y verdes los sesquiter-
penos son menos comunes. En algas pardas, se han descrito un
total de 51 sesquiterpenos aislados, con esqueletos monocicli-
cos, biciclicos o triciclicos, asi como 23 sesquiterpenoides con
diversas estructuras quimicas?®.

Otras fuentes marinas relevantes incluyen a las esponjas del gé-
nero Spongia (Spongidae), las cuales producen una amplia va-
riedad de metabolitos secundarios, entre ellos sesquiterpenos,
diterpenos, sesterterpenos, meroterpenos, furanoterpenos linea-
les, esteroides y alcaloides, con notable actividad citotdxica, an-
tibacteriana y antiinflamatoria®®.

Asimismo, los corales blandos han demostrado ser fuentes im-
portantes de sesquiterpenos con esqueletos Unicos. Por ejem-
plo, en el género Lemnalia (Nephtyidae) se han identificado
compuestos de tipo nardosinano y neolemnano, con propieda-
des citotoxicas, antiinflamatorias, antiangiogénicas y neuropro-
tectoras®®.

Finalmente, los moluscos heterobranquios, como nudibran-
quios, sacoglosos y anaspideos, han sido reconocidos como re-
servorios de sesquiterpenoides bioactivos. Estos compuestos
pueden ser adquiridos a través de la dieta, bio-transformados a
partir de metabolitos precursores o incluso sintetizados de
novo. La diversidad estructural de sus terpenoides, que abarca
desde monoterpenos hasta tetraterpenos, los convierte en mo-
delos interesantes en el estudio de interacciones tréficas y qui-
mica ecoldgical’.

( Fuentes de Sesquiterpenos )
A
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Fig. 4: Principales fuentes terrestres y marinas de sesquiterpenos.
Mientras que las plantas superiores representan una fuente tradicional
de estos metabolitos, los organismos marinos —incluyendo algas, es-
ponjas, corales y moluscos— destacan por la produccion de sesquiter-
penos con mayor diversidad estructural.

Sesquiterpenos de Laurencia y sus actividades bioldgicas

Las especies del género Laurencia se han consolidado como
una de las fuentes més relevantes de metabolitos secundarios
marinos y son reconocidas por la produccion de sesquiterpenos
halogenados, junto con diterpenos y acetogeninas C-15, con
una notable diversidad estructural y bioactividad.

Hasta la fecha, se han aislado mas de 575 sesquiterpenos a par-
tir de especies de Laurencia. Estos sesquiterpenos se agrupan
en diferentes familias estructurales, de acuerdo con sus esque-
letos carbonados. Entre los principales tipos estructurales des-
tacan los esqueletos tipo laurano, ciclolaurano, cuparano, cha-
migrano, snyderano, selinano, farnesano y bisabolano®.

Asimismo, los compuestos aislados del género Laurencia han
demostrado una amplia variedad de actividades bioldgicas (Ta-
bla 1), que incluyen efectos antibacterianos, insecticidas, anti-
fangicos, antivirales, asi como actividad inhibidora de tirosina
y modulacién de la apoptosis, tanto inductora como supre-
sora'®. Por lo tanto, las especies de Laurencia representan una
fuente prometedora para el desarrollo de agentes terapéuticos.

Biosintesis

Los sesquiterpenos son compuestos terpénicos formados por 15
atomos de carbono, derivados de la condensacion de tres uni-
dades de isopreno (Cs). Su biosintesis en organismos marinos,
incluyendo las algas del género Laurencia, puede originarse
tanto por la via del mevalonato (MVA) como por la via del 1-
desoxi-D-xilulosa-5-fosfato (MEP/DOXP). Ambas rutas gene-
ran como intermediarios clave el isopentenil pirofosfato (IPP)
y el dimetilalil pirofosfato (DMAPP), que actdian como precur-
sores clave en la biosintesis terpénica. Mediante una serie de
reacciones de condensacion, estas unidades se convierten en
farnesil pirofosfato (FPP), un intermediario central en la sinte-
sis de sesquiterpenos.

A partir del FPP, la formacion del ndcleo carbonado del laurin-
terol se lleva a cabo mediante una serie de ciclizaciones enzi-
maticas, catalizadas por sesquiterpeno sintasas especificas. Es-
tas enzimas son responsables de generar esqueletos chamigra-
noides, caracteristicos de numerosos metabolitos secundarios
aislados de Laurencia®.

Una vez formado el esqueleto bésico, este es sometido a diver-
sas transformaciones oxidativas, tales como hidroxilaciones y
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Tabla 1. Especies del género Laurencia productoras de sesquiterpenos bioactivos.

Especie de Laurencia

Compuestos identificados

Actividad bioldgica

Referencias

L. okamurai

Laureno °
Acetato de alolaurinterol °
10-bromo-7a,8a-expoxychamigr-1-en-3-ol

10-bromo-pB-chamigren-8-ol

10-bromo-3-chlorocupar-5-en-2-ol

Antibacteriana
Citotoxica

19,20

L. mariannensis

9-desoxielatol
Isodactiloxeno

Antibacteriana
Antiflingica

21

L. tristicha

Tristicona A
Tristicona B
Tristicol B

Tristicol D
Laur-11-en-2,10-diol
Laur-11-en-1,10-diol
Cyclolauren-2-ol
Laurentristich-4-ol

Antibacteriana
Antiinflamatoria

22,23

L. obtusa

8-bromo-10-epi-beta-snyderol

8-bromo-beta-snyderol °
5-bromo-3-(3'-hidroxi-3'-metilpent-4-enilideno)-2,4,4-trimetilci-
clohexanona

Alfa-snyderol

Acetato de alfa-snyderol

Antipaludica
Citotoxica

24,25

L. dendroidea

Elatol °
Obtusol
Cartilagineol

Inhibicion de la
produccidn de
oOxido nitrico (NO)
Antibacteriana

26

L. majuscula

Isolaureno

Isolauraldehido

Laur-2-eno-3,12-diol
Cupareno-3,12-diol

[~ snyderol

2,10-dibromo-3-cloro- a- chamigreno
Laurecomina C

Laurokamina A

Antiinflamatoria

27

L. similis

Isopalisol °
Luzonensol

Palisadina B

Aplysistatina

Palisadina A

4-hidroxil-palisudina

Aristol-8-en-1-ona

Avristofone

Citotoxica

28

L. johnstonii

Laurinterol
Isolaurinterol
Laurequinona
Debromolaurinterol
Aplysina

Antibacteriana
Antiparasitaria
Citotoxica

7,14

L. snackeyi

Sankeol °
Snakedio
(R,2)-33-dimetil-5-metilen-4-(3-metilpenta-24-dien-1-il)ciclohex-
1-eno

Palisol

Pacifigorgiol

Palisadina A

Palisadina B

Palisadina D

5-acetoxipalisadina B

Debromolaurinterol

a-bromocuparano

Antibacteriana

29
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Fig. 5: Ruta biosintética de sesquiterpenos a partir del farnesil piro-
fosfato (FPP), mostrando la formacion de carbocationes intermedios
Y su reorganizacién hacia esqueletos como cadinano, eudesmano y
humulano®.,

halogenaciones. Estas Ultimas son catalizadas por haloperoxi-
dasas dependientes de vanadio, las cuales permiten la incorpo-
racion de atomos hal6genos de cloro o bromo que modulan la
bioactividad del metabolito final®.

Este conjunto de transformaciones enzimaticas da lugar a una
amplia diversidad estructural y funcional de sesquiterpenos ma-
rinos, convirtiéndolos en una fuente valiosa de compuestos
bioactivos para la investigacion farmacol6gica y biotecnolé-
gica (ver figura 5).

Mecanismos celulares

Diversos sesquiterpenos inducen efectos citotdxicos mediante
la modulacion de maltiples procesos celulares involucrados en

la progresion tumoral, la metéastasis y la angiogénesis. En par-
ticular, se ha demostrado que citocinas proinflamatorias como

la interleucina-1p (IL-1p) favorecen la transicion epitelio-me-
sénquima (EMT), facilitando la migracion e invasion celular.
En este contexto, distintos sesquiterpenos interfieren con estas
rutas mediante mecanismos especificos que se describen a con-
tinuacion.

Inhibicion de migracion, invasion

En células de cancer de mama triple negativo, el sesquiterpeno
zerumbona, de tipo monociclico y aislado de Zingiber zerum-
bet, ha sido evaluado en lineas MDA-MB-231 y Hs578T. Bajo
estimulacion con IL-1p, la zerumbona inhibe la expresion de
metaloproteinasa-3 (MMP-3), MMP-2 e interleucina-8 (IL-8),
lo que se asocia con una reduccion significativa de la migracion
e invasion celular inducidas por esta citocina proinflamatoria®.
Estudios posteriores sin estimulacion inflamatoria externa re-
portaron que la zerumbona ejerce principalmente efectos anti-
proliferativos y proapoptdticos, mas que inhibicion directa de
la migracion celular. En células MCF-7 y MDA-MB-231, in-
dujo apoptosis y redujo la viabilidad sin activacién previa de
IL-1B. (Eid et al., 2019)%,

Inhibicion de la angiogénesis

La angiogénesis constituye otro proceso clave modulado por
sesquiterpenos. En estudios in vivo se ha demostrado que el a-
zingibereno recuperado de hojas de Casearia sylvestris dismi-
nuye significativamente los vasos sanguineos medios, la acti-
vacién de macréfagos y la actividad de las MMP-2/9. Por lo
tanto, disminuye la invasion celular®. En el contexto de cancer,
también se ha evaluado el a-zingibereno en la linea celular
SiHa (carcinoma cervical humano), observando fragmentacion
del ADN, aumento de la poblacién sub-G1 y otros cambios
compatibles con apoptosis, lo que apoya su potencial citotoxico
selectivo no solo en angiogénesis®.

De forma complementaria, el acido costico, un sesquiterpeno
del tipo eudesmano aislado de Nectandra barbellata, mostrd
una reduccion en el nimero de vasos sanguineos, asi como en
el contenido de hemoglobina y en los niveles de VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular), evidenciando su actividad
antiangiogénica®. A diferencia del a-zingibereno, cuyo efecto
anti angiogeénico parece estar mediado principalmente por la
modulacion de la inflamacion y las MMPs, el &cido cstico ac-
tia de manera mas directa sobre factores pro angiogénicos
como VEGF. Esta comparacion sugiere que, aunque ambos
sesquiterpenos convergen en la inhibicion de la angiogénesis,
lo hacen a través de mecanismos parcialmente distintos, depen-
dientes del microambiente tisular y del modelo experimental.

Induccion de muerte celular y apoptosis

Diversos compuestos aislados de Laurencia obtusa y Lauren-
cia microcladia han sido evaluados en lineas celulares como
K562 (leucemia mieloide cronica), MCF-7 (adenocarcinoma
mamario), PC3 (adenocarcinoma de prostata), HelLa (cervi-
couterino) y A431 (carcinoma epidermoide), destacando la ac-
tividad citotoxica de laurinterol, 7-hidroxilaurano y (E)-2-tride-




116 C Serrano, S Garcia, R Rodriguez, V Gonzélez, E Viveros / Avances en Quimica, 20(3), 111-119 (2025)

cil-2heptadecenal, sugiriendo que la presencia de atomos de
bromo podria estar involucrada con el aumento de la actividad
citotoxica contra estas lineas celulares, sin embargo, no todos
los compuestos halogenados muestran la misma potencia, lo
gue indica que la actividad depende también del esqueleto ses-
quiterpénico y de la posicion de los sustituyentes funcionales®.

Estudios mas especificos de Laurencia johnstonii permitieron
caracterizar el efecto citotoxico tanto del extracto crudo como
de laurinterol sobre células MCF-7, exhibiendo alteraciones
morfoldgicas compatibles con muerte celular apoptética. El tra-
tamiento con extracto crudo provoco la aparicion de vacuolas
citoplasmaticas, ruptura parcial de la monocapa y disminucion
de la prominencia nuclear. En contraste, el laurinterol indujo un
efecto mas marcado, caracterizado por la ruptura completa de
lamonocapa, contraccién celular, pérdida de la relacion nucleo-
citoplasma y picnosis nuclear®. Estos hallazgos concuerdan
con reportes gque sefialan la capacidad de laurinterol para indu-
cir apoptosis a través de una via dependiente de p53, resaltando
su potencial como agente antitumoral®.

Estrés oxidante y alteracion del metabolismo energético

Mas alla de los modelos tumorales, el laurinterol ha demostrado
actividad antiparasitaria en Naegleria fowleri destacable me-
diante la inhibicion de la ATPasa Na*/K*, lo que conduce a una
reduccion significativa de la produccién de ATP (hasta un
99%), provocando un desequilibrio energético celular. Esto, fa-
vorece la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS),
las cuales generan dafio en el ADN vy activan rutas moleculares
que culminan en apoptosis®. Aungue este mecanismo ha sido
caracterizado principalmente en modelos antiparasitarios, re-
sulta relevante compararlo con los efectos observados en mo-
delos tumorales, donde el estrés oxidante y el colapso energé-
tico también son vias reconocidas de induccion de apoptosis.

En conjunto, la identificacion de los mecanismos celulares im-
plicados en la actividad bioldgica de laurinterol reviste gran re-
levancia, ya que permite comprender no solo los efectos obser-
vados, sino también las rutas moleculares responsables de su
accion. Estos estudios permiten orientar investigaciones futuras
hacia la validacion de estas rutas, el disefio de estudios combi-
natorios y la prediccion de limitaciones.

A pesar de la evidencia creciente sobre los mecanismos celula-
res asociados a la actividad bioldgica de los sesquiterpenos re-
visados, es importante considerar ciertas limitaciones metodo-
I6gicas. La mayoria de los estudios se basa en modelos in vitro
y en condiciones experimentales especificas, lo que condiciona
la magnitud y el tipo de respuesta observada. Asimismo, el uso
heterogéneo de extractos crudos frente a compuestos aislados,
asi como la falta de estandarizacion en concentraciones, tiem-
pos de exposicion y biomarcadores evaluados, limita la compa-
racion directa entre estudios y la extrapolacion de los resultados
a contextos bioldgicos mas complejos.

Discusion

Los sesquiterpenos marinos representan una clase de metaboli-

tos secundarios con amplio potencial farmacoldgico, caracteri-
zados por una elevada diversidad estructural derivada de la for-
macion de distintos esqueletos carbociclicos a partir del farnesil
pirofosfato. Esta plasticidad biosintética se refleja en una am-
plia gama de actividades bioldgicas, que incluyen efectos ci-
totdxicos, antimicrobianos, antiinflamatorios, antiparasitarios y
antiangiogenicos, lo que posiciona a estos compuestos como
candidatos relevantes en el desarrollo de nuevas estrategias te-
rapéuticas.

Entre los sesquiterpenos marinos mejor caracterizados, el lau-
rinterol destaca por su capacidad para inducir muerte celular
mediante mecanismos asociados a la alteracion del metabo-
lismo energético y al estrés oxidante. En modelos antiparasita-
rios, este compuesto inhibe la ATPasa Na*/K* y promueve la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS), condu-
ciendo a dafio en el ADN y a la activacién de rutas de muerte
celular programada. La presencia de mecanismos similares en
otros sesquiterpenos ampliamente estudiados, como la part-
henolide y la artemisinina, sugiere la existencia de vias conser-
vadas relacionadas con disfuncion mitocondrial y estrés oxi-
dante como ejes centrales de su actividad bioldgica.

Maés allé de la citotoxicidad directa, diversos estudios han de-
mostrado que los sesquiterpenos modulan procesos clave aso-
ciados a la progresion tumoral, incluyendo migracion, invasion
y angiogénesis. En modelos de cancer de mama triple negativo,
compuestos como la zerumbona y el a-zingibereno reducen la
expresion de metaloproteinasas de matriz (MMPs), IL-8 y
VEGF, lo que se traduce en una disminucion de la capacidad
invasiva y angiogénica. Estos efectos sugieren que los sesqui-
terpenos no solo actdian como agentes antiproliferativos, sino
también como moduladores de etapas tempranas del proceso
metastasico, ampliando su potencial terapéutico.

No obstante, al interpretar estos resultados es necesario consi-
derar el contexto experimental en el que fueron obtenidos. La
mayoria de los estudios disponibles se basa en modelos in vitro
y condiciones controladas, mientras que son aun limitados los
trabajos que abordan parametros como farmacocinética, toxici-
dad sistémica y eficacia in vivo. Asimismo, la variabilidad es-
tructural caracteristica de los sesquiterpenos marinos, influen-
ciada por factores ambientales, geograficos y estacionales, re-
presenta un desafio adicional para la reproducibilidad experi-
mental y la estandarizacion de estos metabolitos bioactivos.

En este escenario, resulta pertinente considerar nuevos enfo-
ques metodoldgicos que permitan superar estas limitaciones y
fortalecer la transicion desde la exploracion quimica hacia apli-
caciones terapéuticas. Desde la perspectiva de la bioingenieria,
el avance en la elucidacion de rutas biosintéticas abre la posibi-
lidad de implementar estrategias de produccion heter6loga me-
diante sistemas microbianos o algales modificados genética-
mente, lo que permitiria obtener sesquiterpenos especificos de
manera reproducible y sostenible, reduciendo la dependencia
de la biomasa natural.

De forma complementaria, la incorporacién de principios de
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quimica verde en los procesos de extraccion, purificacion y
transformacion de sesquiterpenos representa una via promete-
dora para optimizar su obtencion, minimizando el uso de sol-
ventes toXicos y etapas sintéticas innecesarias. Estos enfoques
son particularmente relevantes en el contexto de productos na-
turales marinos, donde la sostenibilidad y el impacto ambiental
constituyen consideraciones fundamentales.

Asimismo, la metabolémica emerge como una herramienta
clave para el estudio integral de los sesquiterpenos marinos, al
permitir la correlacion entre perfiles quimicos complejos y res-
puestas biol6gicas especificas. Este enfoque resulta especial-
mente valioso en organismos del género Laurencia, donde los
extractos crudos pueden contener multiples metabolitos con
posibles efectos sinérgicos, facilitando la identificacién de
compuestos clave y la comprension de la variabilidad bioactiva
observada entre estudios.

