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Lz RESUMEN

El presente trabajo se ha abocado a una de las propieda-
des terapéuticas descubiertas en el campo de la Quimica y la -
Farmacologfa marinas: la capacidad de ciertos organismos de --
producir sustancias con efectos antimicrobianos.

El molusco Purpura pansa fue recolectade en la Bahia de_
Pichilingue en La Paz, B.C.S., en octubre de 1984. De este mo-
lusco se hicieron cuatro diferentes extracciones con los si---
guientes disolventes: agua, etanol, cloroformo y hexano.

Como resultado de las pruebas microbiolégicas de activi-
dad antimicrobiana, se trabaj6é con el extracto cloroférmico, -
con el fin de aislar el principio activo. Para ello se emplea~-
ron técnicas de separacidén y purificacibén tales como la croma-
tografia en columna de vidrio via hGmeda, espectroscopia en el
U.V./VIS, cromatografia en placa fina y recristalizacién en --
etanol.

La estructura que se sugiere para el compuesto antimicro
biano se determindé por medio de espectrometria de masas, espec
troscopia de infrarrojo y resonancia magnética de protones, --
siendo dicha estructura el 2, 3, 4 trimetil, 5(4' metil-cicio-
hexil) 2, 4 pentadieno.
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Il. 1. JUSTI FI1GAGCIWQ:N

Hasta las primeras décadas de este siglo, los medicamen-
tos eran extraidos exclusivamente de la naturaleza, pero con -
el desarrollo de la Quimica Orginica fue posible la prolifera-
cion de sustancias sintéticas, observandose asi un decremento_
en el porcentaje de medicamentos de origen natural (Braekman,J.
C. § Daloze, D. 1983).

Con todo, la estructura de una molécula natural sirve de
punto de partida para la concepcibn y construcciﬁn de edifi---
cios moleculdres que con frecuencia pueden conducir a sustan--
cias mis activas y especificas. Estas sustancias se hacen cada
vez mis necesarias en el campo de los antibidticos debido a la
resistencia que han desarrollado las poblaciones microbianas -
contra los antibibéticos de caracter convencional. Esta es una_
de las razones que justifica la bﬁsqueda de nuevas moléculas 4
que conduzcan a medicamentos mis especificos y mejor adaptados
(op.cit.,pag. 601).

Hasta hace muy poco tiempo, las fuentes de moléculas na-
turales activas eran ﬁnicamente los metabolitos secundarios --
aislados de microorganismos y de vegetales terrestres, pero el
hallazgo de nuevas sustancias activas a partir de estas fuen--
tes es cada dia menos frecuente. De ahi la necesidad de recu--
rrir a las nuevas fuentes naturales con miras a obtener molécu
las originales que puedan ser aprovechables.

Para tal efecto, el mar es una fuente relativamente inex
plorada de nuevas moléculas, siendo que su potencial es enorme
ya que en el mar viven alrededor de 500,000 especies, lo que -
representa, exceptuando a los insectos, las tres cuartas par--
tes de las ahora conocidas. Este potencial es tanto mds impor-
tante por el hecho de que los organismos marinos han evolucio-
nado en un medio fisico y quimico distinto al que se presenta_
en ¢l medio terrestre.



Debido a lo anterior, el estudio de las nuevas fuentes na
turales, como son los organismos marinos, es indispensable para
la obtencibén de compuestos antimicrobianos que sean capaces de_
reducir la resistencia antibiética que presentan las poblacio--
nes microbianas; que ademds presenten un mayor espectro de acti
vidad, con mayor velocidad de penetracién, con menos efectos --
téxicos colaterales, con una mayor afinidad por el lugar de ac-
cibén y con una mejor rentabilidad.

El presente trabajo forma parte del programa de investiga
cién de antimicrobianos de origen marino, que se realiza en el_
Laboratorio de Investigacién de Productos Naturales de la U.I.I
C.S.E. de la E.N.E.P. Iztacala, U.N.A.M., patrocinado por el --
CONACYT, y comprendié el muestreo de la flora y fauna marinas -
de la Bahia de Pichilingue en La Paz, B.C.S., México.

Del molusco Purpura pansa se efectub una revisién biblio-
grifica exhaustiva (Chem. Abstr. de 1940 a 1984) y no se encon-
traron reportes sobre esudios quimicos ni microbiolébgicos, por_
lo que primeramente se realizé un estudio preliminar para deter
minar si este molusco poseia actividad antimicrobiana. Como re-
sultado de este estudio preliminar se encontré actividad antimi
crobiana (Com. pers. Lab. de Mic./F.E.S.-C.), y es por ello que
se decidid realizar la investigaciﬁn con este molusco.
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1T w 2 LA FARMACOLOGIA MARTINA

En farmacologia marina se utilizan bdsicamente dos métodos
para abordar el medio marino. Uno de ellos ha sido el uso de la_
biotoxicidad como indicadora de propiedades farmacolégicas gene-
rales.

Frecuentemente las sustancias téxicas quimicamente trans--
formadas o utilizadas en dosis adecuadas, muestran actividades -
terapéuticas. Por tanto, el buscar moléculas activas se convier-
te,por este camino, en la busqueda de toxinas; y el medio marino
es rico en especies venenosas y urticantes.

El otro método consiste en someter todos los extractos de_
organismos marinos a pruebas farmacol6gicas. Esta orientacién --
precisa de medios humanos y financieros importantes. Sin embargo
ello no ha impedido que desde finales de los cincuenta y princi-
pio de los sesenta se iniciaran programas de investigacidén para_
la valorizacién de sustancias de origen marino en B&lgica (Braek
man,J.C. § Daloze, D. op. cit.), Estados Unidos (Martinez Nadal,
N.G. y col.,1964), Jap6bn (Saito,T. § Ando, Y., 1955), y muy re--
cientemente en México (Green, G.,1978).

No son pocas las moléculas con actividad terapéutica que -
han sido aisladas gracias al empleo sistemdtico de pruebas farma
coldgicas. Al efecto, el organismo estudiado es tratado con un -
disolvente orgdnico y/o inorgdnico y el extracto obtenido es so-
metide a pruebas que permiten poner de manifiesto una actividad_
determinada, /por ejemplo antibidética, citotbéxica o cardiovascu--
lar. Si las pruebas son positivas, el extracto es seguidamente -
fraccionado y cada fraccién es sometida a otro bioensayo. Este -
procedimiento se repite hasta el aislamiento de la sustancia ac-
tiva en estado puro, cuya estructura puede entonces ser determi-
nada.

Estos pasos, sin embargo, tropiezan con numerosos escollos
siendo a menudo el principal, la pequefia concentracién de la o -
de las sustancias activas en los extractos totales (menor al ---
0.001 %). Ademds, cada equipo de investigacidén se especializa en
la deteccién de una actividad determinada. Ello implica que en -
la bGsqueda de derivados antimicrobianos, por ejemplo, una sus--

tancia de actividad cardiovascular no pueda ser detectada. Este



-método, no obstante, ha permitido poner de manifiesto numerosas
moléculas activas (1,4,6,11,17,20,22,33,35 y 36).

IZ. 2. 1. FUENTES BIOLOGICAS MARINAS DE ANTIMICROBIANOS.

Las investigaciones sobre la Quimica y la Farmacologia ma-
rinas se iniciaron a findles de los afios cincuentas con el fin -
de obtener nuevas moléculas antimicrobianas, antivirales, anti--
fungicas, entre otros atributos. Asi, Nigrelli y col. en 1959, -
fueron los primeros en reportar un agente antimicrobiano de am--
plio espectro a partir de una esponja marina, Esta sustancia, --
llamada Ectionina, fué extraida de Microciana prolifera y demos-

tré actividad antimicrobiana contra bacterias gram-positivas, --

gram-negativas y contra Candida albicans (30).

Estos mismos autores, en 1960, coﬂcluyeron que las sustan-
cias antimicrobianas si son producidas por 1a; esponjas y no por
bacterias asociadas a ellas. Asimismo, obtuvieron sustancias con
actividad antimicrobiana a partir de las siguientes esponjas: --
Clona celata, Dysidea etheria, Halichondria panacea, Aliclona vi

ridus, Oligocereas hemorrages y Tedania ignis (22).