En conjunto, la integracién de enfoques mecanisticos, analiti-
cos y tecnoldgicos posiciona a los sesquiterpenos marinos
como una fuente prometedora de moléculas terapéuticas multi-
funcionales. Su estudio sistematico, apoyado por estrategias de
bioingenieria, quimica verde y metabolémica, serd fundamen-
tal para avanzar hacia una validacion preclinica mas robusta y
para evaluar su viabilidad en el desarrollo de terapias comple-
mentarias o alternativas, particularmente en el contexto del can-
cer.

Consideraciones finales y perspectivas

Los sesquiterpenos marinos del género Laurencia constituyen
una fuente relevante de metabolitos bioactivos, caracterizados
por una elevada diversidad estructural y un notable potencial
terapéutico, particularmente en el contexto oncoldgico. Aunque
la elucidacion completa de sus rutas biosintéticas aln se en-
cuentra en desarrollo, la identificacion de intermediarios clave
y de procesos de ciclacion ha permitido avanzar en la compren-
sion de su origen y de la generacién de estructuras quimicas
complejas.

Compuestos representativos, como el laurinterol, han mostrado
efectos citotdxicos, antiinflamatorios y antiparasitarios en dis-
tintos modelos experimentales, asociados a mecanismos celu-
lares como la induccién de apoptosis, la inhibicién de migra-
cion e invasion celular, la modulacion de la angiogénesis y la
alteracion del metabolismo energético. No obstante, la eviden-
cia disponible se basa mayoritariamente en modelos in vitro y
en condiciones experimentales especificas, lo que subraya la
necesidad de profundizar en la validacion de estos mecanismos
y en la evaluacion de su reproducibilidad en sistemas bioldgi-
cos més complejos.

En este sentido, futuras investigaciones deberdn enfocarse en
estudios preclinicos integrales que permitan validar los meca-
nismos de accidn propuestos y evaluar la eficacia, seguridad y
viabilidad terapéutica de los sesquiterpenos marinos. De ma-
nera paralela, el desarrollo de estrategias sostenibles para su ob-

tencion serd fundamental para reducir la dependencia de la bio-
masa natural y facilitar su eventual aplicacion farmacolégica.
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Abstract

Copper(I1) triflate (Cu(OTf),), whose early mechanistic foundations were established by the pioneering studies of Jay K. Kochi
in 1972 and subsequently popularized in the field of catalysis, has emerged as a powerful tool in modern synthetic chemistry. Its
physicochemical properties, well-defined Cu(11)/Cu(l) redox behavior, stability in organic media, and compatibility with a wide
range of functional groups make it a highly effective platform for homogeneous transformations. This review examines its prep-
aration, reactivity profile, and role in a broad spectrum of transformations, including coupling reactions (Ullmann, Sonogashira,
Chan-Lam), Friedel-Crafts reactions, Lewis-acid-mediated cyclizations, aminations, cycloadditions, and radical processes. In
addition, its utility in multicomponent reactions (MCRs), asymmetric synthesis, and heterogeneous catalytic systems supported
on silica, zeolites, or nanotubes (HTNT) is examined. Applications in unconventional media such as ionic liquids, deep eutectic
solvents, and solvent-free conditions, as well as in microwave- and ultrasound-assisted reactions and in photocatalysis, further
highlight its catalytic versatility. Recent bibliometric analyses indicate a steady rise in publications involving Cu(OTf),, reinforc-
ing its position as a benchmark catalyst. Moreover, its successful use in total syntheses and one-pot procedures, often consistent
with green chemistry principles, underscores its potential as a valuable system for diverse catalytic transformations in contem-
porary organic synthesis.

Keywords: Copper(ll) triflate; Homogeneous catalysis, C—H activation; C—C bond formation; Green chemistry
Resumen

El triflato de cobre (I1) en catélisis: una herramienta de referencia para la sintesis organica. El triflato de cobre(ll)
(Cu(QTf),), cuyas bases mecanisticas fueron establecidas por los estudios pioneros de Jay K. Kochi en 1972 y posteriormente
popularizado en el campo de la catalisis, se ha consolidado como una herramienta poderosa en la sintesis quimica moderna. Sus
propiedades fisicoquimicas, un comportamiento redox Cu(l1)/Cu(l) bien definido, su estabilidad en medios orgéanicos y su com-
patibilidad con una amplia gama de grupos funcionales lo convierten en una plataforma altamente eficaz para transformaciones
homogéneas. Esta revision examina su preparacion, su reactividad y su papel en un amplio espectro de transformaciones, inclu-
yendo reacciones de acoplamiento (Ullmann, Sonogashira y Chan—Lam), reacciones de Friedel—Crafts, ciclaciones mediadas
por &cidos de Lewis, aminaciones, ciclo-adiciones y procesos radicalarios. Asimismo, se analiza su utilidad en reacciones mul-
ticomponente (MCRs), sintesis asimétrica y sistemas cataliticos heterogéneos soportados sobre silice, zeolitas 0 nanotubos
(HTNT). Sus aplicaciones en medios no convencionales, como liquidos iénicos, disolventes eutécticos profundos y condiciones
libres de disolvente, asi como en reacciones asistidas por microondas y ultrasonido y en procesos de fotocatalisis, ponen de
manifiesto su versatilidad catalitica. Estudios bibliométricos recientes indican un incremento sostenido de las publicaciones que
involucran al Cu(OTf),, lo que refuerza su posicion como catalizador de referencia. Ademas, su uso exitoso en sintesis totales y
procedimientos tipo one-pot, frecuentemente de acuerdo con los principios de la quimica verde, subraya su potencial como un
valioso sistema para diversas transformaciones cataliticas en la sintesis organica contemporanea.

Palabras clave: Triflato de cobre(ll); catélisis homogénea; activacion C-H; formacion de enlaces C-C; quimica verde

Introduction

Catalysis plays a central role in the development of efficient,
sustainable, and economically viable chemical processes.
More than 80%? of modern industrial operations, as well as a
substantial proportion of synthetic transformations in fine
chemistry®, rely at some stage on catalytic activity. In the field
of organic synthesis, catalysis has enabled selective access to
diverse classes of compounds through covalent bond activa-
tion, the controlled formation of new C-C and C—X bonds (X
=N, O, S), and the development of reaction pathways governed
by regio- and stereoselectivity. Within this wide range of cata-

Iytic tools, Lewis’s acids, whether employed as additives or co-
catalysts, have been particularly valued for their ability to acti-
vate substrates and steer reaction pathways in complex organic
transformations®.

In this context, copper(I1) triflate, Cu(OTf), (Fig. 1a), combines
the redox versatility of copper with the advantages of the tri-
fluoromethanesulfonate anion (OTf"), which, although often
described as weakly coordinating, can exhibit moderate coor-
dination and generate HOTT in situ, thereby enhancing the elec-
trophilicity of the metal center and facilitating the generation of
catalytically active species in solution®. The accessible oxida-
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tion states Cu(0), Cu(l) and Cu(ll) (with possible Cu(lll) inter-
mediates under oxidative conditions), together with its stability
in organic media, have established Cu(OTf). as an efficient,
economical, and selective catalyst for a broad array of transfor-
mations (Fig. 1b)®’, including cross-couplings, mild oxida-
tions, cyclization, and radical reactions®. These features con-
tribute to its broad applicability, although direct replacement of
noble-metal catalysts must be evaluated case-by-case.

(a) = G
cu |“o—4—cr
TR
2

o
(b)
R
0 HN™
Cu(oTf),
1 mol%,
g —r CN
TMSCN (1 equiv)
MeCN, 6 h
e 25°C

R-NH,
R= 4-OMe-CgHs-
Fig. 1. (a) Structure of copper(ll) trifluoromethanesulfonate,
Cu(OTf).. (b) Representative three-component synthesis of a-amino-
nitriles catalyzed by Cu(OTf), performed under mild conditions with
a high yield (95%). Note: This reaction involves Cu(ll) specifically
and should not be confused with Cu(l) triflate.

The development of copper(ll) triflate as a catalyst traces back
to the pioneering work of Jay Kazuo Kochi® (1927-2008), who
in 1972, at Indiana University, demonstrated its efficacy in ole-
fin oxidation®®, highlighting a distinctive redox behavior com-
pared to other copper compounds. His studies clarified the in-
volvement of ionic and radical pathways in Cu(11)/Cu(l) redox
processes; however, the specific role of the trifluoromethane-
sulfonate counterion was not explicitly recognized at that stage.
Subsequent investigations revisited this assumption and
showed that the anion can actively modulate catalytic behavior,
thereby setting the stage for later developments in homogene-
ous copper catalysis.

Cu(OTf), has demonstrated remarkable versatility in homoge-
neous catalysis, enabling C-C and C-N couplings (Ullmann*!
and Chan-Lam?? variants), C-H activation in arylation®3, alkyl-
ation*, and amination®®, as well as intramolecular cyclizations
and heterocyclizations relevant to the synthesis of bioactive
heterocycles®. It has also proven effective in nucleophilic ad-
dition and substitution reactions, allowing the formation of ac-
etals, ethers, esters, and azides in the presence of diverse func-
tional groups, including multicomponent transformations un-
der mild Lewis-acid conditions®"8,

This review aims to provide a comprehensive perspective on
copper(ll) triflate as a homogeneous catalyst, addressing its
preparation, physicochemical characteristics, and representa-
tive catalytic applications, from the mechanistic insights estab-
lished by Kochi to more recent developments. Current trends in
homogeneous, heterogeneous, and asymmetric catalysis are
also discussed, emphasizing its potential in emerging synthetic
strategies within the context of milder and more sustainable re-
action conditions'®. The goal is to provide an updated frame-

work for future research on Cu(OTf): catalysis.

Methodology

The methodology of this review was based on a structured lit-
erature analysis, with the aim of examining copper(ll) triflate
and its relevance in catalysis applied to the synthesis of high-
value organic compounds. Databases and recognized academic
sources were consulted, including ACS Publications, Google
Scholar, ScienceDirect, Scopus, Wiley Online Library, as well
as technical catalogs from Strem Chemicals and Sigma-Aldrich
(Merck KGaA®). Priority was given to original research arti-
cles, specialized reviews, and book chapters published between
1972 and 2024, starting from the seminal study of Jay K. Kochi
(1972)%°. The literature selection considered both experimental
and theoretical studies providing relevant information on its
catalytic behavior. Search terms included combinations such as
“copper triflate”, “copper(Il) triflate catalysis”, “Cu(OTf) or-
ganic synthesis”, “copper triflate reactions”, and “copper-cata-
lyzed C-N/C—C bond formation”, adjusted according to the fil-
ters of each database. Boolean operators (AND, OR, quotation
marks) were applied for exact searches, along with filters for
language and document type. Additionally, a keyword co-oc-
currence analysis was carried out using the VOSviewer soft-
ware (version 1.6.20)?° based on a Scopus database search with
“copper(Il) triflate” as the keyword. A total of 760 records were
retrieved, filtered by relevance, and clustered using the pro-
gram’s algorithm. The resulting map revealed color-coded the-
matic clusters, highlighting research areas associated with cop-
per triflate catalysis.

Results and Discussion
Copper as a catalyst: strategic foundations

The appeal of copper as a catalytic metal arises from a well-
balanced combination of structural, electronic, and economic
factors that make it an attractive option in catalysis®. From a
chemical standpoint, copper belongs to the d block, which in
catalytic systems gives access predominantly to Cu(l) (3d°)
and Cu(ll) (3d°) species. Nevertheless, recent advances have
demonstrated that higher oxidation states, including Cu(lll)
(3d®)?2, can be stabilized in well-defined molecular complexes
under specific ligand and solvation environments, thereby
broadening the range of mechanistic scenarios proposed for
copper-mediated transformations?, although the precise nature
of high-valent copper intermediates under catalytic conditions
remains the subject of ongoing discussion?2%,

The Cu(l1)/Cu(l) redox couple has a standard reduction poten-
tial of +0.16 V in aqueous solution, indicating the relative ease
with which Cu(l) can be oxidized to Cu(ll), although these val-
ues are strongly influenced by solvent effects and ligand coor-
dination under catalytic conditions. As a consequence, Cu(l) is
thermodynamically unstable in aqueous media and tends to dis-
proportionate into Cu(0) and Cu(ll), with an overall potential
of E°=—0.37 V%, However, in organic media or in the presence
of stabilizing ligands such as CI-, Br, CN—, OTf", or OR",
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Cu(l) species can be effectively stabilized and actively partici-
pate in catalytic cycles, as evidenced in humerous copper-me-
diated C-N and C—C bond-forming reactions.

Remarkably, this redox flexibility of copper, combined with its
ability to engage in both single-electron transfer processes (as
in radical reactions) and two-electron mechanisms (such as
Chan-Lam couplings?”%), renders it a particularly efficient and
adaptable transition metal for diverse catalytic contexts.

On the other hand, the ability of copper to form coordination
compounds with oxygenated ligands® (e.g., salen-type®?), ni-
trogenated®, sulfur-based®, phosphine (as in the Stryker rea-
gent®), or N-heterocyclic carbene ligands®, together with its
behavior as a soft Lewis acid in the Cu(l) state and as a border-
line Lewis acid in the Cu(ll) state, depending on the ligand
field, according to the Pearson scale®, favors the selective acti-
vation of multiple bonds, heteroatoms, and leaving groups.
Moreover, unlike noble metals such as palladium or platinum,
copper is relatively abundant in the Earth’s crust (~100 ppm)*,
its salts are inexpensive® and display lower toxicity®, reinforc-
ing its position as an excellent candidate for catalyst-based
strategies.

Catalytic role of trifluoromethanesulfonate as a non-coordinat-
ing ligand

Trifluoromethanesulfonate ([CFsSOs]~, OTf, triflate) is de-
rived from trifluoromethanesulfonic acid (CFsSOsH, triflic
acid), a superacid (pKa =—12)* stronger than pure sulfuric acid.
While it must be handled with extreme care, it provides unique
opportunities for the generation of valuable products*®*1, Ow-
ing to its structural features, the triflate anion is bulky, highly
electronegative, and of low nucleophilicity, properties that
make it ideal for homogeneous catalysis, particularly when
highly electrophilic and reactive metal species are required in
solution. Although traditionally regarded as a non-coordinating
ligand, several studies*? have highlighted that its influence can
extend beyond simple ionic equilibria and may involve transi-
ent or weak inner-sphere interactions with the metal center or
substrate, depending on the medium and the catalytic environ-
ment.

From a coordination chemistry perspective, the triflate anion is
classified as a non-coordinating or weakly coordinating ligand,
whose interaction with the metal center is predominantly elec-
trostatic rather than covalent. This lability is one of its most val-
ued features in synthesis, as it keeps the metal center coordina-
tively unsaturated, thereby facilitating the entry of auxiliary lig-
ands (e.g., water, pyridine, or phosphines) through displace-
ment of OTf™ (e.g., M(OTf) + L — M(L) + OTF). Its low nu-
cleophilicity and limited tendency to form covalent bonds also
make it an excellent counterion, particularly useful for stabiliz-
ing highly electrophilic cationic species, as commonly ob-
served in reactions requiring highly electrophilic or coordina-
tively unsaturated metal centers, such as in heterolytic H; acti-
vation processes®. Moreover, its perfluorinated structure con-
fers high solubility in both aqueous and organic media*, good

thermal stability, and low reactivity toward atmospheric mois-
ture, thereby preserving a high Lewis acidity at the metal cen-
ter, an aspect crucial in homogeneous catalysis, especially in
redox transformations.

Taken together, these features make OTf™ a suitable substitute
for perchlorate, tetrafluoroborate, and hexafluorophosphate an-
ions in catalysis. Nevertheless, it has been documented that in
highly polar media or in the absence of competitive ligands,
OTf may remain within the inner coordination sphere, as ob-
served in complexes of Cu(ll), Ru(ll), and other d-block met-
als®. In the specific case of copper(ll) trifluoromethanesul-
fonate, OTf modulates the reactivity of the catalytic center by
maintaining the metal center coordinatively accessible, thereby
favoring the formation of active species in solution and ena-
bling C-N and C-C couplings, C-H activations, and radical
transformations under mild conditions with broad functional
group tolerance.

Synthesis of copper(ll) triflate: strategies and experimental
considerations

A commonly employed method for preparing metal triflates in-
volves the direct reaction of metal chlorides (MCly) with tri-
fluoromethanesulfonic acid (CAS: 1493-13-6) under anhy-
drous conditions, followed by precipitation of the product with
dry diethyl ether. This procedure is successfully applied to
Cu(ll) salts as well as triflates of other transition metals, includ-
ing PA(I1), Pt(I1), M(Il) (M = Co, Rh, Ir, Ru, Os), and Pt(IV),
among others*, as illustrated in reaction 1.

MCly + XCFsSOsH — M(CF3SOs)x + xHCI1 .....(1)

The synthesis is typically carried out under a nitrogen atmos-
phere and in a fume hood owing to the release of HCI vapors.
The product is isolated by careful addition of dry diethyl ether,
which induces precipitation of the corresponding triflate salt.
The resulting solids are typically crystalline, soluble in polar
organic solvents such as acetonitrile (although in some cases
the triflate anion may be displaced by this ligand), and display
good stability.

A practical route to metal trifluoromethanesulfonates, particu-
larly useful for acid-sensitive compounds, involves the reaction
of a metal sulfate (M(SQ.)y) with a stoichiometric amount of
barium triflate (CAS: 2794-60-7) in aqueous solution, as shown
in reaction 2.

M(SO4)X + XBa(CF3803)2 — M(CFSSOS)QX + xBaSO4¢ (2)

Barium sulfate, being insoluble, precipitates and is removed by
filtration, while the metal triflate remains in solution. The sol-
vent is removed by rotary evaporation under reduced pressure,
yielding the product as a solid that can be purified by recrystal-
lization if necessary. This methodology avoids the use of strong
acids and is compatible with thermally or chemically sensitive
systems, making it especially valuable for substrates prone to
decomposition under acidic conditions.

An alternative route involves treatment of metal halides (MCI)




124 Ricardo R. Contreras / Avances en Quimica, 20(3), 121-134 (2025)

with silver triflate (CAS: 2923-28-6) in agueous solution, as
shown in reaction 3.

MCl, + XAg(CFsSO3s) — M(CFsSOs) + xAgCl]  (3)

When the dissolved metal halide is mixed with a stoichiometric
amount of Ag(CFsS0s), a silver chloride precipitate forms im-
mediately and is removed by vacuum filtration. The metal tri-
flate remains in solution and is recovered by solvent evapora-
tion. This method is particularly useful for preparing metal tri-
flates from poorly water-soluble halides because it avoids the
need for strong acids and is compatible with acid-sensitive sub-
strates.

The procedure originally introduced by Jay K. Kochi® for the
preparation of Cu(OTf), involves the acid—base reaction of
copper carbonate (5 g, 0.0405 mol) with trifluoromethanesul-
fonic acid (12 g, 0.080 mol) in 200 mL of acetonitrile, as shown
in reaction 4.

CuCO3 + 2CF:SOzH — Cu(CF3SO3)2 + COzT + H,0 (4)

The trifluoromethanesulfonic acid is added slowly owing to
vigorous CO- release. After 0.5 h of stirring, the mixture is fil-
tered and the blue solid is concentrated to dryness. The crude
product is washed with petroleum ether, redissolved in acetoni-
trile, and precipitated by addition of diethyl ether. Cooling to
—20 °C affords a light-blue solid, which is dried under vacuum
at 130 °C for 8 h to yield 8 g of purified Cu(OTf).

Currently, copper(ll) triflate is commercially available at rea-
sonable cost from major chemical suppliers. Its CAS number is
34946-82-2, with catalog entries such as Sigma-Aldrich
45,908-9 (99.99+%), 28,367-3 (98%), and Strem Chemicals
29-5000 (98%). It is typically supplied as an anhydrous light-
blue solid with purities above 98%, soluble in polar organic sol-
vents such as acetonitrile and dichloromethane. The compound
is corrosive and hygroscopic and should be handled under an
inert atmosphere, as it readily absorbs moisture and undergoes
slow hydrolysis, which can compromise stability and catalytic
performance.

Selected catalytic applications of copper(ll) triflate in organic
synthesis

During the last five decades, copper(ll) triflate has proven to be
a versatile and efficient catalyst across a broad range of organic
transformations, particularly in homogeneous catalysis. Its abil-
ity to activate C—C and C—N bonds under mild conditions, to-
gether with its compatibility with diverse functional groups, has
driven its application in the synthesis of high-value products,
including pharmaceuticals, functional materials, and natural
products. Among these, C—C coupling reactions represent a
prominent field of application. For instance, Ullmann-type cou-
plings, which typically involve the formation of C-C, C—N, C—
O, or C-S bonds and are traditionally catalyzed by metallic
copper or Cu(l) species* under harsh conditions at elevated
temperatures (>200 °C), can also be carried out efficiently with
Cu(OTf)2 under milder conditions. Notably, the Cu(OTf),-cat

alyzed homocoupling of 2-bromonitrobenzene at room temper-
ature affords the corresponding nitro-substituted biphenyl in
79% yield, as shown in reaction 5%,

Br
L O O
NO

Another notable case is the Sonogashira-type coupling®, which
traditionally involves the reaction of terminal alkynes with aryl
or vinyl halides to form conjugated C=C—C bonds, typically re-
quiring Pd/Cu catalytic systems. Importantly, a palladium-free
variant has been developed in which Cu(OTf), serves as the
sole catalyst, efficiently promoting C(sp)-C(sp?) coupling un-
der milder and more economical conditions. The catalytic ac-
tivity of Cu(OTf), is attributed to its Lewis acidity, which facil-
itates aryl halide activation and alkyne deprotonation, generat-
ing key copper—acetylide intermediates for transmetalation. As
illustrated in reaction 6%, this strategy enables the synthesis
of sulfonyl-substituted propargylamines, with the product ob-
tained in 63% yield, underscoring the ability of Cu(OTf), to ac-
tivate alkynes under neutral conditions without the need for pal-
ladium.

Cu(OTf),
(12 mol%)

Me>CO, MeCN
10% aq NH3
24 h, RT
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N

Cu(OTf),
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toluene

il 100°C, 48 h

A n-Hex

\\n Hex

A synthetic approach of particular interest involves cross-cou-
pling reactions between aryl halides (or their functional equiv-
alents) and highly reactive carbon nucleophiles. These transfor-
mations enable efficient couplings between readily available
nucleophiles (e.g., Grignard reagents) and activated alkyl elec-
trophiles, thereby facilitating the construction of C(sp)-C(sp®)
bonds, even at stereogenic centers. In this context, Cu(OTf),
has proven to be an effective catalyst, capable of activating both
the halide and the nucleophile simultaneously. Its high electro-
philicity, combined with the lability of the trifluoromethanesul-
fonate anion, favors the transient formation of organocopper
species that participate in the coupling step, even in the absence
of strong bases or strictly anhydrous conditions.

A representative example is the coupling between an O-alkyl-2-
pyridinesulfonate and the Grignard reagent MeMgClI, as exem-
plified by reaction 752, forming a C—C bond via an Sn2% substi-
tution with inversion at the chiral center. The transformation
proceeds with high yields and enantioselectivities in short reac-
tion times. Interestingly, the OSO,-2-Py group acts as a pseudo-
halogen. The reaction also generates a mixture of olefins
(PhCH,CH=CH(CH,).0TBS and Ph(CH,),.CH=CHCH.OT-
BS; OTBS = O-tert-butyldimethylsilyl). Remarkably, no addi-
tives such as TMEDA (N,N,N’,N’-tetramethylethylenedia-
mine) or LiOMe are required, highlighting the intrinsic ability
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of Cu(OTf), to promote the coupling without the assistance of
external ligands or bases.

Ph  0SO,-2-Py Cu(oTh), Ph  Me OTBS
: (10 mol%) W 7
OTBS THF, 0°C
+ 05h +
MeMgClI olefins

Copper-catalyzed aminations represent one of the most effec-
tive strategies for C-N bond formation under mild conditions.
Among them, Chan-Lam reactions® have gained particular
prominence for their ability to couple nitrogen nucleophiles
(e.g., amines, amides, or azoles) with arylboronates or other or-
ganic nucleophiles, using copper(ll) triflate catalysts under air
and without auxiliary ligands or additional oxidants. A particu-
larly effective strategy in these transformations is the prefor-
mation of LCu(OTf) complexes, in which an appropriate ligand
(L) stabilizes the metal center while OTf™ serves as a non-coor-
dinating counterion. These preformed complexes modulate the
reactivity of the system, enabling highly selective and efficient
couplings. As demonstrated in reaction 8%, a Chan—Lam ami-
nation between 4-phenoxyaniline and phenylboronic acid cata-
lyzed by preformed LCu(OTf) achieves conversions above
99%, demonstrating the high reactivity of well-defined Cu(ll)—
ligand complexes in oxidative coupling pathways

©© 7

(L)CuOTf

(L)CuOTf
2 5 mol%)

MeOH, RT
2h, air

In addition to coupling processes, Cu(OTf) has also been em-
ployed in oxidative C—H functionalization reactions that are not
accessible through purely Lewis acidic triflate systems. A rep-
resentative example is the arylation of simple arenes catalyzed
by copper(ll) triflate using diphenyliodonium triflate as the ar-
ylating agent®’. As illustrated in reaction 9, the catalyst (typi-
cally 10 mol%) was used in combination with Ph,I(OTf) (2
equiv), enabling direct arylation of electron-rich arenes. The re-
actions were conducted at 50-70 °C in 1,2-dichloroethane
(DCE) and afforded the corresponding arylated products in
moderate to good yields, with a marked preference for substi-
tution patterns governed by the electronic nature of the sub-
strate.

RZ R2

H\N/g

O cuoTh, (10 moi%)
R! Ph,l(OTf) (2 equiv)
——
DCE
50-70 °C,
24-48 h

R'=H, Me
R? = Me, OMe, NEt,, Ph, CMe;

The mechanistic proposal®®, as shown in Fig. 2, underscores the
involvement of high-valent organocopper species and suggests
that interaction between the diaryliodonium salt and a reduced
copper species leads to the formation of a formal aryl Cu(lll)
intermediate. A key feature of this transformation is the direct
transfer of an aryl group to a C—H bond at the meta position of
the arene ring, a site that is difficult to functionalize by conven-
tional Friedel-Crafts reactions (Gaunt’s proposal)>. The initial
mechanistic interpretation invoked an anti-oxycupration path-
way involving aryl Cu(lll) species; however, subsequent, and
more detailed DFT studies disfavored this scenario and instead
supported an alternative mechanism involving initial metal at-
tack at the ortho position, followed by a four-membered transi-
tion state that ultimately delivers arylation at the meta position
(Wu’s proposal)®. Further studies demonstrated that the pres-
ence of a carbonyl group plays a decisive role in controlling
regioselectivity, enabling meta arylation even in electronically
neutral arenes, whereas substrates lacking such directing
groups preferentially undergo para or ortho functionalization.
This transformation illustrates a key advantage of Cu(OTf),
over non-redox-active triflates (e.g., Zn(OTf), or X(OTf)s,
where X = La, Sc, Bi), while also indicating that important
questions remain regarding the nature and lifetime of high-va-
lent copper intermediates in copper mediated oxidative and C—
H functionalization processes.

R
H cuoTn,
reducuo or
dl’;pmpomondhon
Ph cu®oThH Ph,|(OTf)
R X
H\N /&o Phcu!M(OTf),

R
H{
©\ u(OTE N/go
) R
h

X

HOTf @H
“culoT),

H |
R Ph

(Gaunt's proposal)

d/Cu (OTH),

(Wu's proposal
Fig. 2: Mechanistic proposals for the meta arylation of arenes catalyzed
by Cu(OTf),. The originally proposed antioxycupration pathway
(Gaunt) and the alternative DFT-supported ortho metalation mecha-
nism leading to meta functionalization (Wu) are shown. Adapted from
Ref. 58. R = Me, OMe, NEt, Ph.

Beyond the couplings discussed above, copper(ll) triflate has
also proven to be a remarkably versatile catalyst in other syn-
thetically valuable transformations. Among these, the [3+2] cy-
cloaddition of diazo compounds with alkenes or alkynes ena-
bles the efficient generation of nitrogen heterocycles under
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mild conditions with high diastereo- and enantioselectivity. In
the example shown in reaction 108, the [3+2] cycloaddition of
a nitrostyrene and an N-aryldiazo ester affords the correspond-
ing pyrrolidines in 88% yield with excellent diasteroselectivity
(dr = 10:1 endo:exo). This transformation represents an effi-
cient strategy for the construction of tetrasubstituted pyrroli-
dines with potential pharmacological value.

F
Ar wNO,
~uAr

<N
Ar F MeO,C  H
\:< endo
NO Cu(OTf), major isomer
+ . (5 mol%) N -
~ Et3sN (2.5 equiv.) ( )
Ar” TSN CoMe  THF reflux 1.5 -
Ar, = _,NO;
(Ar = AF' = 4-CICgH,) ES'-'-Ar'
Meo,c N
exo

minor isomer

Copper(ll) triflate has successfully replaced classical Lewis
acid catalysts such as AICl; or BF; in Friedel-Crafts-type reac-
tions, offering milder conditions and greater functional group
compatibility. A representative example is a cascade sequence
promoted by Cu(OTf),, initiated by a decarboxylative and acid-
mediated dealkylative Friedel-Crafts alkylation, followed by
cationic rearrangements whose course depends on the sub-
strate. In reaction 1152, Cu(OTf), catalyzes the alkylation of a
tosyl-protected allyl carbamate with mesitylene (Mes = 1,3,5-
trimethylbenzene), delivering the product in 70% overall yield
without the need for intermediate steps.

0]

_Ts
) HN Mes
)J\ Ts Cu(OTf), (1 equiv)
(@) N/ mesitylene (5 equiv) ‘)\ i i ’\IJHZ (11)

H ;
PhCI/H20 (96 v/v) Ts

100°C, 6 h Mes Mes
Cu(OTf), has also found application in multicomponent reac-
tions (MCRs), such as Mannich-type processes®, enabling the
one-step construction of complex nitrogen-containing scaffolds
with high regio- and stereoselectivity. As demonstrated in reac-
tion 125485 the synthesis of 2,4-disubstituted quinolines from
p-toluidine, DMAD (dimethyl acetylenedicarboxylate), and 2-
acetylpyridine in acetonitrile proceeds in 97% yield, underscor-
ing the ability of copper triflate to orchestrate sequential con-
densation and cyclization steps within a single multicomponent
process.
=

()

Ha

CO,Me Cu(OTH (5mol%) N
_HOTf (10 mol%) (12)
+ CHgCN Me
| | 120°C, 24 h =
OzMe X
MeO,C N

In some catalytic protocols, copper(l) triflate is preferably used
in the form of complexes with aromatic solvents, such as
[Cu(OTh)].toluene (CAS: 48209-28-5). This formulation im-
proves experimental handling, enhances solubility in organic
media, and prevents the formation of inactive aggregates. In
specific systems®, such as the one shown in reaction 13%, this
form provides higher yields, reaching 90%, compared to anhy-
drous Cu(OTf), underscoring its technical advantages under
demanding catalytic conditions.

N TS [Cu(OTf)tolueno /TS
(5 mol%)

i (13)
—_—
N
E ' = W

These and many other applications of Cu(OTf).%, well docu-
mented in the literature, not only consolidate its role as a front-
line catalyst in organic synthesis but also open up new oppor-
tunities for the construction of complex molecular architectures
through advanced synthetic strategies aimed at the preparation
of compounds of biomedical, pharmaceutical, and agrochemi-
cal interest®. Notably, a significant number of mechanistic pro-
posals for Cu(OTf), catalysis invoke Cu(l11) intermediates’ 8,
although their precise role under catalytic conditions remains a
matter of ongoing discussion, defining an open mechanistic
landscape that warrants further investigation?25,

Copper(Il) triflate in the total synthesis of bioactive molecules

As outlined above, copper(ll) triflate catalyzes a wide variety
of coupling and functional group transformation reactions,
making it a valuable alternative for the total synthesis of high-
value molecules. Numerous alkaloids with antioxidant, anxio-
Iytic, antimicrobial, anti-HIV, antiparasitic, anti-inflammatory,
and antidepressant activities have been reported whose synthe-
sis relies on copper(l1) catalysis, particularly Cu(OTf),. Notable
examples include calothrixins A and B, (+)-cladoniamide F and
G, (+)-naseseazines A and B, and quebrachamine’.

The scope of Cu(OTf), catalysis further extends to (—)-alliacol
A, a sesquiterpene of interest for its antimicrobial activity;
anibamine B, a natural product with potent antiplasmodial ac-
tivity; members of the azepane family®; cephalostatin 1%, a
powerful antitumor agent; and barringtogenol C, noted for its
anti-inflammatory and vasoprotective properties. Additional
applications include lissodendrolide A%, with potential activity
against Parkinson’s disease, and the antibiotic tiacumicin B®,
of therapeutic interest in central nervous system (CNS) disor-
ders as well as for its antitumor and antibiotic activities.

Products synthesized using Cu(OTf), also include (+)-brasile-
nyne®, investigated for its antiproliferative activity; diazona-
mide A%, a natural product with cytotoxic and antitumor prop-
erties; himalensine A%, an alkaloid studied for potential antiox-
idant, antitumor, and anti-HIV activity; (—)-lycoperine A%,
with potential against neurodegenerative diseases; (x)-merri-
lactone A%, a natural product of therapeutic interest for Alz-
heimer’s and Parkinson’s disease; mescengricin®, a metabolite
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with potential neuroprotective activity; spirooxindole deriva-
tives®, valued for their antitumor, antimicrobial, anti-HIV, and
anti-inflammatory properties; onoseriolide-lactone derivati-
ves®, a sesquiterpenoid with antitumor potential; oplopan-
diol®, a natural product with antimicrobial activity; and (+)-
pleuromutilin®, a diterpenoid antibiotic.

The chemical structures of selected high-value bioactive mole-
cules whose total synthesis features copper(ll) triflate catalysis
are shown in Fig. 3.

cladoniamide F
(rac)

)
0 @0
N

calothrixin A

OH

OMe 0 OH
OH A
\ P~Lolloo '
o] OH
4 Cl

0  tiacumicin B

HO

Fig. 3: High-value bioactive molecules that have featured copper(ll)
triflate catalysis in their total synthesis.

Copper(ll) triflate in emerging applications

The chemistry of metal triflates extends well beyond Cu(OTf)s,
with several other species proving useful in organic synthesis
as Lewis acid catalysts®®. These include copper(l) triflate
(CuOTh)®, silver (AgOTF; CAS 2923-28-6)%, iron(lll)
(Fe(OTf)3)%, lanthanum (La(OTf)s; CAS: 52093-26-2)%, scan-
dium (Sc(OTf)s; CAS: 144026-79-9)'%, zinc (Zn(OTf),; CAS:
54010-75-2)!%, indium (In(OTf)3)'%, bismuth (Bi(OTf)s)'%,
and several rare-earth triflates'®. Nevertheless, copper(ll) tri-
flate has emerged as one of the most versatile and effective,
owing to its balanced combination of reactivity and stability to-
gether with its broad catalytic scope.

Reflecting current directions in sustainable catalysis, new
modes of applying Cu(OTf), have been developed, including
heterogeneous systems in which it is supported on solid mate-

rials as well as its use in unconventional reaction media. These
strategies improve recyclability, selectivity, and efficiency in
synthetic processes. For instance, Cu(OTf), supported on silica
(SiO2+Cu(OTHf)2) has proven effective in the cationic polymeri-
zation of styrene!®, Mannich reactions®, and Diels—Alder cy-
cloadditions'”’. It has also been combined with zeolite Y for the
enantioselective aziridination of styrene!®, In the field of nan-
otechnology, Cu(OTf), has been incorporated into trititanate
nanotubes (HTNT) for the synthesis of furo[2,3-b]quinoxa-
lines!®, and used to prepare N-(cycloalkyl)aziridinofuller-
enesto,

Further catalytic applications include the hydration of aryla-
cetylenes'! and Friedel-Crafts acetylation, both performed un-
der microwave irradiation*'2, Cu(OTf), has also been applied in
ultrasound-assisted reactions, such as the synthesis of in-
denonaphthopyrans'®®. In addition, its use in ionic liquids
([BMIM]X, X = [BF4], [PFe]) has been explored for transfor-
mations including the asymmetric cyclopropanation of styrene
with ethyl diazoacetate'*, the benzoylation of anilides'*, and
the synthesis of 1,3,5-triarylpyrazoles'é. Moreover, the possi-
bility of employing deep eutectic solvents (DES)Y remains an
established and valid option for many metal triflates.