En 1964, Martinez Nadal y col., lograron aislar y caracte-
rizar el extracto etereo del alga verde Cymopolia barbata, el --
cual inhibe el crecimiento de bacterias gam-positivas, gram-nega
tivas, levaduras y hongos (28).

Trabajando también con algas, Irie y col., en 1966, aisla-
ron algunos fenoles sesquiterpenicos y fenoles bromados a partir
del alga Laurencia intermedia. Estos fenoles presentaron activi-

dad sobre Staphylococcus aureus, Microsporum smegmatis y Candida
albicans (20). )

Burkholder,P.R. ha trabajado desde 1966 sobre el aislamien
to de agentes antimicrobianos tanto en esponjas marinas como en_
bacterias marinas (5 y 6).

Stempien y col., en 1969, reportaron los resultados de sus
investigaciones en extractos de esponjas marinas colectadas en -
Jamaica y las Islas Virgenes; extractos de 23 especies presenta-
ron actividad antibibtica (37).

En 1977, Andersen y Faulkner reportaron los resultados de_
su investigacién sobre la actividad antibacteriana de inver-----
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-tebrados del Golfo de California (1).

Kennet y col., en 1981, reportaron los resultados de sus
investigaciones en diferentes extractos de especies marinas de
Baja California y del Caribe, las cuales, por presentar una am
plia variedad de bioactividad, se les determinaron sus consti-
tuyentes quimicos por medio de cromatograffa y espectrometria_
de masas (25).

A. MONERA.

Se ha calculade (206), que hay alrededor de 1,500 espe---
cies de bacterias marinas, de las cuales la mayoria (el 95 %) _
son Gram-negativas flageladas. Aproximadamente el 70% de estas
bacterias producen pigmentos, enzimas libres y algunos presen-
tan florecencia ( 27 ).

Rosenfeld,W.D. y Zobell,C.E., en 1947 reportaron que al_
menos 60 microorganismos presentaban actividad antimicrobiana_
y encontraron que 6 especies de Bacillus y Micrococcus presen-

taban actividad contra varios microorganismos no marinos (32).

En 1958, Grein,A. y Meyers,S.P., reportaron 70 compues--
tos activos aislados de actinomicetos de aproximadamente 166 _
derivados de sedimentos marinos y materiales suspendidos en el
agua marina; estos compuestos presentaron actividad contra bac
terias Gram-negativas y Gram-positivas (18).

El primer antibictico que se aislé de una bacteria mari-
na Pseudomonas bromoutilis, fue reportado por Burkholder,P.R._

y col., en 1966. Este compuesto fue el 2(3',5'-dibromo-2'-hi--
droxifenil)3,4,5-tribromo pirrol, cuya estructura fué determi-
nada por cristalografia de rayos X. Este antimicrobiano demos-
tré una elevada actividad contra bacterias Gram-positivas como
Staphylococcus aureus, Diplococcus pneumoniae y Streptococcus-

pyogenes, las cuales fueron inhibidas "in vitro'" con una con--
centracién de 0.00638 mg/ml de antimicrobiano. Sin ecmbargo, --
"in vivo" fue inactivo y las pruebas de ratén demostraron que_
era téxico (25-50 mg/Kg por via intravenosa) (5).

Lewin y Jakson (3), reportaron sustancias antimicrobia--
nas, entre otras propiedades, que eran producidas por cianobac
terias marinas.

Se han reportado diferentes sustancias antibiéticas pro-
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-ducidas por la cianobacteria de agua dulce Oscillatoria splen

dida (3); y se ha reportado que los extractos de Oscillatoria-
princeps presentan actividad contra Staphylococcus aureus, Ba-

cillus subtibilis, B. thyphosa, E. coli y Brucella branchisep-
tica (19).
B. PROTISTAS.

Aqui se incluyen a las algas rojas, verdes y cafes, a --
las diatomeas y a los dinoflagelados, los cuales han demostra-
do poseer una gran cantidad de sustancias antibidticas, repor-
tadas por Welch,A.M. en 1962 (40).

Las algas marinas son probablemente los organismos que -
se han estudiado con mayor amplitud en relacidn con las propie
dades antimicrobianas de sus componentes. En 1966, Irie,T. y -
col. demostraron que algunas algas rojas del género Laurencia,
contienen fenoles sesquiterpénicos y fenoles bromados entre --
los que figuran el laurenterol y el dibromo-laurenterol, que -
son capaces de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aurcus

Microsporum smegmatis y Candida albicans (20).

El extracto etereo de Cymopolia barbata (un alga verde),
inhibe el crecimiento de bacterias Gram-positivas y Gram-nega-

tivas, asi como de levaduras y hongos, segln demostraron Marti
nez Nadal, N.G. y col. en 1964 (28).

Burkholder y col., en 1969, reportaron que los extractos
acuosos del dinoflagelado Gonyaulaz tamerensis, inhiben el cre

cimiento de Staphylococcus aureus, E. coli, C. albicans y Myco
bacterium sp. (6). -

La mayoria de los andlis extensivos de sustancias anti--
bidticas extraidas a partir de las algas se han realizado en -
miembros de los phylums Clorophyta, Phacophyta y Rhodophyta --
(Baslow, D. 1969)(3).

En cuanto a las diatomeas, se ha reportado que el creci-
miento de cultivos de estos organismos en sus géneros Skeleto-
nema y Niteschia (3).

C. PORIFERA.

Entre los organismos marinos que representan una fuente -
importante de antimicrobianos, estan las esponjas. En 1959, Ni

grelli y col. obtuvieron el primer agente antimicrobiano, lla-



-mado Ectyonina, extraido de la esponja Microciona prolifera y

demostré propiedades antimicrobianas contra bacterias Gram-po-
sitivas, Gram-negativas y contra el hongo Candida albicans.

Jakowska y Nigrelli, en 1960, obtuvieron sustancias anti
microbianas con un grado variable de actividad en las esponjas
Cliona celata, Dysidea etheria, Halichondria panicea, Oligoce-

ras hemorrhages y Tedania ignis.
En 1967 y 1970, Sharma,G.M. y Burkholder,P.R. reportaron
las propiedades quimicas de algunas sustancias antibidticas ex

traidas de las esponjas Dysidea herbacea, Homaxinella sp., Pla
kortis sp., Verognia fistularis y Verognia cauliformis.
Stempien, M.F. y col.,(1969), aislaron de Verognia arche

ri, el 3,5-dibromo-4- hidroxifenilacetamida, compuesto que in~
hibe el crecimiento de Bacillus subtibilis, E. coli y Pseudomo

nas atrovenetum,

En 1970, Minale y col., aislaron el 4,5-dibromo-2-ciano-
pirrol a partir de Angelatus spp., y fue activo sobre Strepto-
coccus sp., Candida albicans y Trichophytum sp.

Finalmente, Green,G.,en 1977, repot6 los resultados de -

sus investigaciones sobre la actividad antibidética de extrac--
tos de esponjas marinas t6xicas colectadas en el Golfo de Méxi
co y en la costa del Pacifico de Norteamérica. De las 24 espe-
cies de esponjas estudiadas, extractos de 15 especies mostra--
ron tener actividad contra Bacillus subtibilis y extractos de_

12 especies mostraron tener actividad contra Escherichia coli.

{177

D. CNIDARIOS (CELENTERADOS).

En los celenterados también se han encontrado compuestos
antimicrobianos. De los corales Plexaura crassa y Eunica mammo

sa se han aislado dos compuestos con actividad antibiftica y -
son téxicos para Entamoeba hystolitica e inhiben el crecimien

to de Clostridium feseri y Sthaphylococcus aureus (8).

En los gorgénidos del Caribe y en los corales blandos del
Indopacifico, Di Salvo,L.H., en 1971, encontrd también varios_
compuestos con actividad antimicrobiana (9).