Under solvent-free conditions, Cu(OTf), has been applied in
the synthesis of quinolines'®, vinyl sulfones®, o-ace-
toxyphosphonates'?°, aryl/heteroaryl-4-quinolones'?!, and as a
metal source in chiral Schiff-base complexes for the prepara-
tion of B-nitroalcohols'??. In photocatalysis, it has been em-
ployed in the synthesis of quinoline derivatives, where
Cu(OTf), acts as an additive and the photocatalyst is a
Ru(bpy)sCl. complex*?,

In terms of alignment with green chemistry, the various cata-
Iytic methodologies developed for Cu(OTf), catalysis address
several core concepts of sustainable synthesis, including effi-
ciency, process intensification, and reduced waste generation.
Given the diversity of catalytic platforms, reaction media, and
activation modes described above, quantitative green metrics
such as E-factors'® are not systematically reported for
Cu(OTf), systems, which limits direct numerical comparison
across studies. Nevertheless, these systems may be regarded as
suitable candidates for future comparative sustainability stud-
ies, particularly when heterogeneous approaches, solvent-free
conditions, deep eutectic solvents or ionic liquids, and alterna-
tive energy inputs (microwave and ultrasound) are employed,
as discussed in this section.

Taken together, these strategies illustrate the synthetic potential
of Cu(OTf), and justify its position as a valuable tool in the de-
sign of increasingly efficient, selective, and sustainable cata-
Iytic processes.

Bibliometric analysis of copper(ll) triflate research

A review of bibliometric data for copper(ll) triflate during the
period 19722024 reveals sustained growth in the number of
scientific publications reporting its use as a catalyst across a
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wide variety of reaction systems, as illustrated in Fig. 4. The
graph, based on data from Google Scholar, ScienceDirect, ACS
Publications, and Scopus, reflects a steady increase in research
activity starting in 1972, followed by a pronounced acceleration
from the early 2000s onward and reaching a peak between 2019
and 2024. This evolution can be broadly divided into three
phases: an initial exploratory stage (1972-1990), characterized
by sporadic reports following the seminal work of Kochi; a
consolidation phase (1990-2010), during which Cu(OTf). be-
came increasingly adopted as a reliable Lewis acid and redox-
active catalyst; and a rapid expansion phase after 2010, coin-
ciding with its incorporation into multicomponent reactions,
asymmetric catalysis, heterogeneous systems, and reactions
conducted under unconventional or green conditions. Google
Scholar reports the highest number of entries due to its broader
coverage, which includes journal articles, books, theses, pa-
tents, and preprints. ScienceDirect and Scopus display similar
growth trends with lower absolute counts, reflecting their more
selective indexing criteria, while ACS Publications shows a
more limited but consistent representation that nevertheless
mirrors the same overall increase in research output. The sharp
rise observed in the last decade points to a diversification and
maturation of research on Cu(OTf),, with increasing emphasis
on complex reaction manifolds, multicomponent processes,
and advanced catalytic strategies, rather than solely on its initial
use as a classical Lewis acid.

alkensey cioaddition

solgent

Google Scholar
- ScienceDirect

Scopus

I Acs Publications

Fig. 4. Evolution of scientific publications involving Cu(OTf); be-
tween 1972 and 2024, based on data retrieved from multiple bibli-
ographic databases. After filtering duplicate records, 1955 entries
were obtained from Google Scholar, 587 from ScienceDirect, 760
from Scopus, and 280 from ACS Publications, using “copper(Il)
triflate” as the search term.
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Based on the 760 Scopus records, a keyword co-occurrence
map was generated using the VOSviewer software (Fig. 5). The
analysis revealed four main thematic clusters. The red cluster
highlights applications of Cu(OTf); as a Lewis acid in drug syn-
thesis and in catalysis in organic media. The green cluster
groups terms related to homogeneous catalysis, oxidations, and
cyclization reactions. The blue cluster focuses on coordination
chemistry, emphasizing the association of the triflate with lig-
ands, complexes, or metal ions. Finally, the yellow cluster links
the use of Cu(OTf), to enantioselective processes, cycloaddi-
tions, and asymmetric catalysis. The distribution of co-occur-
rences shows that copper(l1) triflate is a key reagent both in the
development of synthetic methodologies and in the mechanistic
study of reactions, spanning coordination chemistry, catalysis,
pharmaceutical synthesis, and fine chemistry. The analysis sup-
ports the positioning of Cu(OTf), as a reference catalytic sys-
tem across multiple fronts of contemporary organic synthesis.

Conclusions

Since the seminal mechanistic studies of Jay K. Kochi five dec-
ades ago, copper(ll) triflate has established itself as a highly
versatile and relevant catalytic tool in modern organic synthe-
sis. Its combination of Lewis acidity, redox capability, stability
in organic media, functional group tolerance, and ease of ex-
perimental handling makes it an especially attractive catalyst
when compared with other, more costly or less sustainable cat-
alytic systems. As outlined in this review, Cu(OTf), partici-
pates in a wide range of transformations, including Ullmann-,
Sonogashira-, and Chan—-Lam-type couplings, intramolecular
cyclizations, Mannich, Friedel-Crafts, and Ugi reactions; cy-
cloadditions, oxidations, C—H activation, aziridination, and
multicomponent and asymmetric syntheses. Its efficiency un-
der mild conditions, with excellent substrate-to-catalyst ratios
(typically 0.5-20 mol%), together with its ability to modulate
reactivity through preformed complexes or supported systems,
reinforces its role as a benchmark catalyst and a valuable plat-
form for the total synthesis of structurally complex and high-
value molecules. Emerging trends highlight a shift toward more
sustainable and reusable media, including heterogeneous sys-
tems on silica, zeolites, or nanotubes (HTNT), alternative sol-
vents such as ionic liquids and deep eutectic solvents, solvent-
free reactions, and its integration into microwave- and ultra-
sound-assisted reactions, as well as photocatalysis. The biblio-
metric analysis confirms its sustained growth as both a subject
of study and a versatile catalytic system, reflecting the increas-
ing interest of the scientific community in methodological de-
velopments based on this compound. In summary, copper(ll)
triflate emerges as a catalyst well suited to the demands of more
efficient and selective organic synthesis, in accordance with the
principles of green chemistry. Its study and application will
continue providing valuable opportunities for the rational con-
struction of complex molecular architectures, both in funda-
mental research and in the development of compounds of phar-
macological, agrochemical, and materials interest.
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Resumen

Las aflatoxinas (AFs) representan un problema de salud puablica en México y en el mundo, particularmente en regiones
tropicales y subtropicales. Las AFs son producidas por diversas especies de hongos que infectan cultivos de importancia
para los humanos, entre las que destacan especies del género Aspergillus, tales como A. flavus, A. parasiticus, A. nonius,
asi como Penicillium y Emericella sp. Cuando se consumen alimentos, tales como algunos cereales, oleaginosas, especias
y algunos productos arbéreos contaminados con aflatoxina Bs, ésta es metabolizada a nivel hepéatico dando origen al me-
tabolito aflatoxina My, el cual presenta efectos hepatocarcinogénicos en humanos. Asi mismo, cuando animales de granja
son alimentados con piensos o granos contaminados con AFs, los productos alimenticios obtenidos de éstos, como leche
o0 productos lacteos derivados, asi como carne, huevos, visceras, etc., también presentan concentraciones variables de dicha
micotoxina, la cual finalmente llega a los seres humanos que se alimentan de dichos productos.

Palabras claves: Aflatoxinas, Cancer, México, Salud publica, Inocuidad alimentaria
Abstract

Aflatoxins: a public health and food safety problem in Mexico. Aflatoxins (AFs) represent a public health problem in
Mexico and around the world, particularly in tropical and subtropical regions. AFs are produced by various species of
fungi that infect crops of importance to humans, among which species of the genus Aspergillus stand out, such as A. flavus,
A. parasiticus, A. nonius, as well as Penicillium and Emericella sp. When foods such as certain cereals, oilseeds, spices,
and some tree products contaminated with aflatoxin B are consumed, it is metabolized at the hepatic level, leading to the
formation of the metabolite aflatoxin My, which has hepatocarcinogenic effects in humans. Likewise, when farm animals
are fed with feed or grains contaminated with AFs, the food products obtained from them, such as milk or dairy products,
as well as meat, eggs, viscera, etc., also present variable concentrations of this mycotoxin, which ultimately reaches hu-
mans who consume these products.

Keywords: Aflatoxins, Cancer, Mexico, Public Health, Food Safety

Introduccion y para consumo humano es la aflatoxina B, (AFB;)*. Cuando
son consumidos algunos alimentos contaminados con dicha
toxina, ésta es metabolizada principalmente a nivel hepéatico
y uno de sus metabolitos, la aflatoxina M: (AFM;) se ha des-
crito que posee un efecto hepato-carcinogénico en humanos
y se ha asociado con el desarrollo de cancer de pancreas,
pulmén, colorrectal y cervicouterino®. La principal exposi-
cién humana a dichas toxinas ocurre al ingerir alimentos
contaminados entre los que destacan algunos cereales como:
maiz, trigo, arroz, sorgo y mijo; oleaginosas como: el olivo,
soya, girasol, algoddn y cacahuate (mani); especias como:
chile, pimienta negra, coriandro (cilantro), Curcuma longa
(carcuma) y Zingiber officinale (jengibre); productos de al-

De entre las diversas toxinas de interés humano conocidas,
las aflatoxinas (AFs) podrian ser consideradas como un pro-
blema de salud publica en México y en otros paises con eco-
nomias emergentes. Estas micotoxinas son producidas por
diversas especies de hongos, tales como Aspergillus flavus y
A. parasiticus, A. nonius, Eurotium herbariorum, Rhizopus
spp, asi como por Emericella sp. (las especies de Emericella
son los estados sexuales de las especies de Aspergillus) y
otros hongos del género Penicillium, como P. verrucosum
que infectan cultivos, sobre todo en regiones tropicales y
subtropicales. Una AF muy comun y ubicua que se encuen-
tra contaminando forrajes, alimentos de animales de crianza
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gunos arboles, tales como: Prunus dulcis (almendro), Pista-
cia vera (pistache), Juglans regia (nuez de Castilla) y Cocos
nucifera (coco). Cabe mencionar que entre las caracteristicas
de las AF destaca que son incoloras, inodoras e insipidas. No
obstante, cuando los animales son alimentados con piensos
0 granos contaminados tanto en la avicultura, la porcicultura
o la crianza de ganado vacuno, genera que los seres humanos
estemos expuestos a estas toxinas al ingerir una cantidad va-
riable de AF, al consumir alimentos contaminados como, le-
che o productos lacteos y otros productos de origen animal
como carne, huevos, visceras, etc.?.

Regulacion de AFs en alimentos de consumo humano

En ese sentido, la oficina de Administracién de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos de Norteamerica
(EUA) (FDA; por sus siglas en inglés de Food and Drug Ad-
ministration) es la responsable de la regulacion de alimentos,
medicamentos (humanos y veterinarios), cosméticos, com-
puestos médicos bioldgicos (incluyendo derivados sangui-
neos) y vacunas, entre otros, establece que el nivel maximo
aceptable de la AFM; en la leche es de 0,5 pg/kg, mientras
gue la Union Europea (UE), establece limites mas estrictos
de 0,05 pg/kg®*. Por su parte, en México también existe una
normativa al respecto, la Norma Oficial Mexicana NOM-
243-SSA1-2010 establece limites méximos de AFM: en le-
che de 0,5 mg/L; sin embargo, esto solo abarca leche de con-
sumo, férmula lactea y producto lacteo combinado, lo que
incluye productos pasteurizados, ultra pasteurizados, esteri-
lizados y / o deshidratados, no leche materna®. La Norma
Oficial Mexicana NOM-188-SSA1-2002° y la NOM-247-
SSA1-2008 establecen 20 pg/kg el limite maximo de afla-
toxinas totales en cereales y en la primera de las dos normas
mexicanas se menciona que “En el caso de observarse con-
centraciones desde 21 y hasta 300 ug/kg, el cereal Unica-
mente podra utilizarse para consumo animal, de acuerdo
con el Apéndice Normativo A", es decir, se permite que los
cereales con niveles de contaminacién de aflatoxinas 15 ve-
ces mas elevados que lo permitido para consumo humano,
sea de consumo animal, lo cual favorece que los productos
animales de consumo humano presenten niveles variables de
contaminacion de aflatoxinas (considerando que la normati-
vidad mexicana permite niveles de AFM; de 1000 veces méas
que en EUA y 10000 veces més que la UE).

Lactancia materna y exposicion a AF

El hecho de que la AFM; sea un producto secundario del me-
tabolismo hepético de la AFB; y que pueda ser excretada a
través de la leche de los mamiferos que han consumido ali-
mentos contaminados con el hongo A. flavus u otras especies
de hongos, representa un grave problema, no solo de inocui-
dad alimentaria sino por las repercusiones en la salud pobla-
cional, debido a que esta toxina podria ser trasferida de la
madre al hijo durante la lactancia, ya que en los humanos la
AFM; se excreta a través de la leche materna, exponiendo de
esta forma a los recién nacidos a las aflatoxinas?. Pokharel

et al. (2021)8 determinaron mediante cromatografia liquida
de ultra alto rendimiento (UHPLC) la prevalencia de AFM;
en leche materna de 1675 muestras obtenidas de madres lac-
tantes, 3 meses después del nacimiento de sus bebés, en el
distrito de Banke, en la region suroeste de Nepal. El estudio
mostro que aproximadamente el 94 % de las muestras pre-
sentaron niveles detectables de AFM; (promedio_aritmético
de 4,46 ng/L). Adicionalmente, se determinaron positiva-
mente como factores asociados a dichos niveles de AFM; en
la leche materna al consumo de alimentos como el yogur, la
leche, el aceite hidrogenado y la calabaza madura. Asi
mismo, también se establecio la influencia estacional, ya que
se observaron niveles de AFM; significativamente més altos
en leche materna colectada en las temporadas de verano, pre
-invierno e invierno, en comparacion con la primavera. Otro
factor que mostrd de manera significativa una asociacion po-
sitiva con el nivel de AFM; en el cuantil 75, fue el indice de
masa corporal (IMC) de la madre. Asi mismo, se determind
que alrededor del 2,5 % de las muestras superaron el nivel
maximo designado por la UE de 25 ng/L en alimentos para
bebés. Estos resultados sugieren la probabilidad de una ex-
posicion dietética de AFs en la cadena de suministro de ali-
mentos en Banke, Nepal, lo que implica que los bebés ama-
mantados por mujeres lactantes en dicha region pueden estar
expuestos de manera crénica, tanto a AFB; como a AFM; a
través de la leche materna. Ademas, se debe considerar que
cuando se evalua la ingesta de leche por kg de peso corporal,
esta serd mayor en los bebés comparada con otros grupos de
edad®. Adicionalmente a su menor peso corporal, los bebés
también son mas susceptibles a los efectos de las micotoxi-
nas por su capacidad reducida para desintoxicar agentes pe-
ligrosos, porque tienen una dieta mas restringida y porque su
tasa de crecimiento es mas rapida y una de las consecuencias
de la exposicion, es la inhibicién de la sintesis de proteinas,
ademas del dafio hepatico que es mas severo que en los adul-
tos.

No obstante lo anterior, en el transcurso de los primeros me-
ses de vida, entre los 4 a 6 meses, los bebés requieren el re-
emplazo gradual de la leche materna con otros productos ali-
menticios que son la primera comida sélida en la alimenta-
cion infantil. Habitualmente muchos de estos alimentos se
elaboran a base de cereales sin gluten, hechos de arroz y
maiz. En una etapa subsecuente, se administran gradual-
mente productos elaborados a base de maltiples cereales. En
consecuencia, la exposicion a las AFs pareciera inevitable,
ya que entre los productos susceptibles de ser infectados y
contaminados se encuentran cereales mixtos que estan pre-
sentes en los alimentos para bebés. En ese sentido, Herrera
et al. (2019)*° analizaron 60 muestras de alimentos para in-
fantes. De 27 muestras sin gluten, para bebés de 4 a 6 meses,
basadas principalmente en maiz, arroz y mijo, 10 muestras
resultaron positivas para al menos una micotoxina (4 AFs).
Estos alimentos contenian los siguientes cereales: arroz (10
muestras), maiz (7), mijo (1) o quinoa (1). Por otro lado, de
33 muestras de productos multicereales (para bebés de 7 a
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12 meses), éstos contenian trigo, cebada, avena, espelta y
centeno. De éstas, 14 muestras resultaron positivas para al
menos una micotoxina (8 para AF). Las muestras positivas
dentro de este grupo contenian los siguientes cereales: trigo
(11 muestras), arroz (10), avena (10), cebada (9), centeno
(8), maiz (7), mijo (6), sorgo (3), trigo sarraceno (2) y espelta
(1). En cuanto a otros ingredientes, también se determind
que el cacao estaba presente en cuatro muestras de multi ce-
reales positivas para AF, mientras que la miel apareci6 tam-
bién en dos de ellas. Por lo tanto, diferentes ingredientes
pueden estar involucrados en la contaminacion por AF en los
alimentos para bebés. En dicho estudio se establecio también
que el patron de contaminacion no fue muy diferente entre
ambos tipos de muestra: 23 muestras que contenian cereales
organicos y 37 muestras hechas de cereales convencionales.
Adicionalmente, la incidencia de AFs fue menor en muestras
organicas (solo 2 positivas) que en las convencionales (10
positivos). No obstante, la concentracion de AFs fue similar
en muestras organicas y convencionales. Cuando las mues-
tras de alimentos para bebés se clasificaron en dos grupos
segun la presencia de ingredientes integrales (24 muestras)
o ingredientes refinados (36 muestras), tampoco se observa-
ron diferencias notables entre ambos grupos y la incidencia
de AF en dichas muestras fue la siguiente: AFB; 18,3 %,
AFG110% Yy AFB,y AFG; 1,7 %. Finalmente, se estableci6
que el 10 % de las muestras de alimentos para bebés anali-
zadas superaron el nivel maximo de aflatoxina B.

Por lo anterior, la AF en la leche debe considerarse un peli-
gro para la salud, particularmente para los infantes, cuya
dieta es basica y exclusivamente de leche materna. Dicha ex-
posicién tiene importantes consecuencias, ya que ademas de
los efectos hepato-carcinogénicos que pueden inducir el
desarrollo de carcinoma hepatocelular, también existen otras
complicaciones para la salud de los lactantes, debido a que
el sistema inmunoldgico se encuentra en una etapa temprana
de desarrollo, ademas de su asociacién con el desarrollo de
encefalopatia hepatica, degeneracion de la grasa visceral, asi
como problemas en el desarrollo??,

El caso de México: aspectos que favorecen la presencia
de AFs en alimentos

En ese sentido, las particularidades dietarias de los mexica-
nos favorecen y aumentan el riesgo de que exista una expo-
sicién constante e inadvertida a dichas toxinas, ya que el
maiz, a pesar de ser originario de Mesoamérica, fue domes-
ticado por los habitantes del eje neo volcanico de México
desde hace doce mil afios aproximadamente, constituyén-
dose en un alimento base en la dieta de los mexicanos. Lo
anterior fue fundamental para que esta graminea se propa-
gara hacia todo el continente americano, mucho tiempo an-
tes de que los europeos arribaran a estas tierras. A su vez, la
conquista favorecio que estas semillas fueran llevadas a Eu-
ropa en el siglo XVI. Desde entonces el maiz ha sido el ce-
real que a nivel mundial ha alcanzado los més altos volume-
nes de produccion, seguido por el trigo y el arroz'. En el

caso particular de México, los pequefios productores contri-
buyen con un 60 % de la produccién de granos de maiz y la
produccion de los medianos productores es de hasta 10 to-
neladas/hectéarea (tn/ha), siendo la superficie sembrada de
hasta un 91 %. Por lo anterior, es posible considerar que es-
tos dos sectores juntos aportan alrededor del 75 % de la pro-
duccién nacional de maiz. Se ha calculado que, en el afio
2019, la superficie sembrada fue de méas de 7 millones de
hectareas (mht) y el estado de Sinaloa (norte de México) fue
el productor lider con méas de 6 millones de toneladas. La
superficie con rendimiento de maiz grano menor a 5 tn/ha
sum¢ alrededor del 84 % de la superficie cultivada, de la cual
se obtuvieron 14789348 tn de un total de 27228242 tn, por
lo que México se constituyé como el séptimo productor
mundial de maiz. Para el 2020, se pronosticé un incremento
del 5 %, estimandose 28 millones de toneladas (mtn) de
maiz®3. Para el 2024, se calculé una produccion de cerca de
35 mtn y un consumo nacional de 23,13 mtn de maiz blanco,
que representa el 86,94 % de la produccion de maiz grano
destinado principalmente a consumo humano, mientras que
para el 2030 se proyecta una produccion potencial de 42,82
mtn con un consumo estimado de 22,86 mtn. Mientras que
el maiz amarillo representa cerca de un 24 % y se destina
principalmente a la industria o a la fabricacion de alimentos
balanceados para la produccion pecuaria, se calculd en el
2024 una produccion de 4,34 mtn y un consumo nacional de
19,19 mtn; para 2030 se proyecta una produccion de 4,92
mtn y un consumo de 23,28 mtn*4,

Se ha observado un aumento en el consumo promedio de
maiz blanco, ya que en el afio 2000 se calcul6 una tasa de
consumo promedio per capita de maiz de mas de 100
kg/afo, para el 2016 el consumo promedio per capita fue de
196,4 kg/afio, principalmente en tortillas, que ademas repre-
senta aproximadamente el 21 % del gasto total en alimentos
realizado por las familias mexicanas!*. Esto también tiene
implicaciones en la capacidad de estos sectores para moder-
nizar sus sistemas pre y postcosecha, como acondicionar bo-
degas, realizar pruebas de deteccidn de contaminantes, tales
como plaguicidas, fumonisinas y AFs, asi como tratamientos
para evitar la contaminacion por diversas especies de hongos
y otras plagas, ya que actualmente estas capacidades son li-
mitadas y esto repercute y tiene un impacto directo en la ca-
lidad de los granos que son consumidos a nivel nacional. Lo
anterior, con base en evidencias de que la contaminacion del
maiz ocurre de manera importante durante el periodo de cul-
tivo y de almacenamiento®®16,

Particularmente en México, se cuenta con informacion de
deteccion de contaminacion con AFs en algunos periodos de
cultivo de maizY’. Por ejemplo, en 1989 en Tamaulipas (no-
reste de México), se detectd maiz contaminado desde el
campo, mediante muestreos previos al proceso de almacena-
miento. Las concentraciones de AFB; reportadas fueron del
rango de 45-65 mg/kg; sin embargo, el mismo maiz, después
de un periodo de almacenamiento en condiciones de alta
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temperatura y humedad durante dos meses, alcanzé concen-
traciones que superaron los 250 mg/kg de AFB:*"18, Lo an-
terior, a su vez, incide en los niveles de AFs que pueden de-
tectarse en productos derivados de dichos granos. Cabe men-
cionar que las AFs son moléculas con alta estabilidad tér-
mica que les permite, incluso conservar su estructura qui-
mica al ser sometidas a temperaturas que oscilan entre los
260 y los 320°C. Lo anterior, tiene un gran impacto en la
contaminacion de alimentos, pues dichas caracteristicas evi-
tan su eliminacién en procesos alimentarios ordinarios e in-
dustriales. Se ha documentado que incluso los tratamientos
térmicos como la pasteurizacion de la leche han demostrado
tener baja efectividad en la degradacion de las AFs. Tam-
bién, procesos de fermentacion o la nixtamalizacion que
consiste en el tratamiento térmico y alcalino para ablandar
los granos de maiz para modificar sus caracteristicas fisicas
y quimicas e incrementar las propiedades nutritivas de este
cereal, no son suficientes ni efectivos para la eliminacion de
las AFs®. En ese sentido, diversos estudios también han
aportado evidencias de la presencia de AFs en diversos tipos
de alimentos de consumo frecuente por la poblacion mexi-
cana, como es el caso del andlisis de 43 muestras de mante-
quilla de cacahuate adquiridas en San Pedro Atocpan, Ciu-
dad de México (CDMX). En el 44 % de las muestras (19) se
detectaron AFs y en 11 de éstas se detectdé AFB; (0,71 —
16,06 pg/Kg)®. Por otro lado, un estudio reciente realiz6 la
determinacion de AFs en 80 muestras de cacao (Theobroma
cacao) y productos derivados procedentes de todos los esta-
dos mexicanos que lo producen (Tabasco, Oaxaca, Chiapas,
Guerrero y Veracruz). El andlisis mostr6 positividad para la
presencia de alguna de los 8 tipos de AFs en el 100 % de las
muestras. La AF mas frecuente (62,5% de las muestras) y
més concentrada (promedio de 40,4 ug/Kg) fue la AFB: y
menor para AFM: (16,25 % con 5,9 ug/kg promedio). Para
los diferentes tipos de muestras, las aflatoxinas totales (AFt)
fueron de mayor a menor concentracion en el siguiente or-
den: granos de cacao (303,9 pg/kg), cascaras (292,10
ug/kg), nibs (236,55 ug/kg), mazorcas (223,03 ug/kg), cho-
colate artesanal (128,95 ug/kg), pasta (122,66 pg/kg), dulces
(35,20 pg/kg), polvo (26,88 ng/kg), manteca (25,85 ng/kg)
y bebidas (10,67 pg/kg). La mayoria de las muestras rebaso
los limites tolerados por la normatividad nacional®*. Otro es-
tudio orientado a la deteccion de AFs en muestras de granos
de café, obtenidos de diferentes lugares, mostraron positivi-
dad en el 100 % de las mismas. Los resultados arrojaron un
valor promedio general de 56,17 png/Kg con un rango 19-130
ug/Kg, distribuidos de la siguiente manera: muestras de gra-
nos adquiridos en centros comerciales (4) presentaron valo-
res de 25 — 63 ug/Kg; adquiridas en tiendas especializadas
(4) mostraron valores de 19 — 130 pg/Kg y obtenidas de co-
mercio “en linea” (4) mostraron valores de 19 — 100 ug/Kg.
En todos los casos los valores rebasaron los limites estable-
cidos en la normatividad y codigos de practicas internacio-
nales (5 ng/Kg), mientras que el 83,3% (10/12 muestras) es

tuvieron por encima de los valores establecidos en la horma-
tividad nacional (20 ug/Kg)?. Estudios adicionales dirigidos
a determinar la presencia de AFs en 66 muestras de diferen-
tes marcas y lotes de golosinas consumidas por nifios y adul-
tos, como el mazapan de cacahuate y de nuez adquiridos en
el estado de Jalisco, México [54 de cacahuate y 12 de almen-
dray nuez (AN)] determinaron que el 100 % de las muestras
resultaron positivas para dicha micotoxina. Las mayores
concentraciones promedio se observaron en las muestras ela-
boradas con cacahuate (9,25 ng/kg), comparadas con las ela-
boradas con AN (1,17 ug/kg) y los mayores niveles prome-
dio de AFB; encontrados en 2 marcas comerciales de los pri-
meros (19,8 ng/kg — 144,17 pg/kg), que superan el limite
establecido por la legislacion internacional para los paises
exportadores de productos alimenticios a base de cacahuate
(15 mg/kg)?. Otros estudios que realizaron el analisis de 40
muestras de cereales de consumo infantil de venta a granel y
de marcas registradas (arroz inflado sabor chocolate, hojue-
las de maiz azucaradas, bolitas de maiz y arroz sabor choco-
late, avena instantanea sabor miel con nuez, aros de cereal,
hojuelas de maiz sabor chocolate, etc.) adquiridas en Cuau-
titlan Izcalli, Estado de México, se determind la presencia de
AFs en un 25% con concentraciones entre 0,536 pg/kg y 2
ug/kg?:. Por su parte, un estudio realizado en Aguascalien-
tes, México con 77 muestras de marcas comerciales de ali-
mentos secos para perros, mostré que el 100 % de las mues-
tras resultaron positivas a la presencia de AFs con niveles
promedio de 14,8 + 0,3 pg/kg (rango 8,6 — 22,2 ug/kg) con
un 11 % que excedio el limite maximo permitido sugerido
por la normatividad mexicana (20 pg/Kg)?®. No obstante,
también existen otros estudios que detectaron la presencia de
AFt en especias, ingredientes y mezclas de especias utiliza-
das para la formulacién de productos carnicos y en productos
carnicos comercializados en la CDMX, Para ello, se analiza-
ron 50 muestras. EI 61 % de las especias e ingredientes fue-
ron positivos para las AFt en concentraciones de 0,07 a 4,24
ng/kg, mientras que el 75 % de las mezclas de especias fue-
ron también positivas, en concentraciones de 0,6 a 1,9 ug/kg
y solo el 3,5 % de los productos carnicos fueron positivos.
Las muestras con mayor prevalencia de AFt fueron chile y
pimentdn. Los autores declararon que los resultados mostra-
ron concentraciones por debajo del limite maximo estable-
cido por la UE (10 a 20 pg/kg) para las AFt, lo que no cons-
tituye un problema actual de salud pablica en las condiciones
analizadas?®.

Aspectos de toxicidad de la AFB,

Una vez que las AFs ingresan al organismo, son absorbidas
y pasan a la circulacién sanguinea. De esta forma, son incor-
poradas a nivel hepatico, donde sufren las primeras transfor-
maciones quimicas durante la fase | del metabolismo de xe-
nobidticos, por accion de las enzimas de la familia del cito-
cromo P450 (CYP450). Esta actividad enzimatica genera al
menos dos metabolitos: la isoforma 3A4 del CYP450
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(CYP3A4) que interviene en la produccion de un isbmero exo-
epoxido y el metabolito denominado aflatoxina Q1 (AFQ.).
Otra isoforma del CYP450 denominada 1A2 (CYP1A2) da ori-
gen mayormente a la forma isomérica endo-epoxido y a la afla-
toxina M; (AFM;), misma que la Agencia Internacional de In-
vestigacion en Cancer de EUA (IARC; por sus siglas en inglés
de International Agency for Research on Cancer) la ha clasifi-
cado como carcinégeno humano del grupo 1%. Adicional-
mente, el isdmero exo-epdxido presenta una gran afinidad de
acoplamiento a la molécula de ADN, lo que favorece la forma-
cion de aductos. Estos complejos formados entre las moléculas
de ADN y los isomeros metab6licos provocan cambios estruc-
turales en el ADN y alteran su funcidn, impidiendo que se lleve
a cabo correctamente el proceso replicativo. Ademas de formar
estos aductos con el N’ de los residuos guanil, que son quimi-
camente inestables y pueden desacoplarse del ADN nueva-
mente, dando como resultado sitios apurinicos o bien el anillo
imidazol se abre, se hidroliza y forma otro aducto ligado a las
pirimidinas, llamado 8,9 dihidro-8-(N®-formil-2,5,6-triamino-4-
oxo-N>-pirimidil)-9-hidroxilafatoxina-B1 (AFB1-FAPY) (Fig.
1), mismos que pueden acumularse por afios provocando mu-
taciones en el codon 249 del gen supresor de tumores p53; al-
teracion propia de varios carcinomas, pero particularmente en-
contrada en los carcinomas hepaticos en humanos?-L,

Si las células que han sufrido la formacién de aductos no son
capaces de reparar su ADN de manera eficaz, podrian iniciar
un proceso mutagénico y generar un episodio de carcinogé-
nesis®. Adicionalmente, después de la formacién de la mo-
lécula reactiva AFB;—epdxido, también es posible la forma-
cion de otros metabolitos como los dihidrodioles (8,9—dihi-
dro-8,9—dihidroxi—aflatoxina-B1), que tienen la capacidad
de generar bases de Schiff, lo cual les permite unirse a pro-
teinas e inducir dafio celular y, a su vez, estos mecanismos

AFB, -Gua wo

AFB, -FAPY

OH OH

Nucleotido de Guanina

Fig. 1: Activacion de la AFB; por el CYP3A4 para formar el aducto
entre el metabolito intermedio 8,9-AFB;-epoxido con la el N’ de gua-
nina en el ADN llamado aducto 8,9-dihidro-8-(N’-guanil)-9-hidroxi-
AFB; (AFB:-Gua). Otro aducto ligado a las pirimidinas es el 8, 9 dihi-
dro-8-(N®-formil-2, 5, 6-triamino-4-oxo-N°-pirimidil)-9-hidroxilafa-
toxina By (AFB1-FAPY). Estructura parcial de los dos aductos mas
abundantes (figura modificada de ref. 31).

Aflatoxina B, (AFB;) Afistoxina-endo 8,9-epéxido

~
Atbémina <~

o
Aflatoxina-dialdehido
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Fig. 2: Activacion de la AFB; por el CYP1A2 para formar el aducto
entre el metabolito intermedio AFB;-dialdehido y la albimina sérica
humana (HAS) (AFB1-HAS) (figura modificada de ref. 32).

podrian inducir la muerte celular; un ejemplo de esto ocurre
cuando la AFB;—epoxido forma aductos con algunas protei-
nas celulares, como en el caso de la albdmina a través de sus
residuos de lisina*2 (Fig. 2).

La albimina sérica humana (HAS) es la principal proteina
de la sangre (3,5 — 5,0 g/dL); considerando que un adulto
posee entre 4,5 — 6 L de sangre en su cuerpo, la concentra-
cion oscilaria entre 210 — 300 g y se ha calculado que alre-
dedor del 5 % de una dosis de AFB; ingerida se une a la
alblmina); en ese sentido, Bagheri y Fatemin (2018)* de-
mostraron a nivel atémico las interacciones entre la AFB1 y
HAS, concluyendo que la HAS tiene posibilidades de inter-
actuar, particularmente en el sitio | del subdominio IB, por
interacciones hidrofébicas con los siguientes aminoacidos:
Met123, Phel34, Leul35, Tyr138, Leul39, lle142, Alal58,
Tyrl61, Phel65, Leul82, ademéas de formar un puente de
hidrégeno con el aminoacido Argl17, proponiendo ademas
gue el reconocimiento e interaccion de AFB:-HAS son es-
pontaneos y que las principales fuerzas que participan en di-
chas interacciones son fuerzas de Van der Waals y puentes
de hidrégeno®.

Estas alteraciones estructurales se asocian con dafios de tipo
agudo en 6rganos como higado, donde se produce la albd-
mina, lo cual tiene como consecuencias la generacion de hi-
gado graso, hepatitis aguda, cirrosis, sindromes de Reye y de
Kwashiorkor (particularmente en nifios que viven en los tré-
picos), y a largo plazo se ha descrito que se presentan efectos
estrogénicos, teratogénicos, inmuno-toxicos, mutagénicos y
carcinogénicos con induccion de tumores, nefrotoxicos y
neurotéxicos, como edema cerebral severo®*** (Fig. 3).