E. MOLUSCOS.

Aqui se incluyen organismos tales como pulpos, almejas, -
caracoles, liebres de mar, ostras,etc. Sin embargo, el estudio_
de los antimicrobianos en moluscos se ha centrado hacia los ---
opistobranquios y los nudibranquios. En un buen nimeroc de casos
estudiados se ha encontrado que el principio activeo no es produ
cido por el molusco , sino que éste se forma en los organismos_
de que se alimenta. Por ejemplo, en Aplysia californica, de ex-

tracto de la gldndula digestiva se aislé laurenterol y otros fe
noles sesquiterpénicos que provienen de las algas rojas Plocami
um spp. y Laurencia spp. (3).

El molusco Onchidilla binneyi, cuando es irritado, excre-

ta una mucosidad que contiene un compuesto con propiedades anti
microbianas sobre Staphylococcus aureus y al cuzl se le dié el
nombre de Ancuidal (21).

Ademds de la actividad antimicrobiana de ciertos moluscos
también se ha demostrado actividad antitumoral, la cual fue des
cubierta con experimentos sobre extractos de la almeja Mercena-
ria mercenaria (Baslow, D.,1969).
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I e 8 . EL MOLUSCO Pur pura pansa.

A. DESCRIPCION TAXONOMICA.

El molusco Purpura pansa Gould 1957, pertenece a la Clase

Gasterbpoda, que es la mds importante, pues estos organismos es
tén presentes en el planeta desde el periodo Cdmbrico. Se cono--
cen (de esta clase) cerca de 35,000 especies actuales y cerca -
de 15,000 especies f6siles. Los miembros de esta clase poseen -
una concha que a menudo es espiral. Presentan una cabeza bien -
diferenciada y una rddula; un ancho pie y una masa viceral tor-
cionada 180°,

Hay tres Sub-clases: Prosobranchia, Opistobranchia y Pul-
monata. Purpura pansa pertenece a la Sub-clase Prosobranquia y_

como todos los miembros de esta Subclase ha sufrido la torsién_
y el traslado de las branquias, ano y cavidad paleal hacia ade-
lante. Esta Sub-clase se divide en 3 Ordenes : Arqueogasterdpo-
da, Mesogasterdpoda y Neogasterbépoda.

Como todos los miembros de el Orden Neogasterfpoda, la ca
vidad del manto y los 6rganos que contiene se encuentran en la_
parte anterior del animal. Posee una sola branquia unipectinada
y un osfradio bipectinado; un sistema nervioso central y una --
concha con una muesca o canal sifonal. Su longitud varia entre
dos y tres pulgadas, no presenta umbilico y su columnella es de
color blanquecina-cremosa.

Purpura pansa pertenece a la familia Muricidae (Drupinae)
y se encuentra en las costas del Pacifico, desde México hasta -
Colombia(38).

B. ECOLOGIA Y UTILIZACION.

El molusco Purpura pansa vive adherido a las rocas, en la

zona de las rompientes de las olas, con un ciclo de vida de ---
aproximadamente siete afios. El1 molusco se puede colectar fécil-
mente durante la marea baja.

De este molusco se obtiene un tinte de color purpura, que
es usado para la tincién de hilos y tejidos telares. La secre--
ci6én cumple una doble funcién para el organismo : como narcoti-
zante sobre sus victimas y como cédpsula de proteccién a los hue
vecillos, del ataque de algunos peces depredadores (34).
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Cabe hacer mencién que este molusco estd en grave peli--
gro de extincidén, debido a que una compafiia japonesa ha sobre-
explotado el recurso con el fin de extraer el tinte. De hecho,
en las costas de Centroamérica ya se ha extinguido y este fend
meno bien podria generalizarse ya que no se ha sabido extraer_
el tinte: lo explotan durante todo el afio sin respetar sus ci-
clos reproductivos y de maduracién, periodos en los cuales el_
fluido proteje a las crias.

Desde antes de la conquista , diversos grupos indigenas_
han extraido el tinte sin ocacionar su extincidén y es por ello
que actualmente se rcclaman medidas para que recursos natura--
les como este molusco, sean debidamente aprovechados (2).
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11. 4 CLASIFICACION QUIMICA DE
LOS ANTIMICROBIANOS.

Entre todas las sustancias antimicrobianas aisladas y es-
tudiadas, solo pocas son utilizadas clinicamente. Hay muchos --
productos que poseen identidades de estructura quimica, por lo_
que también presentan un mecanismo de accién y un espectro com-
parable.

Se ha efectuado una clasificacidén de antibidticos basada_
en dichos criterios y se han definido 11 "familias' de antibid-
ticos, mismas que a continuacién se presentan ( 10 ) :

A. BETALACTAMINAS.

Las beta-lactaminas se denominan asi porque su molécula -
posee un anillo ﬁ -lactdmico. Aqui se incluyen las penicilinas,
las cefamicinas y las cefalosporinas.

a) Penicilinas.

_ CH,
R—CO —NH —

CHgy
s N s s
0 COOH Periicilinpa.

Poseen en com@in un nficleo (el ac. 6-aminopenicildnico), -
formado por la unién de dos anillos : un anillo P -lactdmico y_
un anillo tiazolidina. lLas distintas penicilinas difieren entre
si por el radical R.

La primera que se us6é fue la penicilina G o bencilpenici-
lina, producida por la fermentacibén de Penicillum notatum. Su -

espectro antibacteriano es reducido : no actfia sobre la mayoria
de los bacilos Gram-negativos, es inactiva por via oral y cier-
tas enzimas (penicilinasas), producidas por estafilococos y por
bacilos Gram-negativos, la destruyen por lo que su uso es limi-
tado a organismos susceptibles Gram-positivos y por via parente
ral. Las enzimas son f}-lactamasas que abren el anillo P -lactd
mico y la transforman en acido peniciloico inactivo.

Otras enzimas llamadas amidasas, que son producidas por -
diversos microorganismos, rompen el enlace amido, desenganchan_
la cadena lateral y liberan el nGcleo, el ac. aminopenicilidnico

(6-APA), muy poco activo.
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Se ha intentado obtener compuestos cercanos a la penici--
lina G, pero sin sus efectos indeseables, llegéndose a ello por
medio de la modificacién de la cadena lateral y con estos proce
dimientos se han preparado penicilinas activas por via oral, pe
nicilinas resistentes a la penicilinasa y otras de espectro am-
pliado hasta los bacilos gram-negativos. Actualmente, estos pro
ductos se clasifican en tres grupos:

i.- grupo de la penicilina G.

ii.- grupo de 1la meticilina.
iii.- grupo de las penicilinas de amplio espectro.

ﬁ].- Grupo de la penicilina G.: Su estructura quimica es_
la bencilpenicilina usada en forma de sal sodica o potdsica:

o SN
N — i
T CooH

Penicilina G. 0’

Es activa sobre cocos gram-positivos, bacilos gram-positi
vos; es moderadamente activa sobre heméfilos, moraxellas y algu
nas pasturellas; es inactiva a dosis terapéuticas sobre la ma--
yoria de los bacilos gram- negativos.

La toxicidad de la penicilina G. es précticamente nula. -
La ﬁnica toxicidad real afecta al sistema nervioso central (en_
concentraciones muy altas) y sun frecuentes las reacciones alér
gicas.

ii).- Grupo de la meticilina:

0—aiy
00— Nbr—" N ¥ Meticilina.
CH3
O CH3 d;———N e
AGn cuando es menos activo que la penicflina G, no es in-

activado por la penicilinasa del estafilococo, de lo que deriva
su Gnica indicacién, las infecciones por estafilococos producto

res de penicilinasa y puede ser administrado por via oral o pa-
renteral.
Ademés de los riesgos de la penicilina G, debe agregarse_

la posibilidad de nefropatfas con hematuria e insuficiencia re-
nal.
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iii.- Penicilinas de amplio espectro : De forma principal
aqui se incluye a la Ampicilina, cuya estructura quimica es la_

aminobencil penicilina:

CHy
CH — €O —NH _.__(
l CII3
2N A
I\IH2 O/ cool Ampicilina.

En relacidén a la penicilina G, la amp.icilina presenta un
un espectro ampliado que abarca los bacilos Gram-negativos, pe-
ro como ella, es destruida por las penicilinasas. Es de 2 a 4 -
veces mis activa que la penicilina G sobre los heméfilos, pero_

algunas cepas producen una j?-lactamasa. Su actividad sobre los
estafilococos no productores de penicilinasa, estreptococos, --

neumococos y neisseria es parecida a la de la penicilina G.