El cAncer hepatico en México

En un periodo de poco mas de cinco lustros, entre los afios
1990 al 2016, se estimd que hubo un incremento del 114 %
en los casos de cancer hepatocelular en todo el mundo, ya
que pas6 de 471000 a 1007800 casos®. Seis afios después,
en el afio 2022 la IARC declar6 que el cancer hepatico fue
el tercer tipo de cancer que mas defunciones provocd, con
un promedio de 758725 muertes registradas®’*, Cabe sub-
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Fig. 3: Diagrama del origen de la AFB; y sus efectos en diferentes
organos del cuerpo humano. El hongo A. flavus y otras especies del
género Aspergilus sintetizan la AFB1, misma que al ser metabolizada
produce dafios multiorganicos en el cuerpo humano, causando dife-
rentes lesiones (figura modificada de ref. 35).

rayar que el carcinoma hepatocelular es considerado el tipo
de cancer mas comun en adultos y que el Instituto Nacional
del Céncer de EUA (NCI; por sus siglas en inglés de Natio-
nal Cancer Institute) refiere, entre los factores de riesgo para
el desarrollo de esta patologia el consumo de alimentos con-
taminados con AFB,%:%,

De manera particular, México también tuvo un incremento
en la tasa de mortalidad por este tipo de cancer, se calcul6
gue para el afio 2000 de cada 100000 habitantes (habs.), este
cancer fue mortal para 4,1 casos/100000 habs, mientras que
en 2006 la cifra ascendié a 4,7 casos/100000 habs. y para
2015 fallecieron a causa de esta patologia 5,2/100000 habs.,
lo que representd un incremento aproximado de un 27 % en
un periodo de 15 afios, comprendido del afio 2000 al 2015%.
Especificamente, las zonas que han registrado una mayor in-
cidencia en casos por la ingesta de alimentos contaminados
con AFs son las regiones con climéticas tropicales o subtro-
picales como aquellos paises de Africa subsahariana en la
costa este, como Kenia, Tanzania en la parte de Africa Cen-
tral, Malawi en el sureste africano y el sudeste asiatico, como
Malasia y Vietnam (Fig. 4)*,

Méndez-Séanchez et al.* en 2005 realizaron proyecciones de
la tendenciay prevalencia de la enfermedad hepatica en Mé-
xico, del mismo afio al 2050, con base en datos de mortali-
dad. Esos estudios revelaron gque se esperan casi dos millo-
nes de casos de enfermedad hepatica crénica (EHC) durante
ese periodo. Ademas, se mantiene la tendencia de las enfer-
medades hepaticas relacionadas con el consumo de alcohol,
las cuales siguen siendo las causas méas importantes de EHC,
proyectandose alrededor de un millén de casos (996255)
para el 2050. También, es importante considerar un sin-
drome emergente como la enfermedad hepatica no alcoho-
lica, la cual serd ain mas importante que las enfermedades

__ Zona Subtropical '
Ml Zona Tropical

——
Fig. 4. Zonas tropicales y subtropicales del mundo. EI mapa indica
las zonas tropicales y subtropicales donde la contaminacion por afla-
toxinas es una preocupacién recurrente (figura modificada de ref. 42).

hepéticas infecciosas (823,366 frente a 46,992 casos espera-
dos, respectivamente). Por lo anterior, se considera que el
carcinoma hepatocelular serd la tercera causa principal de
enfermedad hepética. Es decir, la EHC sera una causa im-
portante de morbilidad y mortalidad en el futuro.

Se ha descrito que la hepatitis B es la principal causa para el
desarrollo de hepatocarcinoma; sin embargo, también se ha
asociado la exposicion continua a las AFs. Existe una siner-
gia entre la hepatitis B y las AFs que inducen una mayor
velocidad en la evolucion del cancer como se demostr6 en el
trabajo de investigacion realizado en ratones transgénicos
con sobreexpresion de un polipéptido de envoltura grande
del virus de hepatitis humanatipo B (HBV). En dicho trabajo
se reportd que se produjeron displasias de hepatocitos mas
rapidas y extensas en el grupo de organismos expuestos a
AFB; comparados con el grupo control*,

Deteccién de AFs en México

Salas et al. (2022)* realizaron un estudio para analizar la
presencia de AFs en muestras de leche materna de 123 mu-
jeres lactantes en la ciudad de Monterrey, en el estado de
Nuevo Leon, al noreste mexicano. Los resultados mostraron
gue el 100 % de las muestras analizadas estaban contamina-
das con AFMy; los niveles promedio reportados fueron de
17,04 ng/L, con un rango de 5,0 — 66,23 ng/L, y el 13 % de
las muestras excedian el limite establecido por la regulacion
de la UE (25 ng/L).

Otros estudios realizados en el estado de Veracruz con el ob-
jetivo de detectar la presencia de AFs en alimentos produci-
dos con granos contaminados, dadas las condiciones clima-
toldgicas de calor y humedad ambientales, reportaron que de
120 muestras de tortillas analizadas, adquiridas en diversos
establecimientos en diferentes zonas de la ciudad, el 85 %
presentaron contaminacién con niveles promedio de 22,17
ug/kg de AFs totales*® superando los niveles maximos per-
mitidos en cereales por las Normas Oficiales Mexicanas,
NOM-188-SSA1-2002 y la NOM-247-SSA1-2008 (20
Hg/kg) y que el Apéndice Normativo A estipula que el cereal
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Unicamente podra utilizarse para consumo animal cuando
sean detectadas concentraciones desde 21-300 pg/kg, como
se menciono previamente. También son rebasados los nive-
les maximos permitidos estipulados por la FAO [1 a 20
ug/kg 0 1 — 20 ppb (parte por billén) en los alimentos y de 5
a 50 pg/kg (5 — 50 ppb) en alimento para el ganado]*’. Dado
lo anterior, estos niveles reportados sugieren que, con tan
solo un alimento basico y cotidiano para la poblacion mexi-
cana, se estarian consumiendo una concentracion de AFs
mayor a la considerada como segura para la salud humana,
por lo que también es posible suponer que los niveles de AFs
a los que estaria expuesta la poblacion veracruzana y de otras
regiones mexicanas, tanto los adultos como los nifios y lac-
tantes, pueden ser elevados y riesgosos®.

Por su parte, Vargas-Ortiz et al. (2017)* reportaron la pre-
sencia de AFs en otro producto alimenticio de alto consumo
en México, como es el queso, ya que este derivado lacteo
forma parte importante de la cultura culinaria nacional, su
alta demanda es debido a su elevado consumo en diferentes
formas. La percepcion generalizada de este alimento por la
poblacion es debido a que se considera una fuente asequible
de proteinas, en comparacion con la carne o los mariscos. El
gueso es un producto lacteo muy nutritivo, elaborado a partir
de leche de vaca u otros mamiferos (cabras, ovejas, came-
llos, bufalos, etc.) y es rico en proteinas, grasas y micronu-
trientes importantes, posee altas cantidades de vitaminas de
los grupos A'y B como riboflavina y cobalamina (B1.), ade-
mas de contener niveles significativos de calcio, zinc y fos-
foro. Un porcentaje alto de su produccion se lleva a cabo a
nivel industrial y su comercializacion es través de los canales
formales, esto hace que la informacion mayormente sea so-
bre la presencia de AFs en dichos productos industrializados.
Sin embargo, el queso tipo Oaxaca que es una de las varian-
tes mas consumidas en México y que generalmente este esta
hecho de manera artesanal, no existe informacion sobre los
niveles de AFs en estos tipos de queso, ni de las cantidades
vendidas en el pais.

Ademas, debe considerarse que las AFs se unen a las protei-
nas, por lo que, en el caso de los quesos, ricos en la proteina
caseina, estas toxinas forman complejos mediados a través
de interacciones hidrofobicas®, lo que favorece la presencia
de estas toxinas, como la AFM; en el queso. Por lo anterior,
se evaluaron los niveles de AFs en 30 muestras de quesos
artesanales tipo Oaxaca adquiridos en diferentes regiones de
la ciudad de Veracruz, México. Los resultados de dicho ana-
lisis mediante HPLC mostraron que el 100 % de las muestras
contenian diferentes niveles de AFs totales, con un promedio
de 33,9 ug/Kg (rango de 2,5 — 123,5 ug/Kg); sin embargo,
la AFB; fue detectada en el 76.7 % de las muestras con ni-
veles promedio de 14,6 ng/Kg (rango de 0,02 — 48 ug/Kg),
mientras que la AFM; fue detectada en poco mas de la mitad
de las muestras (53,3 %) con concentraciones promedio de
5,6 ug/Kg (rango de 0,01- 41,8 ug/Kg), ademas de que el
36,7 % de las muestras rebasaron el limite establecido por la

UE, en rangos que van de 0,1 — 41,8 ug/Kg, es decir, desde
dos hasta 836 veces el valor maximo establecido para leche
(0,050 pg/Kg). Por su parte, Carbajal-Moreno et al. (2019)*!
reportaron resultados del anélisis mediante HPLC de 30
muestras de quesos industrializados tipo Oaxaca de marcas
comerciales que fueron adquiridos en distintos comercios de
la Ciudad de México. En comparacion con las concentracio-
nes promedio de AFB; reportadas en quesos artesanales, és-
tas fueron menores (66,4 veces menos) en los quesos tipo
Oaxaca industrializados (0,22 pg/kg) (rango de 0,04 — 0,5
Kg/kg) y solo fueron detectadas en un 20 % de las muestras,
mientras que la AFM; fueron detectadas en casi un 60 % de
las muestras que mostraron concentraciones promedio de 3
pg/kg con un rango de 1,2 — 5 pg/kg. Las AFs totales tam-
bién fueron reportadas en el 100 % de las muestras con con-
centraciones promedio de 15,6 pg/kg, es decir, 2,2 veces me-
nos que en quesos artesanales (rango de 3,2 — 29,3 pg/kg).

Lafont et al. (1980)° reportaron resultados obtenidos de 16
vacas holandesas de 5 a 11 afios de un mismo rebafio y que
no habian consumido harina de cacahuate, al menos desde
los 10 a 16 meses de edad, agrupadas en 4 lotes. Cada lote
incluia cuatro animales en diferentes periodos de lactancia
(dos animales que habian parido en un periodo menor a 60
dias, y dos animales en el octavo 0 noveno mes de lactancia).
Los organismos fueron alimentados cada 12 h durante ocho
dias con una racion diaria maxima de 2 kg por dia y por ani-
mal de harina de cacahuate contaminada de manera natural
con AFs (0,09, 0,18, 0,86 y 2,58 mg/dia/animal). Los resul-
tados del analisis cromatografico y fluoro densito-métrico de
la AFM; en la leche indicaron que los niveles de dicho me-
tabolito no estuvieron influenciados por el volumen de la se-
crecién diaria de leche, sino que la cantidad (expresada
como porcentaje de la toxina parental) puede variar de 0,14
a 0,34 % en aquellos animales al final de la lactancia, y de
0,66 a 0,95 % en las vacas que producen aproximadamente
20 L de leche/dia. De esta manera se estableci6 que para al-
canzar un limite de tolerancia de 20 ng/kg de AFM; en la
leche (limite de seguridad por debajo del marcado por la
UE), la ingesta diaria de micotoxinas por las vacas no debe
exceder de 90 — 100 pg/animal.

Adicionalmente, otro estudio descriptivo recientemente pu-
blicado por Monge et al. (2023)% reporté la presencia del
aducto AFB:—lys en muestras de sangre, analizadas me-
diante cromatografia liquida de ultra alta resolucion y detec-
cién mediante espectrometria de masas de tiempo de vuelo
acoplada a un sistema de espectrometria de masas en tan-
dem. (UPLC-TOF-MS/MS), obtenidas de adultos habitantes
de las regiones oriental y suroriental de México. Dicho estu-
dio seleccioné aleatoriamente a 952 adultos mayores de 40
afios provenientes de los cinco estados mexicanos con mayor
indice de mortalidad por carcinoma hepatocelular (Vera-
cruz, Chiapas, Tamaulipas, Campeche y Yucatan), con in-
tervalos de confianza del 95 %. El estado donde se encontrd
mayor presencia de dicho aducto fue Veracruz, con una fre-
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cuencia del 95,3 %, con una media de 0,361 pg/uL. De ma-
nera paralela, también se report6 que el valor de la media del
aducto AFBi-Lys fue tres veces mayor en poblacidon de
areas rurales, comparado con poblacion de areas urbanas.
Por lo anterior, los autores sugieren que los niveles en las
zonas rurales fueron considerablemente mayores debido a
las carencias de los pobladores de estas zonas y las dificul-
tades asociadas para acceder a dietas mas variadas®. Pero
también es de suma importancia considerar las condiciones
en las que se almacenan, se transportan y se procesan los
granos cosechados.

Conclusiones y perspectivas

Es obvio que la inocuidad alimentaria en México, asi como
en otros paises que comparten caracteristicas econémicas y
sociodemograficas, no solo del continente, sino de otros
también, al menos en lo que respecta al tema de las AFs si-
gue siendo una asignatura pendiente. Es claro que no resulta
un tema facil, ya que implica invertir en sistemas de cosecha,
almacenamiento apropiado, procesamiento y deteccion efi-
ciente de contaminantes como las AFs, fumonisinas, ocrato-
xinas o plaguicidas. No obstante, resulta primordial para la
salud poblacional considerar seriamente el problema de la
contaminacion de granos, hortalizas y otros productos ali-
mentarios por estas micotoxinas y otras. Lo anterior, debido
a que somos consumidores finales, no solo de cereales y gra-
nos, sino de productos derivados de los mismos, pero tam-
bién de productos alimenticios derivados de animales de
granja que son alimentados con dichos granos y piensos.
Particularmente los infantes representan el sector mas vul-
nerable a la exposicién a dichas toxinas, ya que, para lactan-
tes, las micotoxinas son trasferidas a través de la leche ma-
terna y para menores que se encuentran en etapas de reem-
plazo gradual de alimentacion infantil, de la leche materna a
alimentos que constituyen sus primeros productos solidos,
éstos son elaborados a base de multiples cereales. Estas die-
tas restringidas combinadas con su menor peso corporal, sus
tasas de crecimiento mas rapidas y su menor capacidad de
detoxificacion aumentan las concentraciones por kg de peso
corporal, comparados con otros grupos de edad. El dafio he-
patico destaca entre las consecuencias reportadas por la ex-
posicion a AFs. Por todo lo anterior, es importante la imple-
mentacion y regulacion estricta de los niveles maximos per-
mitidos, reconociendo al mismo tiempo que su aplicacion
podria tener implicaciones para la seguridad del suministro
alimentario y, por lo tanto, de la salud humana, aunque la
exposicion a estas toxinas también puede ocurrir por inhala-
cién debido a exposiciones de tipo laboral o incluso profe-
sional, por lo que se debe considerar también el monitoreo
ambiental en &reas de riesgo.
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Resumen

En el presente trabajo se hace uso del acoplamiento molecular (docking) para exponer el apoyo que pueden brindar estos proce-
dimientos computacionales en diversos aspectos de investigaciones quimica interdisciplinarias en areas como la agricultura,
medicina, ciencia de materiales, entre otras. Se discuten algunos resultados obtenidos mediante este sistema informético sobre
la energia de afinidad de los ocho quitooligosacaridos trimeros de quitina y quitosano hacia una lectina presente en el floema de
la planta de pepino (Cucumis sativus). Se destaca el valor predictivo y educativo que puede tener el docking como una poderosa
técnica complementaria para el estudio de estos biomateriales. De los trimeros estudiados, se pudo perfilar el ADD, como el
mejor candidato para estudios en aplicaciones agricolas, como la preservacion de frutos de pepino cortado propuesta, mostrando
asi la versatilidad de estos estudios. Adicionalmente, este trabajo aporta informacion basica, en idioma espafiol, para ayudar a
fomentar el interés por el uso de esta metodologia entre estudiantes e investigadores hispanoparlantes.

Palabras claves: acoplamiento molecular; quitotriosa; lectinas; trimeros
Abstract

The molecular docking of the chitin and chitosan trimers as an example of current interdisciplinary research. This paper
uses molecular docking to expose how these computational procedures can support various aspects of interdisciplinary chemical
research in fields such as agriculture, medicine, and materials science. Some results obtained using this informatic system re-
garding the affinity energy of eight chitin and chitosan trimers of chitooligosaccharides towards a lectin present in the phloem of
the cucumber plant (Cucumis sativus) are discussed. The predictive and educational value of docking as a powerful complemen-
tary technique for studying these biomaterials is highlighted. Of the trimers studied, ADD, emerged as the best candidate for
studies in agricultural applications, such as the proposed preservation of cut cucumber fruit, thus demonstrating the versatility of
these studies. Additionally, this paper provides basic information in Spanish to help foster interest in the use of this methodology

among Spanish-speaking researchers.

Keywords: Molecular docking; Chitotriose; Lectins; Trimers

Introduccién

La quitina y el quitosano son biopolimeros que se pueden obte-
ner de una amplia variedad de fuentes naturales? y que han
encontrado aplicaciones novedosas en mudltiples areas del
quehacer humano. Algunas de sus propiedades han sido apro-
vechadas desde tiempos remotos para aplicaciones biomédicas
como, por ejemplo, su centenario empleo para acelerar la cica-
trizacion de heridas por los coreanos, quienes utilizaron durante
mucho tiempo la pluma del calamar como fuente de quitina
para el tratamiento de abrasiones corporales; igualmente, los
antiguos mexicanos usaban algunos hongos (cuyas paredes ce-
lulares contienen quitina) para acelerar la curacion de heridas
causadas por machetes®.

Oligémeros de quitina y quitosano

En muchisimas investigaciones con la quitina, y especialmente
con el quitosano y sus derivados, se ha observado una fuerte

dependencia de sus propiedades, especialmente de sus activi-
dades bioldgicas, con parametros fisicoquimicos tales como el
grado de polimerizacion (GP) —relacionado directamente con
el peso molecular (PM)-, la fraccion de unidades acetiladas o
grado de acetilacion (GA) y la distribucion de las unidades ace-
tiladas a lo largo de la cadena, que se ha comenzado a conocer
como el patron de acetilacion (PA). Asi, de manera empirica,
se ha llegado a comprobar que dichas propiedades se pueden
revelar incluso para especies moleculares pequefias de estos
biopolimeros, es decir, sus especies oligoméricas. Para definir
estas especies, denominadas usualmente como quito-oligosaca-
ridos (en inglés COS), en este trabajo se hara referencia a los
hetero-quitooligosacaridos (H-COS), que son especies molecu-
lares de entre 2-10 unidades repetitivas que contienen unidades
glucosamina (GIcN, D) y al menos una unidad N-acetil-gluco-
samina (GIcNAc, A) en la cadena, y a los homo-quitooligosa-
caridos, que son también especies de 2-10 unidades repetitivas
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conformadas solo por unidades A (A-COS) o solo por unidades
D (D-COS).