Su toxicidad es idéntica a la penicilina G, aunque la am-
picilina es especialmente alergizante.

Andlogos a la ampiciliné son la amoxicilina y la epicili-
na, que no son transformados en ampicilina en el organismo.

1 CH3
CHos CO v NH ey
> =1 Yo,
2N

NH, 0 COOH

Amoxicilina.

CH
CH——CO—— NH 3
l CHy
NH, 6’7

Epicilina.

b) Cefalosporinas .

Los productos de este grupo utilizados en terapéutica son
derivados semisintéticos (por sustitucién de las cadenas latera
les), de la cefalosporina C, antibidtico natural producido por_
el Cephalosporium acremonium.

La estructura quimica es proxima a las penicilinas; posee

un nficleo comfin (el ac. 7- aminocefalosporénico), constituido
por un anillo p -lactdmico asociado a un anillo dihidrotiazina,
sobre el que se fijan dos cadenas laterales que varian seg(n --



-los productos.

Hay dos categorias : cefalosporinas de la primera genera
ci6én y las de la segunda generacidn.

Las cefalosporinas de la primera generacidén conjuntan --
las ventajas de las penicilinas del grupo de la meticilina y -
las de las penricilinas dc amplio espectro. Son resistentes a -
la penicilinasa del estafilococo, son activas sobre bacilos --
Gram-negativos como las enterobacterias, pero pueden ser des--
truidas por Jf-lactamasas (cefalosporinasas), producidas por -
estas bacterias,sustancias que al abrir el anillo f-lactédmico
transforman las cefalosporinas en &cido cefalosporoice inacti-
vo.

Su toxicidad icluye accidentes alérgicos en alrededor de
un 5% de los casos, y accidentes renales que conciernen princi
palmente a la cefaloridina.

La estructura general de las cefalosporinas es la si----
guiente:

Ry 00— NH™

— | L— CH R
Vs Z 2
Cefalosporina. 0/ \/

c¢) Cefamicinas

Las cefamicinas constituyen un nuevo grupo de betalacta-
minas préximas a las cefalosporinas: el finico producto utiliza
do actualmente en terapéutica, es la cefoxitina, derivado semi

sintético de la cefamicina C, producida por el Streptomyces --
lactam durans.

Las cefamicinas poseen la estructura bdsica de las cefa-
losporinas, diferenciindose de ellas por la presencia de un --

grupo metoxi en el carbono 7: OCH..
>
N ~—CO ~—NH—
0
. I
Cefamicina. 20 et

COOH
El mecanismo de accidén de las hetalactaminas es la inhi-

bicién de la sintesis de la pared bacteriana sin destruir la -
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- pared ya formada; estos antibifticos bloquean enzimas involu
cradas en la sintesis de la mureina, la cual es el constituyen
te quimico que garantiza la rigidez de la pared.

La cefoxitina posee un amplio espectro de actividad ---
antibacteriana y es resistente a las betalactamasas de algunos
bacilos Gram-negativos, especialmente Serratia y Proteus indol

positivos. Es inactiva sobre Pseudomonas aeroginosa y sobre la

mayoria de Enterobacter.
B. OLIGOSACARTDOS O AMINOSIDOS O AMINOGLUSIDOS.

El primer antibiético de este grupo que se aislé fue la_
estreptomicina, a partir del Streptomyces griseus.

La estructura quimica se basa en azflicares y especialmen-
te en aminodcidos, de lo que deriva la denominacién de este --

grupo.Hi‘

Estreptomicina.

En cuanto al mecanismo de accidén, la mayoria de los estu
dios al respecto se han realizado con la estreptomicina. El an
tibidtico se fija sobre las bacterias a nivel de los ribosomas
y luego de una alteracién en la lectura del cédige genético a_
nivel de la fraccién 30 S del ribosoma. Todo ello conduce a la_
incorporacién en la cadena peptidica en formacién de distintos
aminodcidos que los previstos. Las protefnas formadas no son -
por tanto funcionales, derivéindose importantes alteraciones --
del metabolismo de la bacteria que implican su muerte.

Los oligosacaridos son antibiéticos de amplio espectro,-
habitualmente bactericidas sobre cocos Gram-negativos y positi
vos, bacilos Gram-positivos como Corynebacterium y bacilos ---
Gram-negativos como enterobacterias, brucellas y ha mophilus.



-17-

La estreptomicina y la kanamicina se utilizan en el trata
miento de la tubercolosis. Las bacterias anaerobias y las ric--
kettsias son resistentes.

En cuanto a su toxicidad, en la estreptomicina se han ob-
servado accidentes alérgicos, entre los més frecuentes los cuti
neos, y accidentes toxicos verdaderos entre los que estdn las -
lesiones laberinticas y las lesiones nerviosas como en la apli-
cacién sobre la corteza cerebral que puede producir convulsio--
nes.

C. GRUPO DEL CLORAMFENICOL.

Aislado de los productos de fermentacibn de Streptomyces_
venezuelae, el cloramfenicol es el primer antibiético de origen
biolbgico, cuya sintesis quimica se ha logrado.

Su estructura quimica es relativamente sencilla. La férmu
la presenta dos 4tomos de carbono asimétricos, por lo que hay 4
estereoisémeros. S6lo el isbmero D (-) ihreo, que corresponde -
al antibibtico natural, posee actividad antibacteriana.

El cloramfenicol actfia por inhibicién de la sintesis pro-
téicas a nivel del ribosoma. El cloramfenicol se fija en la ---
fraccién 50 S de los ribosomas bacterianos, de lo que se ha de-
ducido que el lugar sobre el que act@la se halla en el ribosoma.

Los dos accidentes importantes que provoca el cloramfeni-
col son: la aplasia medular y el "Grey syndrome'", observado en_
los recién nacidos tras la administracién de elevadas dosis por
via parenteral. E1 tiamfenicol se considera menos tdxico, pero_
sin embargo puede provocar accidentes hemidticos.

3

rlH'-— CHC1 2

i — CHy0H

OH Cloramfenicol.

D. TETRACICLINAS .

Aqui se incluyen muchos antibibticos de férmulas quimicas
muy parecidas. El nGcleo de la molécula estd constitufdo por 1la



- 18 -

- unién de 4 anillos hexagonales. Cada uno de ellos se caracte
riza por la naturaleza de los radicales unidos a este nficleo.
La clortetraciclina fue el primer antibiético de este grupo, -
aislado del Streptomyces aureofaciens. Posteriormente se han -
introducido en la terapéutica : la oxitetraciclina, la tetraci
clina, la demetil clortetraciclina, la rolitetraciclina, la me
taciclina, la doxiciclina y la minociclina.
CH3 OH N(CH3]2
o

Tetraciclina.

OH 0 OH 0
Una importante propiedad de las tetraciclinas es la de -

formar complejos con diversos iones metdlicos,pero esta activi
dad quelante y la actividad antibacteriana dista mucho de co--
rrelacionarse completamente. E1 mecanismo de accién de las te-
traciclinas reside en la inhibicién de las sintesis protéicas,
de lo quec se han obtenido numerosas pruebas experimentales en_
sistemas acelulares. El mecanismo intimo de esta accibn parece
ser la inhibici6n de la fijacién del complejo aminodcido-RNAt_
sobre el complejo ribosoma-mensajero.

Las tetraciclinas son antibibéticos de amplio espectro. -
Tebricamente son activos sobre un gran nGmero de especies bac-
terianas, gram positivas y negativas, incluyendo rickettsias,-
clamidias y micoplasmas. Las tetraciclinas s6lo son bacterios-
tdticas in vivo.

Los principales riesgos tfxicos son los trastornos gas--
trointestinales como néduseas, vdmitos, diarreas, como conse---
cuencia de un efecto irritativo de la droga y por la modifica-
cién de las flores intestinales. Puede presentarse ademis, una
coloracibn amarillenta en los dientes de nifios durante los pri
meros estadios de calcificacidén. Lesiones hepéticas pueden pro
ducirse en mujeres embarazadas si se les administra teracicli-
na por via venosa en mids de 1 gr.

Se aconseja evitar el uso de teraciclinas en pacientes -
con insuficiencia renal pues se puede producir el sindrome de_

Fanconi, tras la absorcién de tetraciclinas periclitadas.
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E. MACROLIDOS Y SIMILARES .

Tres grupos de antibibéticos (macr6lidos, lincomicinas y -
estreptograminas o sinnergistinas) presentan numerosos puntos -
comunes en sus propiedades, su espectro antibacteriano y sus --
formas de accién, lo que justifica su relacibén aGn cuando sea -
diferente su estructura quimica.

Los macrélidos constan de 40 antibidticos producidos por_
diversos Streptomyces; entre los principales estén:

-La eritromicina (aislada de Streptomyces erytheus).
-La eleandomicina fde Streptomyces antibioticus).
-La espiramicina (de Streptomyces ambofaciens).

-La midecamicina (de Streptomyces mycarofaciens).

La férmula de todas estas sustancias comprende un gran --
anillo lactona u 6lido. A este anillo se unen uno o varios az-
cares aminados o no. El anillo y los azficares varian de uno a -
otro macrélido.

La férmula quimica de las lincomicinas es muy diferente y
sencilla. Se utiliza la lincomicina y un derivado, la 7-cloro-7
-deoxilincomicina 6 clindamicina,

La estreptogramina se aisld en 1953 del Streptomyces gra-
minofaciens. Posteriormente se han aislado otros antibibticos -
muy préximos como la ostreogricina, la sinergistina, la virgimi

cina y la pristinamicina.

Eritromicina. Lincomicina.



= 2

H

N I

0
CH —ch— Noo—— N— —{H 3
O = @ R

i 0 -
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Todos estos antibiéticos son inhibidores de las sintesis

proteicas a nivel de la fraccién 50 S del ribosoma, pero el me
canismo exacto de esta accién aln es controvertido.

Los macrélidos se fijan a nivel de la fraccién 50 S del_
ribosoma, y esta fijacién impide la del cloramfenicol. Es pro-
bable que su accién consista en impedir la traslocacién del --
RNA-t desde el lugar aceptor al donador.

En cuantoc a las lincomicinas, es posible que su accién -
sea idéntica a la de los macrélidos.

Asimismo, la accibén de las sinergistinas es parecida a -
la de los macrdlidos, en cuanto a su posible fijacién en la --
fraccién 50 S del ribosoma.

El espectro de actividad de las sinergistinas, lincomici
nas y macr6lidos es reducido, comparable al de la penicilina G
es decir, sobre cocos gram positivos y negativos, bacilos gram
positivos y heméfilos. Son totalmente inactivos sobre las ente
robacterias y pseudomonas.

La mayoria de estos antibidticos se toleran bien por lo_
comiin, siendo responsables (nicamente de pequefias alteraciones
digestivas (nfluseas, vémitos, diarreas) y, a veces, de alergia

cutdnea.
F. RIFAMICINAS.

La Rifamicina B fue aislada del Streptomyces mediterra--
neit. En solucidén acuosa aireada, la rifamicina B se transforma
en un compuesto mids activo, la rifamicina S que, por reduccidn
proporciona la rifamicina SV, utilizada en terapéutica, sobre_
todo su derivado, la rifampicina.

Al principio se pensé que estos antibibticos actuaban in

hibiendo las sintesis protéicas, pero ahora se sabe que esta -



e B

-accibén no constitufa el efecto primario de estas drogas que, -
en realidad, inhiben la sintesis del RNA por bloqueo de la RNA-
polimerasa.

Su espectro es peculiar ya que abarca a las micobacterias
(tuberculosis, lepra); actualmente la rifampicina es un antituber-
culostitico de primer orden. La rifampicina es activa ademis so--
bre diversos bacilos gram-negativos como las enterobacterias y_
las brucellas.

En cuanto a su toxicidad, la rifampicina causa insuficien
cia renal aguda y ~evera de mecanismo alérgico. También se han_
dado casos de pGrpura trombopénica y anemia hemolfitica.

Rifamicina SV.

Rifampicina.

G. ANTIBIOTICOS POLIPEPTIDICOS.

Han sido aisladas gran cantidad de sustancias antibidéti--
cas de estructura polipeptidica dotadas de un potente efecto --
bactericida, pero su toxicidad, especialmente renal, prohibe la
utilizacién clinica de la mayoria. Los pocos que son usados son
producidos por bacterias del género Baeillus.

El primero que se descubrié fue la tirotricina (1939), --
mezcla de dos antibibticos, la gramicidina y la tiricidina. Pos
teriormente fueron aisladas la bacitricina y las polimixinas.

Las polimixinas son las mis importantes del grupo. Consti
tuyen este grupo cinco productos principales: las polimixinas -
A, B, C, D y E. Todos son téxicos para el rifibn en diferentes -
grados, por ello sb6lo se utilizan las menos tdxicas:la polimixi
na B y sobre todo la polimixina E o colistina.

Las polimixinas sonpolipéptidos bdsicos, de P.M. aprox. =
1200 y todas contienen L-treonina y Ac. L-& Y -diaminobutirico.
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Las moléculas de las polimixinas son electropositivas, -
por lo que su accibén ha sido comparada con la de los detergen-
tes catiénicos. Se fijan sobre la membrana citopldsmica de las
bacterias, alterdndolas y provocando trastornos de la permeabi
lidad. Las polimixinas se combinan con los fosfolipidos de la_
membrana. Esta combinacién desorienta las capas de la membrana
cuya funcién se ve alterada, especialmente la de la barrera os
mética. El equilibrio osmético de la célula se rompe y se libe
ran constituyentes dgl contenido celular , acarreando la muer-
te de la bacteria. Estos antibibticos son activos sobre los ba
cilos gram negativos, a excepcién de los proteus, providencia,
serratia, bacterioides y de un gran nGmero de aphaerophorus.

Los riesgos tbéxicos de las polimixinas son ante todo ne-
frotéxicos: insuficiencia renal con diuresis conservada. Ade--
mis, pueden producirse alteraciones neurolégicas y depresio---
nes respiratorias.

La Bacitracina y la Tirotricina son polipéptidos cficli--
cos activos solo sobre bacterias gram-positivas. Son muy téxi-
cos por via general y son usados (nicamente en tratamientos lo
cales. Se sabe que alteran, como las polimixinas, la membrana
citopldsmica de las bacterias.

H. SULFAMIDAS.

La sulfamidocrisoidina es un colorante de la industria -
del tinte que en 1935 se encontrd que atacaba eficientemente a
un estreptococo.

La sulfamidocrisoidina (SC), es inactiva in vitro, su ac
tividad terapéutica es debida a que in wivo se escinde la molé
cula con liberacién de paraaminobencenosulfamida (sulfanilami-

da), que ya es activa tanto Zm vivo como in vitro.

N NH,

NH, S0,NH, SaNey

Sulfamidocrisoidina, Sulfamilamida.
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Posteriormente se han preparado centenares de compuestos
relacionados, con la finalidad de mejorar la actividad, de re-
ducir la toxicidad y de modificar las propiedades fisicoquimi-
cas de manera que fuera mejor sobre todo la solubilidad en la_
orina.

Las modificaciones de la forma se han efectuado mediante
sustitucién a nivel del grupo aminado -NHZ o del grupo -SOZNHZ

El mecanismo de accidén de las sulfamidas fue elucidado -
en 1940 por Woods y Fildes. Debide a la similitud de su est--
tructura, con la del 4cido paraaminobenzoico, las sulfamidas -
se conducen como inhibidores competitivos del mismo en la sin~
tesis de los folatos, bloqueando la dihidrofolatosintetasa.

El espectro antibacteriano teﬁricamente es amplio: la ma
yoria de las bacterias gram-positivas y gram-negativas, pero -
actualmente son muy numerosas las cepas resistentes.