Por otro lado, la mayoria de los estudios de la relacion estruc-
tura/bioactividad con los COS se han desarrollado utilizando
muestras gue, por lo general, son mezclas de especies molecu-
lares con distintos valores de GP, GA 'y PA. Esta es una practica
muy usual debido a la dificultad de obtener y separar una espe-
cie pura de un COS, con una estructura especifica y bien carac-
terizada, a partir de las complejas mezclas que normalmente
producen los diversos métodos de sintesis*. Por ello, la bus-
gueda de procesos fisicos, quimicos y/o enzimaticos que per-
mitan producir estos materiales puros, de manera sencillay sus-
tentable, es un &rea de intensa actividad, incluyendo el desarro-
llo de métodos de separacion y caracterizacion mas eficientes®.
Afortunadamente, en los Gltimos tiempos se han obtenido lo-
gros destacables debido al avance de las distintas estrategias
gue se han abordado para lograr la sintesis mas efectiva de al-
gunos COS, los cuales se pueden resumir en: a) la sintesis de
COS a partir de sus unidades repetitivas mediante reacciones
puramente quimicas® o enzimaticas, especialmente con quitina-
sas obtenidas a partir de microorganismos mutados que se han
denominado “glicosintasas™’; b) la disponibilidad actual de un
arsenal de herramientas para la despolimerizacion de quitina y
quitosano, incluyendo métodos fisicos, quimicos y biolégicos®,
destacando entre los métodos bioldgicos la obtencidn creciente
de enzimas cada vez més especificas a través de la ingenieria
genética®; c) el perfeccionamiento reciente de algunos métodos
de separacién de estos materiales, como la cromatografia de in-
tercambio iénico (IEC), la cromatografia de exclusion por ta-
mafio (SEC), la cromatografia de interaccion hidrofilica (HI-
LIC), etc., que son métodos de amplio uso®, especialmente
cuando estan acoplados a técnicas de caracterizacion poderosas
como la espectrometria de masas', entre otras.

Con todos estos avances, han comenzado a aflorar resultados
gue evidencian la especificidad individual de muchos de estos
COS para las distintas bioactividades que se les han venido des-
cubriendo, lo que ha impulsado recientemente un mayor énfasis
en investigar, producir y comercializar estos atractivos bioma-
teriales**®. Entre algunos resultados que apuntan fuertemente
en este sentido, se puede mencionar los siguientes: a) la efecti-
vidad de la induccion de un cebado positivo en semillas de
arroz cuando se aplican H-COS con DP = 4 que poseen una
sola unidad GIcNACc, la cual ha mostrado ser dependiente de la
posicion de dicha unidad®®; b) se ha demostrado que el A-COS
pentamérico suprime la proliferacion de células HepG2 por in-
duccion de la apoptosis via ruta intrinseca y por afectacion de
su autofagia protectora, mostrando su potencial como agente
antitumoral frente a células de carcinoma hepatocelular®’; c) se
han encontrado ejemplos de bioactividades especificas gober-
nadas por el PA para COS con DP mayores que los dos men-
cionados anteriormente, como el favorecimiento de algunos pa-
rametros del crecimiento en semilleros de trigo por COS hexéa-
meros'®; aunque todos los hexameros estudiados en dicho tra-
bajo mostraron mejores prestaciones que las observadas en los

estudios de control, el hexdmero DDDDDD tuvo mayores efec-
tos positivos que los del AAAAAA, mientras que un hexamero
con un tercio de sus unidades acetiladas por via quimica mostro
resultados intermedios entre los observados para AAAAAA Y
DDDDDD; d) estudios de perfiles metabdlicos han mostrado
que el heptdmero DDDDDDD podria actuar como un poten-
ciador metabdlico de plantas de trigo, al modular pleitrépica-
mente (cuando un gen influye en dos o mas rasgos fenotipicos
aparentemente no relacionados) su metabolismo del Cy N. La
fijacion fotosintética de carbono fue potenciada por
DDDDDDD, con incremento de la fosfato-sacarosa sintasa y
de la fructosa 1,6-2 fosfatas®.

Estudios de acoplamiento molecular de COS

La diversidad de especies quimicas de COS que pueden obte-
nerse, considerando solo los oligémeros con GP < 10, es muy
grande. Debido a que son posibles s6lo dos unidades repetitivas
en ellos, es posible calcular el nimero de especies (Nop) que
pueden existir para un valor de DP determinado. Asi, este valor
vendria dado por Npp = 2P°, En la tabla 1 se pueden observar
los resultados para valores de DP entre 2-10. Si adicio-nal-
mente se considera que la unidad terminal reductora (GICNAc
0 GIcN) de cada una de estas especies puede existir también
como estructura abierta, el nimero de especies se duplica.

Tabla 1. Namero tedrico de especies posibles para los COS en fun-
cion de su grado de polimerizacion.

DP 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nor 4 8 16 32 64 128 256 512 1024

En basqueda de un manejo mas practico de la voluminosa in-
formacion que podria obtenerse en los estudios de estos mate-
riales, y ante la poca cantidad de informacion experimental dis-
ponible en la actualidad, los COS también han venido siendo
objeto de estudios de simulacion computacional. Adicional-
mente, estos métodos también permiten manejar modelos ted-
ricos que facilitan el entendimiento de las complejas relaciones
que tienen parametros como el PM, el DAy el PA sobre sus
propiedades fisicoquimicas y sus bioactividades. Los resulta-
dos de varios estudios experimentales de titulacion calorimé-
trica isotérmica, microscopia de fuerza atémica y electrofore-
sis, sobre los sitios de union de una lectina obtenida del floema
exudado de los frutos inmaduros de la calabaza de hiedra (Coc-
cinia indica), han permitido establecer que dicha proteina tiene
marcadas diferencias en sus afinidades por COS de distintos
DP; el trabajo fue complementado con estudios de simulacion
computacional, incluyendo “experimentos” de acoplamiento
molecular (molecular docking), modelado por homologia y di-
namica molecular, que han apoyado estos resultados, gene-
rando informacién adicional o complementando la existente®.
La informacion sobre este tipo de proteinas, que se encuentran
en el floema de diversas plantas y son conocidas como PP1y
PP2, asi como de sus mecanismos de defensa (PPD por sus si-
glas en inglés para protein plant defense), como la formacion
de estructuras filamentosas extendidas que facilitan el sellado
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de las heridas relacionadas con ataques de insectos y patoge-
nos?, puede resultar de mucha utilidad para la aplicacion agri-
cola de los COS mas adecuados.

Paralelamente, los métodos informaticos para analizar modelos
moleculares, combinados con técnicas bio-analiticas, se han
convertido en una estrategia alternativa prometedora para am-
pliar la informacion existente sobre la union de ligandos a pro-
teinas del plasma sanguineo en humanos?. Estos estudios pue-
den generar informacion nueva sobre la distribucion y el com-
portamiento cinético de farmacos, permitiendo estimar previa-
mente las posibles consecuencias de su accion farmacologica;
no obstante, esta informacion necesita ser confirmada poste-
riormente porque algunos estudios han sefialado que los COS
también podrian generar efectos toxicol6gicos, como la inhibi-
cion del transporte de aniones organicos por péptidos, la afec-
tacion del receptor andrégeno, cardiotoxicidad y fosfolipido-
sis®, etc. En el caso de los COS, estos estudios se han vuelto
cada vez més relevantes, especialmente debido a que existe
poca informacion sobre su distribucion en los seres humanos,
la cual depende fundamentalmente de la afinidad de los COS
para unirse a las proteinas del plasma, especialmente a la albu-
mina del suero (HSA) y a la a-1-4cido glicoproteina (AGP)?,

Los estudios de acoplamiento molecular tienen como objetivo
principal proponer modelos de unién entre dos moléculas,
usualmente una proteina y una molécula pequefia (denominada
ligando), mediante el analisis de las fuerzas envueltas en las in-
teracciones que originan dicha union. Diversos trabajos descri-
ben los primeros pasos necesarios para iniciarse en estos estu-
dios®?8, mostrando comparaciones de los diversos programas
que se han venido desarrollando; igualmente, existen diversos
sitios en linea que permiten realizar este tipo de estudios.

Algunas aplicaciones de los estudios de acoplamiento molecu-
lar a proteinas

A continuacion, se resumen tres de las innumerables aplicacio-
nes que pueden obtenerse usando estudios de acoplamiento
molecular relacionados con proteinas:

i) Estudios de union de farmacos a proteinas del plasma (PPB
en inglés): usualmente se realizan para HSA y AGP. Estas
interacciones afectan considerablemente la distribucion y el
comportamiento farmacocinético de los medicamentos, con
consecuencias en la accién farmacolégica general®. Se han
reportado algunos estudios de docking para la unién de COS
con HSA que indican que ésta resulta mas fuerte que la
unién con AGP?* y que la fuerza de la unién depende del
PMy del GD de los COS. Las interacciones de los COS con
AGP y/o HSA tienen un impacto potencial en su biodispo-
nibilidad, distribucién, depuracion, eficacia y seguridad
como agentes antimicrobianos. Los COS unidos a las pro-
teinas plasmaticas no estaran disponibles para el metabo-
lismo de primer paso, llevando entonces a un menor volu-
men de COS disponible para las proteinas diana. Por otro
lado, conocer los residuos de AGP y HSA responsables de
la unién/estabilizacion de los COS con diversos PM, den-

sidad de nuclettidos y densidad de &cido lactico (DAP) es
importante en los campos de la quimica y la medicina cli-
nica, ya que permite disefiar COS con las propiedades
deseadas de absorcion, distribucion, metabolismo, excre-
cién y toxicidad (ADMET). Otra consecuencia de la union
de los COS a las proteinas plasmaticas es su posible efecto
inhibidor de las interacciones de estas proteinas con otros
compuestos, ya que se sabe que estas proteinas se unen a
una amplia diversidad de ligandos end6genos y exdgenos.

i) Los estudios de acoplamiento molecular también consti-
tuyen una metodologia didactica eficaz y motivante para
el aprendizaje de este tipo de interacciones y su relacion con
el disefio de inhibidores enzimaticos. Un buen ejemplo es el
trabajo sobre la generacion y visualizacién del complejo
acetilcolinesterasa-tacrina para facilitar la comprension es-
tudiantil de conceptos como estructuras de las proteinas, in-
teracciones proteina/ligando, fuerzas de interaccién de los
inhibidores enzimaticos®, entre otros.

iii) Estudios para investigar el efecto sobre las propiedades ca-
taliticas de las enzimas luego de mutaciones controladas: se
ha encontrado que la quitosanasa BaCsn46A de Bacillus
amyloliquefacien posee buenas propiedades cataliticas para
generar COS por hidrélisis de quitosano; ahora bien, la qui-
tosanasa expresada tras una mutacion por saturacién mostré
un aumento de alrededor de 120% en la actividad enzimé-
tica especifica, y su estabilidad térmica resulté mucho ma-
yor. Los estudios de acoplamiento molecular con el trimero
AAA indicaron que el tipo de aminoacido en el sitio 196
afecta los enlaces de hidrégeno y que la disminucion de los
enlaces desfavorables con el sustrato resulta la principal
causa de la mejora en las propiedades enzimaticas®. Estos
resultados permiten apreciar claramente el gran potencial
del docking en estudios de ingenieria genética relacionados
con mutaciones y con optimizacion de las actividades enzi-
maticas, entre otros.

Algunos ejemplos de aplicaciones que pueden encaminarse
mediante estudios de docking con COS

A continuacidn, se presentan ejemplos de estudios de docking
usando COS con el fin de obtener informacién preliminar para
su potencial aplicacion en areas especificas:

a) Agricultura: se ha propuesto que la union de los COS a lec-
tinas del floema de algunas plantas puede ejercer un efecto
importante en las respuestas de éstas a los patodgenos, asi
como en la cicatrizacion de sus heridas?, entre otras. Tales
hallazgos han impulsado el estudio de tales interacciones en
busqueda de posibles aplicaciones en sectores como el agri-
cola y el alimentario. Asi. se ha encontrado que el trimero
AAA, a 18 °C, posee una constante de union con la lectina
del floema de exudado de calabaza de 3,24x10° mayor a la
del tetramero AAAA (1,26x10°) y del pentamero AAAAA
(1,65x10°), aunque apreciablemente menor que la del hexa-
mero AAAAAA (90,1x10%), confirmando que esta cons-
tante es dependiente del GP y perfilando al hexamero como
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un mejor candidato para estudios en la proteccion de plan-
tas.

b) Medicina: aunque hasta la fecha no se ha comprobado que
los seres humanos produzcan quitina de alto PM, estudios
recientes han mostrado que poseen al menos dos quitinasas:
la quitotriosidasa humana (HCHT por su nombre en inglés)
y la quitinasa acida de mamifero (AMCase), asi como tam-
bién ciertas proteinas similares a quitinasas (en inglés CLP).
Estas enzimas se han asociado a algunas enfermedades y en
la actualidad se consideran biomarcadores y dianas terapéu-
ticas; se cree que juegan un papel importante en la respuesta
antiparasitaria del sistema inmune innato de los seres huma-
nos®L. Entre las enfermedades con las que se han asociado
estan incluidos algunos desérdenes de almacenamiento li-
sosomal, sarcoidosis y enfermedades del sistema respirato-
rio tales como el asma, la obstruccién pulmonar crénicay la
fibrosis idiopatica cronica®. Afortunadamente, el creciente
acceso digital a grandes bibliotecas de compuestos y farma-
cos comienza a permitir su cribado virtual, mediante do-
cking frente a dianas moleculares, lo cual ha permitido iden-
tificar posibles farmacos como candidatos para enfermeda-
des especificas. Adicionalmente, el acoplamiento inverso,
que se basa en la busqueda de dianas bioldgicas que puedan
interactuar con sustancias especificas de interés, integrando
datos estructurales de proteinas con informacion quimica,
también permite obtener resultados prometedores, como en
el caso revisado recientemente de las enfermedades parasi-
tarias desatendidas®,

Entre las aplicaciones propuestas en este campo para los
COS se pueden mencionar la inhibicién del crecimiento tu-
moral y la inflamacién inducida por TH2 en el asma, asi
como su uso para el fortalecimiento 6seo en la osteoporosis,

como vector para la administracion de genes, agente anti-
bacteriano, antiflngico, antipaltdico o agente hemostatico
en apositos para heridas®. El uso de mezclas de COS bien
definidos podria ayudar a comprender mejor los mecanis-
mos relacionados con sus bioactividades en estas aplicacio-
nes. Asi, por ejemplo, se ha reportado que un pretratamiento
con derivados per-acetilados de COS (en los cuales todos
los grupos -OH y -NH. del COS han sido acetilados y que
son denominados genéricamente como PACOS) inhibe no-
toriamente la muerte de células PC12 inducida por exposi-
cién a glutamato, de manera dosis dependiente y mostrando
una baja citotoxicidad®.

c) Separacién y purificacion de biomateriales: la N,N",N""-
triacetilquitotriosa (AAA) ha sido utilizada para la modifi-
cacién de Sepharosa con el fin favorecer la separacion y pu-
rificacion de proteinas del tipo lectinas®.

Por otro lado, en la tabla 2 se presentan algunos de los estudios
reportados sobre los COS trimeros. En ella se puede observar
gue también existe interés en su uso en areas como la agricul-
tura, la medicina, biomateriales, entre otras.

Como se puede apreciar de la resumida informacion mostrada
en las subsecciones anteriores, existen numerosos frentes de
trabajo que necesitan ser abordados interdisciplinariamente en
el insurgente campo de los COS individuales. Estos incluyen
desde sus métodos de preparacion, los cuales comienzan a tener
en consideracion la sustentabilidad ambiental, incluyendo con-
ceptos como economia circular y fabricas celulares, pasando
por procesos de separacion y caracterizacion que requieren de
procedimientos y técnicas avanzadas, hasta llegar a la realiza-
cién de estudios de aplicacion en diferentes campos, como la
medicina, la agricultura, la nutracedtica, el sector alimentario,

Tabla 2. Estudios relacionados con las bioactividades de los trimeros de GIcNAc y GlcN encontrados durante la revision.

PA  Bioactividades observadas

DDD«

- Ha mostrado una ligera actividad para favorecer la germinacion y crecimiento posterior de semillas de trigo, aunque mucho menor que los hexameros

y heptdmeros desacetilados®”. Ha sido separado de otros COS de diferentes tamafios por cromatografia de intercambio i6nico®.

- Mostro cierta bioactividad para mejorar la tolerancia al estrés por el frio en plantulas de trigo; se propone que algunos COS modulan las actividades de
las enzimas antioxidantes en las plantulas, las cuales desempefian un papel clave en sus respuestas defensivas bajo estrés por frio®.

- La suplementacion con quitotriosa favorece la actividad antitumoral del farmaco Doxorubicina®.

DDA - Como antioxidante por su capacidad para atrapar radicales hidroxilo y superéxido, mostrando una actividad algo mayor que el trimero DDD*
DAD: - Su presencia ha sido reportada en la mezcla de acetilacion de la quitotriosa, aunque no pudo ser separado de ésta™.
ADD: - Similarmente al isdmero DAD, su presencia ha sido reportada en la mezcla de acetilacion de la quitotriosa, aunque no pudo ser separado de ésta®..
DAA: - Comparado con la especie trimera DDD, ha mostrado una actividad notoria como agente para atrapar radicales hidroxilos y superéxidos*.
- Resultd resistente a la hidrélisis con la lisozima*.,
ADA: - Se ha observado su formacién en proporciones apreciables dentro de la fraccidn de trimeros obtenidos durante la hidrolisis de quitosano (GD = 0,659)

con quitinasas de Serratia marcensis, especialmente para altos valores de escision*,
- Se ha encontrado que se une a la a-glicoproteina cida y a la albtimina del suero humano®.

AAD; - Sehamostrado que la lisozima puede hidrolizar este trimero por su extremo no reductor, pero no por su otro extremo, en contraste con el trimero
AAA: que puede ser hidrolizado por ambos extremos*.
AAA: - Se ha reportado su unién moderada (Kp = 3,24x10° M a 25 °C) a una lectina obtenida del exudado de calabazas*.

- Se une a la quitotriosidasa humana (K4 = 9,9 + 0,8 mM —Kjy = 1x102 M%), como algunos otros COS, lo cual podria po-tenciar la respuesta inflamatoria
contra patdgenos que contienen quitina mediante la liberacion de COS inmunogénicos, actuando como un catalizador inmunitario que puede conducir

al reclutamiento de agentes inmunitarios adicionales®.