En cuanto a su toxicidad, se ha observado bloqueo renal_
por precipitacién de cristales en los tﬁbulos, debido a la ba-
ja solubilidad de las sulfamidas y de sus derivados acetilados

Los accidentes alérgicos pueden ser cutaneomucosos: rash
de diferentes tipos, dermitis de contacto, eritema nodoso, etc

$et pueden presentar también accidentes hemidticos (leuco-

penia, agranulocitosis, anemia hemolitica), vy altéraciones hepé
ticas (por competir con la unién de la bilirrubina).

I. QUINOLONAS .

Las Quinolonas son agentes antibacterianos sintéticos que
se utilizan sobre todo para el tratamiento de las infecciones_
urinarias; hoy dia hay 5 productos comercializAddos: el ac. na-
lidixico, el ac. oxolinico, el ac. pipemidico, el ac. piromfdi
co y la flumequina.

- -
L0 0y

s Lz"‘s
Ac. nalidixico Ac. pipemidico
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Ac. oxolinico. Ac. piromidico.

El mecanismo de accibén ha sido estudiado sobre todo para-
el 4cido nalidixico. Este producto inhibe al mismo tiempo la --
sintesis de ADN y la de ARN, siendo las dos acciones indepen---
dientes: al parecer, el efecto sobre el ARN concierne finicamen-
te a los ARN mensajeros y produce una inhibicién de las sinte--
sis protéicas rigurosamente paralela a la del ARN.

Su espectro es limitado a bacterias gram-negativas, a ---
excepcibn del bacilo piocifnico.

Los accidentes observados, en cuanto toxicidad, concier--
nen sobre todo al 4cido nalidixico, al ser mds resistentes los_
otros productos. Se trata de nduseas, vémito, diarrea, fotosen-
sibilizacién, alergias cuténeas, trastornos visuales, hiperten-
sién intracraneal benigna reversible y acidosis metabélica en -
el luctante, recién nacido y prematuro.

J. DERIVADOS DE LA OXIQUINOLEINA.

Son antibacterianos sintéticos de amplio espectro y es--
t4n indicados en procesos urinarios o digestivos.

Los accidentes téxicos observados en estos productos son
fundamentalmente neuropatias sensitivas con neuritis bptica re

trobulbar.
K. DERIVADOS DE LOS NITROFURANOS.

También son derivados sintéticos de amplio espectro a --
los que, sin embargo, han adquirido resistencia el bacilo pio-

cianico, los proteus, los serratia y los acinetobacter.



La nitrofurantoina se utiliza en infecciones urinarias.-
Otros dos productos se utilizan per os en las infecciones di--
gestivas: la furazolidona y la nifuroxacida.

Los nitrofuranos pueden provocar reacciones alérgicas =
fiebre, rash cuténeos, trastornos respiratorios) y alteracio--
nes digestivas (nduseas, diarrea). Ademads se han observado po-
lineuritis en sujetos con insuficiencia renal tratados con ni-
trofurantoina en dosis excesivas.

1
c
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Nitrofurantoina.

L. DROGAS ANTIFUNGICAS .DE ORIGEN BIOLOGICO.

La terapéutica de las micosis sistEméticas y superficia-
les, tecurre a algunos antibiéticos muy especificos, inactivos
sobre las bacterias y dotados de un definido espectro antifun-
gico. Los principales productos son:

La Nistatina. Obtenida del Streptomyeces noursei, median-
te procesos de fermentaci6bn, presenta una férmula quimica C
N O

46"
H?? 19 con cuatro grupos C-metilo, una porcidén molecular --
amino-azGcar y micosamina. El antibi6ético posee 4 dobles enla-

ces .conjugados que lo colocan entre los antibiéticos poliéni--

cos tetraénicos. OH

Nistatina.

La nistatina es un fungistitico y fungicida debido a la
alteracidén de la membrana celular, tras la fijacién sobre los_
esteroles de la misma, derivdndose con ello, trastornos en la_

permeabilidad.
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La Anfotericina B. Dotada de un espectro antifGngico mis
amplio ya que es activa sobre hongos levaduriformes y filamen-
tosos. Es utilizable por via general, pero es téxico.

Su estructura quimica indica un polieno préximo a la nis
tatina. Su mecanismo de accibén es el mismo que la nistatina ya
que es muy similar en su estructura:

Anfotericina B.

CH, OH

La Griseofulvina. Obtenida del crecimiento micelial de -
especies de Penieillium. Es activa sobre los dermatéfitos, ---
siendo las levaduras mucho menos sensibles. Se administra oral
mente; es fungiestitica pero no fungicida, se cree que produce
distorsibén, engrosamiento y rizado de las hifas, por lo que in
terfiere con el ciccimiento y el desarrollo normales de las --

hifas terminales.

OCH
CH »

0
I C === cH
2 Vd \
/c M ==0
CH,O
’ o} \w—"——' cn/
i CI!|3

c

Griseofulvina,
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objetivos de este trabajo fueron los siguientes:
Aislar y purificar el principio activo antimicro
biano.

Elucidar la estructura del compuesto con activi-
dad antimicrobiana.



- 28 -

1Y MATERIAL Y METODO .

A. COLECTA Y PRUEBAS PRELIMINARES.

El molusco Purpura pansa fue recolectado en la Bahia de_

Pichilingue en La Paz, Baja California Sur, durante el mes de_
octubre de 1984. Esta colecta se realiz6 manualmente con tur--
nos matutinos en la zona litoral de las rompientes de las olas.
Se colectaron aproximadamente tres kilogramos (peso hlmedo) de
este molusco.

El material fue fijado en alcohol etflico al 70% con el_
fin de evitar procesos de descomposicién y fue trasladado al -
laboratorio en bolsas de polietileno etiquetadas y selladas --
con ligas de hule.

A todos los moluscos se les retiré la concha usando para
ello, pinzas de diseccién. Posteriormente los organismos fue--
ron homogenizados en etanol al 70%, en una licuadora marca "In
ternacional' de 10 litros.

La solucidén etan6lica se evapor6 hasta sequedad y se di-
solvié en agua estéril bidestilada. A partir de este residuo -
se tomaron 4 alicuotas de 30 gms.cada una, con las cuales se -
montaron 4 diferentes extracciones a temperatura de reflujo du
rante 12 horas, para lo cual se emplearon los siguientes siste
mas de disolventes de diferente polaridad: Cloroformo, Hexano,
Etanol y Agua (se utilizaron 300 ml de disolvente para cada --
uno de los reflujos).

Posteriormente, los extractos fueron filtrados y se con-
centraron a un volumen de 100 ml. a presifén reducida en un ro-
tavapor marca Buchler. Cada uno de los concentrados fueron en-
viados al Laboratorio de Microbiologia de Pos-graduados de la_
F.L.S. Cuautitldn, para la determinacién de actividad antimi--
crobiana "in vitro" sobre los siguientes microorganismos patd-
genos : Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cephalospo---

rium sp., Escherichia coli, Microsporum canis, Microsporum ---

gypseum, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Strep-

tococcus pyogenes, Trichophytum berrucosum y Trichophytum men-

tagrophyte.
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B. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL COMPUESTO ACTIVO.

Debido a que los resultados reportados por el Lab. de Mic.
de P-G de la F.E.S.C. (comunicacidén personal) indicaron que la_
actividad antimicrobiana se encontraba en el extracto clorofér-
mico, se procedié a realizar el ailamiento del principio activo
a partir de este extracto.

El extracto cloroférmico del Purpura pansa se cromatogra-

fid en columna de vidrio via hGmeda de 65 cm. de altura por 2.5
cm. de diametro, usando como soporte silica gel (Merck), de ma-
1la 70-230 (0.063-0.200 mm.), y como eluente cloroformo.

Las fracciones obtenidas de la separacién cromatogrdfica_
fueron separadas de acuerdo a los mdximos de absorcién en el --
U.V./visible (Hewlett-Packard 8450-A).

A cada una de estas fracciones separadas se les determind
nuevamente la actividad antimicrobiana sobre Candida albicans,

Escherichia coli y Staphylococcus aureus, en el Lab. de Mic. de
P-G de la F.E.S.C.

La fraccién activa se 1llevé a sequedad y el residuo fue -

tratado con eter etilico, usando un embudo de separacidén, con -
el fin de eliminar grasas. A continuacién se filtré y se obtuvo
un compuesto blaco amorfo, el cual se recristalizd cuatro veces
consecutivas con 25 ml. de etanol caliente, dejidndose cristali-
zar durante varios dias.

A este compuesto blanco-amorfo se le verificd la pureza -
por medio de cromatografia en placa fina, empleando los siguien
tes sistemas de disolventes (Q.P.)

- Cloroformo - Acetato de Etilo 1 : 1

- Acetona - Diclorometano

- Hexano - Acetato de Etilo S 3

- Cloroformo

En todos los casos se observé una sola mancha. Las croma-
tografias de placa fina (silica gel 60 -2 mm.- Merck), fueron -
reveladas dentro de una cdmara de vidrio con Iodo sublimado.
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C. ELUCIDACION DE LA ESTRUCTURA DEL COMPUESTC ACTIVO.

El compuesto que presentd la actividad antimicrobiana, -

fue pesado dando un total de 12 mg. A continuacién, este com--
puesto fue sometido al siguiente andlisis estructural:

1=
¥
;-

Espectro de Ultravioleta (Hewlett-Packard 8450-A).

Espectro de Infrarrojo (Beckman Acculab 10)

Resonancia Magnética de Protones (Varian 60, usando como se
nal de referencia el tetrametilosilano).

Espectrometria de masas (Hewlett-Packard 5985 a 70 e.v. con

introduccién directa.
Punto de Fusidén (Fisher-Johns)
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Y RESULTADOS.

Como resultado de los estudios preliminares antimicrobia
nos practicados a los cuatro extractos iniciales, se reporté -
(Lab. de Mic. de P-G de la F.E.S.C. -comunicacifén personal-) -
que la actividad antimicrobiana estaba en el extracto clorofér
mico. Esta actividad se presenté sobre Candida albicans, Esche

richia coli y Staphylococcus aureus, por lo que se continué --

trabajando con este =2xtracto.

Los resultados de la separacidén cromatogridfica a que fue
sometido el extracto clorofdrmico, se ilustran en la tabla 2.
De acuerdo a las longitudes de onda (mlnax.)’ de las 85 mues--
tras recogidas de la cromatografia via himeda, se agruparon en
12 diferentes fracciones.

A cada una de estas fracciones se les probé actividad --
antimicrobiana y los resultados reportados nos dicen que la ac
tividad antimicrobiana se presentd en las fracciones 1 (sobre_
E. coli, C. albicans y S. aureus), 2 (sobre E. coli), 4 (sobre
E. coli), y 7 (también sobre E. coli).

Debido al bajo rendimiento obtenido en la mayoria de las
fracciones activas, Gnicamente se pudo trabajar con la frac---
cién # 1.

El residuo de la fraccién activa (No. 1) tratado con ---
eter etilico, presenté una forma amorfa de color blanco. Este
residuo fué recristalizado 4 veces consecutivas en etanol con_
el fin de purificarlo y posteriormente se le determiné el pun-
to de fusién, el cual fue de 94°C.

Los resultados del andlisis estructural practicado al --
compuesto puro, son los siguientes

Férmula General = Cis H26 (obtenida por el andlisis ele-
mental), siendo las proporciones de los elementos del compues-
to las siguientes:

C = 87.38%
H=12.62%
En Resonancia Magnética de Protones, en gHgl% , se obtu

vieron sefiales en



T < R

0.93 en un doblete gue corresponde a 3 protones (H).p.p.m.
1.39 en un singulete (S) que corresponde a 3 H, p.p.m.
1.50 (9H,S) p.p.m.
1.75 (1H,S) p.p.m.
2.30 (2H,S) p.p.m.
1.22 (8H,S) p.p.m.
5.52 (1H,5) p.p.m.
En la estructura sugerida para el compuesto antimicrobia-
no, las sefiales anteriores, obtenidas en P.M.R. (Grafica 1), se
pueden marcar de lz siguiente manera

a= 0.93 (3H,D) ppm CH a

b= 1.39 (3H,S) ppm > f

c= 1.50 (9H,S) ppm O e cu3b

d= 1.75 (1H,S) ppm ¢ [ | - CHz
e= 2.30 (2H,S) ppm P ff Sesleep =C\ e
f= 1.22 (8H,S) ppm d ! s c
g= 5.52 (1H,S) ppm s ¢

En el espectro Infrarrojo, se observa la presencia de ---
las siguientes bandas de absorcidn (Grdafica 2)
- una banda que se bifurca en 2 entre 2980 y 2700 cm
- dos bandas de intensidad débil a 1700 y a 1600 cm-1.
- dos sefiales a 1340 y 1700 em” .

1

- la estereoquimica del doble enlace es Cis debido a la presen-
cia de fuertes bandas de absorcién a 730 y a 1420 cm-T.

En el espectro Ultravioleta, el compuesto presentd un max
imo de absorvancia a 275 nm.

Por espectrometria de masas se obtuvo la fragmentacién --
del compuesto que se ilustra en la tabla No. 3.

Por lo tanto, se sugiere la siguiente estructura para el _
compuesto antimicrobiano:

CHy
H H
3
_ o
== — ==
f \CH

2,3,4 trimetil, 5 (4' metil-ciclohexil) 2,4 pentadieno.
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: RESULTADOS DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA

DEL EXTRACTO CLOROFORMICO .

# DE MUESTRA LONG. DE ONDA ABSORBANCIA
EN EL U.V./v.

O W m gy O W

—

et
™

W W W W org PR R R ORI P R PR R e e e b e b
WO W g g OB RPN RO W g oy U W

270

278

293
292
29%
291
294
294
288
28

274
275

275
2B

274
27
2B

2B

2n
270
274
2B

2176
274
275
278
277
275
278
277
28
279
2177

0.354
1.620

2.460
2.290
2.580
2.320
2.550
2.560
2:130
1. 80

0, 799—

0.63 7
0.1M7
0.676
0, 763
0.600
0.559
0.523
0.520
0.510
0.414
0.496
0.653
0.655
0.451
1.046
0.78
0.395
0.82
0.745

1.224
1,123

0. 86

L _FRACCION 1

FRACCION 2

FRACCION 3

FRACCION 4

FRACCION 5



# DE MUESTRA

34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68

LONG. DE

- 35 -
ONDA

EN EL UV/VIS.

28
2N
276
27
276
271
27
276
276
27
2717
275
2176
272
27
2B
272
2B
2B
2B
300
296
27¢€
27
278
278
2
280
2.8
2 e
28
277
278
279
276

ABSORBANCIA
1.290

0. 80
0,838
0.38
0.798
0. 805
0. 764
0.644
0.592
0.38
0.459
0.461

}|——FRACCION 5
1.099

| _FRACCION 6

0.260
0.154
0.237
0.391
0.440
;0.225
0.463
2. 740

2.610

0.960
0.381
0. &0
0. 769
1.150
0.980
1.08&0
1.260
1.470

0.58—-—

0.910
0.635
0.558

___FRACCION 7

— FRACCION 8

L——FRACCION 9

| _FRACCION 10Q




# DE MUESTRA

69
70
n
72
B
74

.36-

LONG.

DE ONDA

EN EL UV/VIS. ABSORBANCIA
278 0.978
277 0.781
278 0.740
279 1.063
278 0.85
2717 0,611
28 1.451—
276 0.B0
277 0. 750
27 0.633
278 0.742
276 0.617
276 0.614
278 0. €80
278 0.622
276 0.520
278 0.629———

FRACCION 10

FRACCION 11

FRACCION 12
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ESPECTRO DE MASAS DEL COMPUESTO.
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YIsq DISCUSION .

De acuerdo con los resultados reportados de las pruebas_
de actividad antimicrobiana, practicadas a los cuatro extrac--
tos iniciales, se obtuvo que la actividad estaba presente en -
el extracto cloroférmico, por lo que solamente se trabajé con_
este extracto a fin de purificar y elucidar el compuesto acti-
vo.