- Ha sido utilizada en la modificacion del adsorbente Sefarosa para la separacion y purificacion de proteinas del tipo lectinas®.
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etc. Frecuentemente, los estudios de COS con bioactividades
potenciales pueden complementarse con métodos de simula-
cion computacional. Por ello, en el presente trabajo se presen-
tan los pasos necesarios para realizar un estudio preliminar de
acoplamiento molecular de los COS trimeros con una de las
proteinas presentes en el floema exudado del pepino (Cucumis
sativus), la cual ha sido caracterizada como una lectina y se ha
relacionado con mecanismos de defensa de estas plantas®. Al-
gunos de los resultados obtenidos son discutidos brevemente
con relacién a su potencialidad para ser apli- aplicados en el
area de proteccion de plantas y/o alimentos, para mostrar
el soporte que pueden brindar estos estudios computacio-
nales.

Procedimientos
Obtencion de las estructuras de la proteina y los COS trimeros

La informacion sobre la lectina del floema de Cucumis sativus
se obtuvo de la base de datos de acceso abierto Protein Data
Bank (https://www.rcsh.org/), en la cual aparece con el identi-
ficador PDB ID: 7sv6 para su forma nativa, con un PM repor-
tado de 17 kDa. Sin embargo, debido a que se encontrd un
nuevo archivo que presenta mejoras en la resolucién de la es-
tructura tridimensional, cddigo PDB ID 7YAQ (https:/fi-
les.rcsh.org/download/7Y AQ.pdb), se usé este tltimo para to-
dos los estudios de acoplamiento. Las estructuras de los trime-
ros DDD, y AAA: se obtuvieron mediante el programa Avo-
gadro®, usando los identificadores SMILES (simplified mole-
cular-input line-entry system) obtenidos de la base de datos
PubChem (https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/) para los com-
puestos codificados como CID 3086191 y CID 444514, res-
pectivamente. Ambas estructuras fueron optimizadas con el
mismo programa usando el campo de fuerza MMFF94 hasta
minimizar su energia y se obtuvieron como archivos *.pdb.
Las restantes seis estructuras trimeras se construyeron modifi-
cando la estructura bidimensional del trimero AAA en el sitio
CB-Dock2 (solo para sustituir los grupos acetilos necesarios
por hidrégeno —equivalente a una reaccion de desacetilacion—
y dejando iguales el resto de las uniones) para obtener sus iden-
tificadores SMILES, con los cuales se procedi6 a construir y
optimizar sus estructuras tridimensionales, como archivos
* pdb, usando igualmente el programa Avogadro. Se obtuvie-
ron las energias de todas las estructuras optimizadas.

Estudios de acoplamiento

Se accede a la plataforma de CB-Dock? (https://cadd.labshare.
cn/cb-dock?2/) y se ejecutan los siguientes pasos: i) car-gar el
archivo PDB correspondiente a la proteina y esperar que el pro-
grama indique que ha sido preparado para activar el estudio, ii)
cargar el archivo del ligando que sera evaluado y esperar su re-
vision por el programa, luego de lo cual se confirmar en el bo-
ton enviar, iii) iniciar la busqueda de los sitios de union de la
proteina y el estudio de acoplamiento del ligando en dichos si-
tios. Al finalizar el proceso, se pueden analizar los resultados
en el sitio; el programa también envia automéaticamente los re-

sultados al correo electrdnico indicado y un enlace que permite
consultarlos en la plataforma durante un periodo de 48 horas.
Cada uno de los estudios de acoplamiento se realizé por quin-
tuplicado para mejorar el nivel de confianza de los valores de
la energia de afinidad (con respecto a los de un solo experi-
mento), recordando que en cada corrida el programa generara
valores para el conférmero que haya logrado la mayor afinidad.

Resultados y discusion
Sitios de unién de la proteina

De acuerdo con la informacion obtenida del estudio de detec-
cion de cavidades en el sitio web de CB-Dock2, la lectina mos-
tr6 5 sitios de unién, cuyos volimenes y coordenadas centrales
son detallados en la tabla 2. Estos sitios se pueden apreciar de
manera mas gréafica en las vistas frontal y posterior de la lectina
(figura 1a y 1b, respectivamente), donde el sustrato DDD, re-
presentado en colore fucsia, se observa unido a cada uno de
ellos. La identificacion de varios sitios de union en la lectina
parece justificar lo que se ha mencionado en algunos estudios
acerca de que estas proteinas cumplen varias funciones relacio-
nadas con los mecanismos de defensa basados en el floema de
la planta?-%64¢ (PBD en inglés). Asi mismo, este hallazgo apo-
yaria su consideracion como una lectina con sitios de unién pro-
miscuos debido a que puede interactuar con una intrigante va-
riedad de carbohidratos*.

Estudios de acoplamiento con los COS trimeros

Como se establecid anteriormente (tabla 1), el nimero de espe-
cies trimeras (DP = 3) distintas que son posibles para la combi-
nacion de GIcNAc (A) y GlcN (D) es Npp = 2°° = 8. En la tabla
3 se resume la informacion quimica y estructural obtenida para
cada una de estas especies.

Por otro lado, los estudios de acoplamiento proteina/ligando
realizados a traves del sitio CB-Dock2 proporcionan un valor
conocido como puntaje Vina (VS por Vina Score), el cual esta
relacionado con la energia libre de la unidn del ligando al sitio
o0 cavidad de union, donde un valor Vina mas negativo indica
una mayor afinidad del ligando por dicho sitio***C, Este valor
se obtiene en CB-Dock2 ejecutando el motor de acoplamiento
molecular AutoDock Vina sobre los sitios de unién predichos
para la proteina; combina términos de interaccion (hidrofobi-
cos, de hidrogeno, electrostaticos, etc.) asi como también pena-
lizaciones conformacionales. La tabla 4 presenta los puntajes

Tabla 2. Cavidades de unién de la proteina PP2 del floema exudado
de la Curcumis sativus, obtenidas mediante el estudio de determina-
cion de cavidades realizado en el sitio CB-Dock?2.

Sitioo Volumen de la cavidad Coordenadas del centro
cavidad (A3 (X,V,2)

Cl 109 3,8,-5

C2 71 8, -8, -9

C3 58 20,23,4

C4 57 6,11, -14

C5 55 16,28, -5
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Fig. 1: Vista frontal (A) y posterior (B) de la ubicacion de los sitios de union en la lectina 7Y AQ (color gris). Se muestra el ligando DDD; unido
a cada uno de los sitios (en color morado y con el nimero del sitio), lo que permite la observacion conjunta de las cavidades. Resultados obtenidos
en el sitio web de CB-Dock? (https://cadd.labshare.cn/cb-dock?2/).

Tabla 3. Resumen de los datos y estructuras de los COS trimeros estudiados.

Trimero PM GA Formula quimica e Energia* Estructura 3D**
(Da) identificador Smiles (kJ.mol™?)

DDD, 501,51 0,00 CigH3N3013 1190

C(Ce@HCeH]([C@@H]([C@HI(C@@H](O1)0[C@@H]2[C@H](O[C@H]I([C@@HI(C : )
@HJ]20)N)O[C@@HIB[C@H](O[C@H]([C@@H]([C@H]30)N)O)CO)CO)N)0)0)O '

DDA, 54355 0,33 CaoHz7N3014 1075 L :
CC(=O)N[C@H]3[C@H](0)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@@H](O[C@ ' alr
@H]10[C@H](CO)[C@@H](O)IC@H](O)C@HIIN)[C@H](O)[C@H]2N)[C@@H]30 \ -

DAD, 54355 0,33 CaoH37N3O14 1159
CC(=O)N[C@@H]2[C@@H](0)[C@H](O[C@@H]10[C@H](CO)[C@@H](O)[C@H](O)[C@ 1
HILN)[C@@H](CO)O[C@H|20[C@HIBIC@HI(O)C@@HI(NC@HI(O)O[C@@HI3CO P . e%'s

ADD, 54355 0,33 CaoH37N3O14 1152 - .
CC(=0NIC@@HILIC@@H](O)[COH|(O)[C@@H](CO)O[C@HIIO[C@HIBICAH(O)C@ s |
@H](N)[C@H](O[C@HI2[C@H](O)[C@@H]I(N)[C@H](O)O[C@@H]2CO)0[C@@H]3CO

DAA; 58559 0,67 CaH3Nz015 856 )
CC(=O)N[C@H]3[C@H](O)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@@H](O[C \ :
@EHII0[CGHICOICEEHIOICBHIOICOHINICGHIOICGHRNC(-OICE® R

H 4

ADAr 585,59 067 C22H39N3015 1002 _
CC(=0)N[C@H]3[C@H](O)O[C@H](CO)[C@@H](O[C@@H]20[C@H](CO)[C@R@H](O[ : ;
C@@H]10[C@H](CO)C(O)[C@H](O)[C@H]INC(C)=0)[C@H](O)[C@HI2N)[C@@H]30 ,

AAD, 58559 0,67 CaH3Nz015 994 c
CC(=O)N[C@@H]1[C@@H](O)[C@H](0)[C@@H](CO)O[C@H]10[C@H]3[C@H](O)[C@ - ‘
@H](NC(C)=0)[C@H](O[C@H]Z[C@H](O)ggc@o@H](N)[C@H](O)O[C@@H]ZCO)O[C@@ : -

H

AAA; 627,63 1,00 CasHaN3Os6 819 ~ )
CC(=ON[C@@H]L[C@H]([C@@H](IC@H](O[C@H]10)CO)O[C@HI2[C@@H]([C@H](C@ ‘ >
@H|([C@H](02)Co)0[C@ H]3[C@@H]([(C:(@g;(c[)co@@H]([C@H](O3)CO)0)O)NC(=O)C)O)N A :
* Energia potencial de los trimeros calculadas con el programa Avogadro luego de optimizada su geometria.
** Obtenidas con el programa Avogadro luego de optimizada la geometria de los trimeros.

Tabla 4. Resumen de los valores de V'S obtenidos en los estudios de acoplamiento molecular de los trimeros estudiados con los sitios de union
de la lectina (PP2) del floema de Cucumis sativus.

Sitio o Puntaje Vina (Vina score) (kcal.mol™)

cavidad AAA DAA: ADA AAD: DDA, DAD ADD: DDDx
C1 -55+01 -55+02 -55%x02 -54+01 -55%x02 -52%01 -51%£02 -51%0.2
C2 -50+02 -51+03 -51+03 -49+01 -54+x04 -50+01 -49+£02 -52+0.22
C3 -59+02 -57+03 -58+01 -57+01 -59+03 -55+01 -56+£01 -56+0,3
C4 -57+03 -58+x05 -58+02 -54x02 -57+x03 -54%01 -54%£01 -53%0.2
C5 -57+01 -55+01 5602 -54+02 -60+02 -57+01 -53%£04 -57%0.2
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Fig. 2: Interacciones de la lectina 1YAQ en el sitio C1 con: a) el trimero AAA (las flechas amarillas muestran las interacciones hidrofobicas de
los grupos metilos mostrados en circulos amarillos), b) el trimero DDD,. Resultados obtenidos en el sitio web CB-Dock2 (https://cadd.
labshare.cn/cb-dock?/).

R 5(’2‘;1

Vina obtenidos durante el acoplamiento de los trimeros estu-
diados (ligandos) con cada uno de los sitios encontrados para la
lectina.

De la tabla 4 se obtiene informacién relevante sobre la afinidad
de los trimeros por cada uno de los sitios de unién de la pro-
teina. Entre los hallazgos maés evidentes, sin pretender hacer
una evaluacion exhaustiva por no ser el objetivo del trabajo, se
pueden destacar los siguientes:

i) Los trimeros AAA, y DDD; mostraron una energia de afini-
dad ligeramente diferente (pero estadisticamente significati-
va) por el sitio C1, observandose una afinidad mayor para
AAA; que para DDD; (VS =-5,5+0,1y -5,1+ 0,2 kcal.mol
! respectivamente). Debido al caracter mas hidrofdbico del
trimero AAA,, este resultado sugiere que las interacciones
hidrofdbicas en el sitio C1 podrian ejercer una contribucion
importante en la afinidad de unién, aunque el valor de VS
para AAA esta algo alejado de un valor experimental repor-
tado para el complejo AAA-lectina de Cucumis sativus
(AGp = -6,88 kcal.mol™)®L. Por otro lado, a pesar de que C1
es el sitio con mayor volumen (109 A3), teniendo por ello
posibilidades de unir cada uno de estos trimeros (por sepa-
rado) mediante distintos tipos de interacciones, los valores
de VS obtenidos indicarian que las interacciones hidrofobi-
cas definen la afinidad de este sitio. Los andlisis de las in-
teracciones predichas para los trimeros AAA; y DDD; con
los residuos en C1 apoyan esta proposicion, como puede ob-
servarse para AAA: en la figura 2a, donde se sefialan con
flechas amarillas cinco interacciones hidrofébicas de los
tres grupos metilos con distintos residuos (dos con Y135,
una con E98, una con E88 y una con H86), las cuales no son
posibles para DDD; (figura 2b) al carecer de grupos metilos.
Un punto importante es el hecho de que en C1 los trimeros
maés acetilados mostraron valores de VS ligeramente méas
negativos que aquellos menos acetilados, con excepcion de
DDA\, lo que confirmaria la influencia de las interacciones
hidrofébicas en este sitio.

ii) De los sitios de unién encontrados para la lectina, el C2
mostr6 la menor afinidad para practicamente todos los tri-

(b)

meros, lo cual no parece estar relacionado con su volumen
debido a que ocupa el segundo lugar en tamafio. En este sitio
se obtuvieron valores de VS muy similares para todos los
trimero, obteniéndose también los menores valores de afini-
dad observados (VS = -4,9 kcal.mol* para AAD,, ADD))
entre todos los trimeros y en todos los sitios. En lo que res-
pecta a su mayor afinidad, ésta fue para DDA, (VS =-5,4 +
0,4 kcal.mol?). Este hecho parece apuntar a que este sitio
poseeria menor hidrofobicidad que el sitio C1 y que todos
los demés sitios.

iii) En términos generales se puede indicar que los trimeros mas
acetilados poseen valores de VS ligeramente mas negativos
que los menos acetilados para casi todos los sitios de la lec-
tina, excepto para C5. En este Gltimo sitio, el trimero DDD;
logré su valor de VS mas negativo (-5,7 + 0,2 kcal.mol?),
sugiriendo asi un modo de unidn distinto al de los sitios C1,
C2 y C4, pero probablemente similar al del sitio C3 (VS =
5,6 + 0,3 kcal.mol™). Sin embargo, para corroborarlo, es ne-
cesario profundizar en el estudio de las interacciones de este
trimero con los diversos residuos en cada sitio de la lectina.

Estudios de acoplamiento molecular como sondeos preliminar-
res en posibles aplicaciones de los COS con GP =3

En relacién con potenciales aplicaciones de estos trimeros en el
area de la agricultura, los resultados obtenidos no parecen perfi-
lar claramente alguno de ellos, como candidato sobresaliente
sobre el resto, para la inhibicion de los sitios de la enzima estu-
diada, aun cuando se podria generalizar indicando que los tri-
meros méas acetilados ofrecen mejores perspectivas al poseer
afinidades ligeramente mas altas por la mayoria de sus sitios. A
pesar de esto, el trimero DDA, que resultd ser la excepcion a
la menor afinidad de los trimeros menos acetilados por el sitio
C1, que obtuvo el valor de VS mas negativo (-5,4 + 0,4
kcal.mol?) en el sitio con la menor afinidad general (C2) y que,
ademas, logro el valor de afinidad de unién mas alto de todos
los trimeros para cualquier sitio de la enzima (VS = -6,0 £ 0,2
kcal.mol™ para C5), deberia ser el primer candidato de ensayo,
entre estas especies, como inhibidor de la lectina estudiada.
Claramente, es necesario obtener informacion adicional sobre
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el papel de ésta en los mecanismos PPD de las plantas o en sus
frutos.

Por ello, en el caso de demostrarse la participacion de esta lec-
tina en los mecanismos de defensa en los frutos de esta planta,
estos resultados dejan abierta la puerta para investigar los efec-
tos del trimero DDA, como un potencial preservante de alimen-
tos, como, por ejemplo, preservante de ensaladas que conten-
gan pepinos cortados. Obviamente, dichas investigaciones de-
berian incluir ensayos sobre las dosis necesarias para tales fi-
nes, sus efectos organolépticos y, muy importante, sus posibles
efectos en los consumidores.

Conclusiones

El estudio de los oligdbmeros de quitina y quitosano, actual-
mente definidos en la literatura especializada como quitooligo-
sacaridos o COS, ha comenzado a revelarse como un area de
intensa actividad debido a los beneficios que pudieran derivarse
de desarrollos exitosos de sus aplicaciones. Las posibilidades
de investigacion en estos materiales incluyen su produccion por
métodos fisicos, quimicos y biolégicos (y/o sus combinacio-
nes), su separacion y caracterizacion, aprovechando los nuevos
desarrollos de técnicas cada vez mas novedosas y poderosas, y
su aplicacion en diversos campos como la medicina, agricul-
tura, alimentos, entre otros. Asi, estos estudios pueden ser con-
siderados ahora como parte de un campo interdisciplinario in-
dependiente, o tal vez complementario, al de sus progenitores,
donde la simulacién computacional también tiene mucho que
aportar, especialmente debido a que algunos avances recientes,
como la inteligencia artificial, vienen permitiendo mayores ni-
veles de accesibilidad mediante artilugios informaticos. Los re-
sultados obtenidos del sencillo estudio de acoplamiento mole-
cular mostrado en este trabajo permiten apreciar claramente la
potencialidad que tienen estas técnicas, cada vez méas novedo-
sas, para vislumbrar aplicaciones de un ligando, 0 una enzima,
en areas que a priori resultarian dificiles de considerar. En el
caso especifico de los quitooligosacaridos trimeros se ha perfi-
lado el trimero ADD, como la especie con mejores perspectivas
para ensayos en algunas aplicaciones agricolas relacionadas
con la lectina de Cucumis sativus estudiada.
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