Los resultados qué muestra la tabla No. 2, sirven para -
ilustrar cémo fueron ag}upadas las muestras obtenidas de la se
paracién cromatogrifica en columna de vidrio via himeda. De a-
cuerdo a las longitudes de onda que presentaron cada una de --
las muestras (en total 85), se agruparon y promediaron las mis
parecidas de acuerdo también al orden de secuenciacidén en que_
se obtuvieron. De esta manera, al final se separaron 12 dife--
rentes fracciones, que oscilaron entre 272 y 300 nm en el U.V.
visible. En la cromatografia se empled como eluente al Cloro--
formo, debido a que este solvente presentd 11 manchas distin--
guibles por el revelado de placa fina en cdmara de yodo.

El segundo reporte de actividad antimicrobiana indicé --
que las fracciones 1,2,4 y 7 presentaban la actividad, sin em-
bargo, en la mayoria de estas fracciones hubo un bajo rendi---
miento, por lo que fnicamente se pudo trabajar con la fraccidn
No. 1, que ademds de tener un buen rendimiento, fue activa con
tra los tres microorganismos patégenos con los que fue probada

(Escherichia coli, Candida albicans y Staphylococcus aureus).

El proceso de purificacién prosiguid con la evaporacidn_
del cloroformo y con la eliminacién de las grasas del residuo,
por medio de un tratamiento con eter etilico. Al final de este
tratamiento, se obtuvo un compuesto blanco amorfo que fue re--
cristalizado cuatro veces consecutivas en etanol y al cual se_
le verific6é pureza por medio de la cromatografia en placa fina
con diferentes sistemas de disolventes. Debido a que en todas_
las placas se obtuvo una sola mancha, se pudo deducir que el -
compuesto se encontraba puro.



Para elucidar la estructura de este compuesto, fue preci
so realizar una serie de andlisis espectroscdpicos tales como_
la Resonancia Magnética de Protones, la Espectroscopia al In--
frarrojo, la Espectroscopia Ultravioleta y ademds la Espectro-
metria de Masas. Los resultados de estas pruebas se apoyan en-
tre si, y gracias a ello se sugiere la siguiente estructura -
para el compuesto antimicrobiano:

CH

ﬁ“s CH
C

3
_(i"-c<
CH, Oy
El 2, 3, 4 trimetil, 5(4' metil-ciclohexil)2,4 pentadieno

H
I
g

De acuerdo a la Gridfica No. 2, que muestra los resultados
del espectro infrarrojo, se observa una banda bifurcada entre -
2980 y 2700 cm_1 que es debida a la vibracidén simétrica stret--
ching de 1la presencia de un doble enlace adyacente a un metil.
Dos bandas débiles a 1700 y a 1600 em” !
stretching simétrico y asimétrico del doble enlace conjugado --

son producidas por el -

(C=C-C=C); en cambio,, cuando el doble enlace se presenta no --
conjugado, la absorcién se muestra entre 1620 y 1680 em™ ', Asi-

mismo, los picos de 1346 y 1700 cm™ '

indican la presencia de un
grupo C=C, y ésto lo confirma el hecho de que si existiera un_
grupo vinil terminal, los picos aparecerian en las bandas de --
995, 980 y 1665 em 1.

La estereoquimica del doble enlace es CIS, debido a la --
presencia de las fuertes bandas de absorcidén pbservadas a 730 vy
1420 cm_1; en caso de doble enlace TRANS, las bandas existirian
a 980 y 1325 en .

En cuanto al espectro Ultravicleta, el compuesto presentd
un Amax. de 275 nm.

La fragmentacién del compuesto obtenida por Espectrome---
tria de Masas nos muestra, en la tabla No. 3, y de acuerdo con_
la Grdfica 3, que a partir del compuesto Cig H,,, se separaron_
dos fragmentos mds ligeros: uno que representa al anillo y otro



-que representa la cadena lineal del compuesto original. Poste
riormente se obtuvieron fragmentos méds pequefios a partir del -
anillo y de la cadena lineal. Cabe hacer notar que el fragmen-
to C6 Hyq corresponde a una recombinacidn de los radicales CS
H7 con y sin transicidén de los protones. Todos los datos del -
espectro de masas corresponden a los reportados en la biblio--
grafia para los cicloalcanos.

Por consiguiente, y comparando todos los resultados ante
riores, se sugiere que el compuesto antimicrobiano es el 2,3,4
trimetil,S5(4' metilciclohexil)2,4 pentadieno.

Cabe preguntarse qué funcién podria tener este compuesto
aislado del molusco y/o porqué es producido. Gracias a la eco-
logia quimica (cuyo objetivo es el estudio de las interaccio--
nes quimicas entre los organismos vivos), sabemos que en el me
dio terrestre son generalmente los metabolitos secundarios los
que sirven para transmitir la informacién (sobre todo en insec
tos y vegetales); y aunque en relacién a la comunicacidn quimi
ca entre organismos marinos hay muy pocos datos, si se podria
suponer que sucede lo mismo tanto en la tierra como en el mar,
ya que prdcticamente todos los tipos de interaccidén quimica se
encuentran preseﬁtes en el medio marino.

Asi, el hecho de que la mayoria de los metabolitos secun
darios aislados de esponjas, algas, cnidarios etc!,sean téxi--
cos para los peces, inhibidores de 1la fijacién y del crecimien
to de larvas de organismos incrustantes y/o antifungicos, per-
mite suponer que acaso constituyan para los organismos sésiles
un sistema de defensa quimico comparablz, por ejemplo, al ad--
quirido por numerosos vegetales que elaboran sustancias téxi--
cas para protegerse de los herbivoros y de los insectos fitéfa
gos.

De esta manera, el compuesto antimicrobiano aislado a --
partir del Purpura pansa, podria servir como un medio de defen
sa contra bacterias y hongos. Este compuesto bien podria ser -
un metabolito secundario que se excrete como un medio de ayuda
al débil sistema inmune que desarrollan los moluscos.

En esta investigacion no fue posible determinar si el --



compuesto antimicrobiano es excretado por alguna glandula espe-
cifica, debido a que se trabajé con el organismo entero (excep-
tuando 1la concha).

También podria suponerse que el compuesto antimicrobiano_
formara parte de la dieta que generalmente ingiere el molusco,
perc al parecer no hay punto de comparacién entre los compues--
tos antimicrobianos hasta ahora reportados en las algas y el --
compuesto que ahora se presenta.



VII. CONCLUSIONES. e

El 2,3,4 trimetil, 5(4' metil-ciclohexil)2,4 pentadieno
logrb aislarse y purificarse a partir del extracto cloroférmi
co del molusco Purpura pansa, y fue reportada actividad anti-
microbiana sobre los siguientes microorganismos patégenos: --
Candida albicans, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, -
estos dos iltimos son considerados como patbgenos oportunis--
tas que ya ofrecen resistencia a los antimicrobianos de carac
ter convencional,

La estructura de este compuesto antimicrobiano no tiene
punto de comparacibén con los antibibéticos hasta ahora conoci-
dos, por lo que es imposible ofrecer una explicacidén de su --
probable mecanismo de accibn.

Para una mayor certidumbre de la actividad reportada en
este compuesto aislado, deberén repetirse los estudios micro-
biolégicos de actividad antimicrobiana, de una manera mis -r-
cuantitativa y cualitativa. Si después de realizar estas prue
bas se concluye que el compuesto es realmente efectivo contra
los microorganismos antes mencionados, y si es factible y/o -
rentable su sintesis artificial, faltard valorar desde su in-
troduccién en un organismo vivo hasta su eliminaciﬁn, la me--
jor via de administracibn, distribucién, mecanismo de accidn,
vida media, vias de eliminacibén, asi como la LD50 y el indice
terapéutico.

Dada la situacidén actual, se puede pensar que aln es --
muy temprano para ofrecer un balance definitivo sobre la apor
tacibén que puedan dar trabajos como el presente a la Quimiote
rapia. Sin embargo, si se debe remarcar la importancia de la_
bfisqueda de nuevos agentes antimicrobianos, dada la resisten-
cia que presentan muchas cepas de microorganismos hacia los -
antimicrobianos convencionales.

Por Gltimo, se puede intuir que el origen del compuesto
antimicrobiano puede deberse a que el molusco haya desarrolla
do evolutivamente un mecanismo de defensa auxiliar contra las
bacterias y los hongos, dado su tipo de vida semi-sésil.
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